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Vorwort

Teilergebnisse der hier vorliegenden Arbeit wurden am 19.11.2021 unter dem Titel
,Depletion of Cardiac Cardiolipin Synthase Alters Systolic and Diastolic Function“ in
iIScience (iScience 19;24(11):103314) veroffentlicht. Dies betrifft sowohl die Daten der
Herzfunktionsanalyse der Drosophila-Spezies mit Cardiolipin Synthase Mutation als
auch die Ergebnisse der Herzfunktionsanalyse des Cardiolipin Knockdown und der
Mitochondrienfunktionsanalyse. (Abbildungen 27-31 & 33).
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4 Zusammenfassung

Herzinsuffizienz (HI) ist eine Erkrankung von zunehmender Pravalenz, die unsere Ge-
sellschaft vor grol3e medizinische und gesundheitsbkonomische Herausforderungen
stellt. FUr die Herzfunktion ist eine adaquate Energieversorgung essenziell. Ist diese
nicht gewabhrleistet, fuhrt dies zu zahlreichen Erkrankungen, beispielsweise HI. In Kar-
diomyozyten gewéhrleisten Mitochondrien die Bereitstellung von Energie in Form von
Adenosintriphosphat. Fiur die Funktion und Integritat des Mitochondriums sind Cardi-
olipine (CL) von zentraler Bedeutung. Sie befinden sich Uberwiegend in der inneren
Mitochondrienmembran, wo sie zur Cristae-Formation beitragen, die Komplexe der

Atmungskette stabilisieren und in zahlreiche Stoffwechselvorgéange involviert sind.

Der letzte Schritt der CL-Synthese erfolgt durch die Cardiolipinsynthase (CLS), die
zwei Phospholipid-Substrate zu unreifem CL verbindet. Anschlie3end erfolgt ein Re-
modeling durch das Enzym Tafazzin (Taz), wodurch reifes CL entsteht. Es ist bekannt,
dass Defekte im CL-Metabolismus zu schwerer mitochondrialer Dysfunktion fuhren,
die auch Einfluss auf das Herz nehmen. Ziel dieser Arbeit war es, die Rolle von CL fur
die Herzfunktion der Fliege zu charakterisieren. In Drosophila melanogaster sind so-
wohl Taz als auch CLS konserviert. In der vorliegenden Arbeit wurden die kardialen
Phanotypen von CLS- und Taz-Mutanten Fliegen, sowie von herzspezifischen Taz-
und CLS-Knockdowns (KD) in vivo mittels fluoreszenzbasierter Hochgeschwindig-
keitsmikroskopie untersucht. Um die Auswirkungen des CL-Defizites genauer zu er-
fassen, wurden erganzende Versuche mit CLS-Mutanten durchgefihrt. Neben der
Messung der mitochondrialen Respiration erfolgte die massenspektrometrische Quan-
tifizierung und Klassifizierung der CL-Spezies. Das Langzeittiberleben von Fliegen mit
CLS-Defizit wurde untersucht, ebenso wie die Herzfunktion der gealterten CLS-
Mutanten.

Die Herzfunktionsanalyse von Taz-Mutanten zeigte eine erhéhte Herzfrequenz und
eine verkirzte Relaxationszeit. Dies liel3 sich im herzspezifischen Taz-KD jedoch nicht

bestatigen.

Die CLS-Mutanten wiesen in der Herzfunktionsanalyse vergré3erte Herzen mit signi-
fikant erhdohten Diametern sowie eine verminderte Herzfrequenz auf. Die Kontraktion
zeigte keine Veranderungen. Im herzspezifischen CLS KD stellten sich ebenfalls ver-

grol3erte Herzdiameter dar. Zusatzlich konnte eine signifikant reduzierte systolische
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Funktion detektiert werden. Weiterhin zeigte sich fur Fliegen mit CLS-Defizit eine pro-
longierte Relaxationszeit, was auf einen diastolischen Defekt hindeutet. Massenspek-
trometrisch zeigte sich die Reduktion zahlreicher CL-Spezies in den CLS-Mutanten.
Die mitochondriale Respiration von CLS-defizitdren Kardiomyozyten unterschied sich
von ihren Kontrollen. Die Untersuchung des gealterten Fliegenherzens ergab, dass
Alterung bei CLS-Mutanten zu einem weiteren Abfall, der bereits in jungerem Alter
beeintrachtigten Herzfunktionsparameter fihrt, jedoch das Langzeitiberlegen der CLS

Mutanten nicht beeintrachtig.

Unsere Daten zeigen, welch zentrale Rolle eine intakte CLS-mediierte CL-Synthese
fur eine adaquate Herzfunktion spielt. Weitere Untersuchungen sind notwendig, um
herauszuarbeiten, wie CLS die verschiedenen CL-Intermediate reguliert und damit

Einfluss auf die mitochondriale und zellulare Funktion nimmt.

Summary

Heart failure (HF) is a disease of increasing prevalence that is developing into a major
health and economic challenge for our society. The heart strongly depends on constant
energy supply. A lack of energy can lead to numerous diseases including HF. In car-
diomyocytes, mitochondria ensure the provision of energy. Cardiolipins (CL) are a
group of lipid species crucial for mitochondrial function. Localized in the inner mito-
chondrial membrane, CL organize the cristae structure thereby stabilizing complexes

of the electron transport chain and are involved in metabolic processes.

The final step of CL synthesis is catalyzed by cardiolipin synthase (CLS). Two phos-
pholipid substrates are formed to nascent CL which is further remodeled by Tafazzin
(Taz). Defects in CL metabolism lead to severe mitochondrial dysfunction which then
also affects the heart. To study the impact of CL metabolism on cardiomyocytes, we
used Drosophila melanogaster as a model where both CLS and Taz are conserved.

In this study, cardiac phenotypes of CLS and Taz mutant flies, as well as of heart-
specific Taz and CLS knockdowns (KD) were analyzed using fluorescence-based high-
speed video microscopy. To clarify the effect of the CL- deficit further experiments were
performed using CLS mutant flies. Mitochondrial respiration was measured using Sea-
horse technology. Mass spectrometry was used to identify the CL subtypes and their
quantity. Long-term survival of CLS-mutant flies and heart function analysis on aged
CLS-deficient flies was performed. Our data showed that CLS-mutant flies had en-

larged hearts with significantly increased endsystolic and enddiastolic diameter, and a
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reduced heart rate but preserved contractile performance. Enlarged heart diameters
were also present in heart specific CLS KD flies, accompanied by a significant reduc-
tion of systolic function. Both, CLS mutants and CLS KD had a prolonged relaxation
time indicating diastolic defects. Taz mutants had increased heart rate and shortened

relaxation time, however, this could not be confirmed in heart specific Taz KD.

The analysis of CL species using mass spectrometry revealed numerous CL-subtypes
decreased in CLS mutant flies. Mitochondrial respiration of the CLS deficient cardio-
myocytes differed mildly from controls. Heart function parameters that were already
decreased compared to controls at young age revealed a further decrease in the aged

fly heart. The longtime survival of CLS mutant flies was not affected.

Our data demonstrate the importance of intact CLS-mediated CL synthesis for ade-
quate cardiac function. Further studies are required to elucidate how CLS regulates

different CL intermediates which then affects mitochondrial and cellular function.



Einleitung 11

5 Einleitung

5.1 Herzinsuffizienz — eine Gesundheitsékonomische Herausforderung

Ist das Herz nicht in der Lage den Kdrperkreislauf durch seine Pumpleistung unbeein-
trachtigt aufrechtzuerhalten, spricht man von Herzinsuffizienz (HI). Die global stei-
gende Pravalenz von Hi stellt die Medizin und die Gesundheitstkonomie vor grolRe
Herausforderungen (1). Trotz Weiterentwicklung der pharmakologischen Therapien
und sich stetig verbessernder Versorgung von akuten Herzerkrankungen in hochent-
wickelten Landern, ist es bislang nicht gelungen die Pravalenz von HI zu senken. Mit
der zunehmenden Uberalterung unserer Gesellschaft bleibt eine weiterhin steigende
Pravalenz der HI zu erwarten. Dies spiegelt sich auch in den Zahlen des Statistischen
Bundesamtes wieder, wonach 2018 die haufigste Einzeldiagnose fur vollstationar be-
handelte Patienten ICD 150 — HI war (2). Derzeit sind umfassende Moglichkeiten der
Diagnostik, des Monitorings und der symptomatischen Therapie von HI vorhanden.

Eine kurative Therapie existiert jedoch nicht.

5.1.1 Definition und Atiologie der HI

Im Marz 2021 wurde im internationalen Konsens eine Neudefinition von HI veréffent-
licht (s. Abbildung 1) (3). Die HI ist demnach ein Syndrom, dessen klinisches Bild auf-
grund einer nicht ausreichenden Pumpleistung des Herzens zustande kommt. Ein Kar-
dinalsymptom ist bei Belastung zunehmende Luftnot. Patienten mit HI sind daher
haufig geringer belastbar. Aufgrund des Riickstaus von Blut im Korperkreislauf, infolge
der eingeschrankten Pumpleistung, kommt es zur Ausbildung von Odemen (4). Auch
im Rahmen einer klinischen Untersuchung finden sich unspezifische Hinweise auf eine
HI wie ein hepatojuguléarer Rickfluss oder ein dritter Herzton (s. Abbildung 1)(4). Ur-
sachlich fur eine HI kdnnen sowohl funktionelle als auch strukturelle Anomalien des
Herzens sein (3,5). Diese lassen sich sich sonographisch durch ein verringertes Herz-
zeitvolumen oder die pathologische Verdnderung der Ventrikel feststellen. Auch ein
verandertes Fullverhalten der Ventrikel l&sst dopplerechokardiografisch nachweisen
(Verhaltnis aus E zu E') und erhéartet den Hinweis auf einen HI (3). Der Neudefinition
folgend, muss zusatzlich zu dem klinischen Bild ein weiteres Kriterium zur Feststellung
einer HI vorliegen. Hierfir kann laborchemisch ein erhdhter Spiegel an natriuretischen
Peptiden gesichert werden oder eine objektivierbare Stauung entweder der Lungen-
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gefalRe oder im gesamten Korperkreislauf, was durch bildgebende Verfahren beispiels-
weise Rontgenthorax, Echokardiografie oder hdmodynamische Messungen im Rah-

men einer Herzkatheteruntersuchung erfasst werden kann (5).

1. Symptome oder Zeichen der Herzinsuffizienz verursacht durch strukturelle
und/oder funktionellen kardialen Anomalien

Atemnot Jugularvenenstauung ?
Orthopnoe, Bendopnoe Hepatojugularer Reflux g
Gelegentlich n&chtliche Dyspnoe Auskultatorisch: dritter Herzton -3
eingeschrankte physische Belastbarkeit Kardiomegalie N
Fatigue, Mudigkeit Verschiebung der elektrischen g-
Periphere Odeme Herzachse im EKG =

=

+

2. Erhohte natriuretische Peptide
oder
Stauung der Lungengefale oder im Korperkreislauf

Abbildung 1  Universelle Diagnosekriterien der HI (5). Neben Symptomen und klinischen Zeichen,
fur das Vorliegen einer kardialen Anomalie, miissen zur Diagnosestellung entweder die
natriuretischen Peptide erhoht sein oder sich eine Stauung der Lungengefal3e oder der
Gefale im Korperkreislauf nachweisen lassen. EKG: Elektrokardiogramm

Die Hl ist das Endstadium einer breiten Reihe von Erkrankungen. Die zugrunde lie-

gende Ursache einer HI zu kennen ist, insbesondere mit Hinblick auf das therapeuti-

sche Regime, relevant. Den sytolischen Ventrikelfunktiosstérungen liegt eine vermin-
derte Kontraktionskraft des Herzens zugrunde. Dazu zahlen die Koronare

Herzkrankheit, Kardiomyopathien sowie die Myokarditis (4). Die Insuffizienz der Aor-

tenklappe fuhrt zur Entstehung eines sogenannten Pendelvolumens und damit zu ei-

ner erh6hten Volumenbelastung, gegen die das Herz anpumpt (4). Arterielle und pul-
monale Hypertonie sowie die stenotische Verdnderung einer Herzklappe flhren
hingegen zu einer Druckbelastung im Ventrikel (4). Die diastolischen Ventrikelfunkti-
onsstorungen konnen beispielsweise durch Hypertrophie des Herzens oder durch eine
behinderte Fullung des Ventrikels entstehen (4). Die haufigste Ursache hierfir ist die
arterielle Hypertonie, deutlich seltener die konstriktive Perikarditis, restriktive Kardio-
myopathien sowie die meist akut auftretende Herzbeuteltamponade (4). Auch anhal-
tende Herzrhythmusstérungen sowohl tachykarder, als auch bradykarder Art, kbnnen

zur HI fuhren (4).
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Echokardiografisch kann die HI weiterhin anhand ihrer Linksventrikularen Auswurffrak-
tion (EF) eingeteilt werden (5). Hierbei unterscheiden sich die HI mit reduzierter Aus-
wurffraktion, auch HFrEF genannt, wo die Auswurfleistung des linken Ventrikels unter
40% liegt, von der HI mit leichtgradig eingeschrankter linksventrikularer Auswurffrak-
tion (HFmrEF). Weiterhin wird die HI mit einer echokardiografisch erhaltenen links-
ventrikularen Auswurffraktion unterschieden (HFpEF). Hier liegt trotz eingeschrénkter
Pumpleistung keine Verringerung der linksventrikularen Auswurffraktion von unter
50% vor. Im Konsens der Neudefinition wurde die Kategorie HI mit verbesserter links-
ventrikularer Auswurffraktion hinzugefugt (HFimpEF) (5). Diese Kategorie umfasst Pa-
tienten, die im Vergleich zur ersten Untersuchung ihre linksventrikulare Auswurffrak-
tion, beispielsweise durch geeignete medikamentdse Therapie um mindestens zehn
Prozent verbessern konnten, nachdem sie in der initialen Messung eine Auswurffrak-

tion von weniger als 40% aufwiesen (3).

Wie in Abbildung 1 dargestellt, sind die Symptome der HI sehr vielgestaltig. Je nach
Intensitat der Auspragung, beeinflusst dies die Funktionalitat der betroffenen Patien-
ten. Zur Objektivierung der Symptome sowie der funktionellen Kapazitat der Patienten,
flieBen in eine Therapieentscheidung die Kriterien der New York Heart Association
(NYHA) ein (3). Die Stadien der HI reichen, wie in Tabelle 1 dargestellt, von keinen
korperlichen Limitationen in Stadium | trotz dem Nachweis einer kardialen Dysfunktion
bis hin zu Atemnot und Beschwerden in Ruhe im Stadium IV.

Tabelle 1 Stadien der HI nach NYHA

NYHA Symptome

I Keine korperliche Limitation
Objektiver Nachweis einer kardialen Dysfunktion
Herzminutenvolumen unter Belastung normal

Il Beschwerden bei mittelschwerer korperlicher Belastung (Treppensteigen)
Herzminutenvolumen: ausreichend bis zu einer leichten Belastung

[ Beschwerden bereits bei leichter kdrperlicher Belastung
Herzminutenvolumen bei Belastung reduziert

\Y] Beschwerden in Ruhe
Herzminutenvolumen in Ruhe reduziert

Die mangelhafte Pumpleistung des Herzens fuhrt zu einer Reihe kompensatorischer
Mechanismen des Korpers, die langfristig zu einem die HI aggravierenden Circulus

Vitiosus fuhren (6). Aufgrund der Verringerung des Herzzeitvolumens kommt es zu
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einer Verkirzung der Diastole, was dazu fihrt, dass die Koronarien, die in der Diastole
gefullt werden und so das Herz mit Sauerstoff und Nahrstoffen versorgen schlechter
durchblutet werden. Infolge dieser Minderversorgung kommt es zu einer weiteren Ab-
nahme des Schlagvolumens. Durch die verringerte Pumpleistung des Herzes und da-
raus resultierender Minderperfusion der Nieren, wird das Renin-Angiotensin-Aldoste-
ronsystem aktiviert (4). Dies fuhrt zu Vasokonstriktion und zur Ruckresorption von
Wasser. Die Vasokonstriktion erhoht jedoch die Nachlast, also der Druck, gegen den
der linke Ventrikel anpumpen muss. Dies fuhrt zu einer weiteren Abnahme des Schlag-
volumens und infolgedessen zu einer Aktivierung des adrenergen Systems. Als Folge
dieser chronischen Aktivierung von maladaptiven Mechanismen kommt es zum kardi-
alen Remodeling, also zu strukturellen und funktionellen Veranderungen, die zur Ver-

schlechterung und Progress der HI beitragen (7).

Das Repertoire an Medikamenten, die derzeit zur Behandlung einer HI (HFrEF) zuge-
lassen sind, umfasst die Inhibition der neuroendokrinen Aktivierung durch ACE-Hemmer
und Aldosteronantagonisten. Die Senkung des myokardialen Sauerstoffverbrauchs
kann medikament®s durch Substanzen wie Betablocker, die Kontraktilitdt des Herzens
steigern und die Herzfrequenz senken erreicht werden. Medikamente zur Senkung der
Vorlast, beispielsweise Schleifendiuretika, kommen ebenfalls zum Einsatz (8). Ziel der
HI-Therapie ist es neben der Beseitigung der Ursache — sofern behebbar — eine Kon-
trolle der Symptome zu erreichen und durch Unterbrechung des Circulus Vitiosus und

geeignete Pharmakotherapie die Prognose der Patienten zu verbessern (8).
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Circulus Vitiosus der HI

—
Remodelling Myokardiale
Hypertrophie Schadigung
Apoptose
/ Abnahme ventrikulére
Adrenerge Pumpleistung,
Aktivierung verminderter kardialer

Auswurf

Neurohumorale
Aktivierung
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Abbildung 2  Circulus Vitiosus der HI. Durch die HI kommt es zu einer chronischen Aktivierung der
im physiologischen Zustand protektiven Mechanismen, wie der Aktivierung der neuro-
humoralen Achse und des adrenergen Systems. Diese flhren zu einer weiteren Scha-
digung des Myokards und zum Progress der HI. Schema adaptiert von Booth et al. (6).
Zeichnung Herz: Sci vis to.

5.1.2 Hl als Folge mitochondrialer Dysfunktion

Die Ursachen fir eine HI sind vielfaltig. Jedoch konnte in den vergangenen Jahren
gezeigt werden, dass Mitochondrien eine wesentliche Rolle bei ihrer Entwicklung und
im Krankheitsprogress spielen (7,9). Bei Patienten mit HI zeigt sich neben einem ener-
getischen Defizit in Kardiomyozyten (10), eine Dysregulation in der Verwertung von
energieliefernden Substraten und Metaboliten (11). Zudem ist das Niveau von oxidati-
vem Stress erhoht (12). Weiterhin gibt es Hinweise auf Veranderungen im Kalziumme-
tabolismus des Mitochondriums (13). Aus dieser Kombination an Verdnderungen im
Mitochondrium, die in direkter Wechselwirkung mit dem Metabolismus der Kardiomy-
ozyten stehen, folgt ein Umbau des Myokards und eine voranschreitende kardiale Dys-
funktion (7).
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Derzeit gibt es weder fir die Therapie der HI noch fir eine der anderen Erkrankungen
zugelassene Substanzen, die explizit in den mitochondrialen Metabolismus eingreifen.
Die Identifikation pharmakologischer Targets im Mitochondrium ist daher in den Fokus
der Forschung geriickt. Erste Ansatze sind die Verminderung vom Anfall reaktiver Sau-
erstoffspezies (ROS) oder das Abfangen dieser, aber auch einzelne zentral im Mito-
chondrium stehende Molekiile, wie Cardiolipine sind Gegenstand aktueller Forschung
(13). Wie zentral die Erforschung von Mitochondrien als pharmakologischem Angriffs-
punkt ist, zeigt auch, dass neben der HI nach derzeitigem Kenntnisstand auch neuro-
degenerative Erkrankungen mit Veranderungen im Stoffwechsel der Mitochondrien
einherzugehen. Auch bei Typ 2 Diabetes mellitus, einer weiteren Volkskrankheit in un-

serer westlichen Welt, scheinen Mitochondrien in der Genese involviert zu sein (13).

5.2 Mitochondrien

Die 0,5-1 um grof3en Zellorganellen wurden 1886 vom Pathologen Richard Altmann
erstmals beschrieben. Mitochondrien kommen in allen eukaryontischen Zellen mit Aus-
nahme von Erythrozyten vor (14). Primar werden Mitochondrien maternal vererbt. Mit-
tels eigener DNS kann das Mitochondrium einen Teil, der firr seine Funktion notwen-
digen Proteine selbst synthetisieren. Innerhalb der Zelle kénnen die Mitochondrien
einzeln oder netzwerkartig angeordnet sein, ihre Vermehrung erfolgt durch Sprossung
oder Teilung (15). Mittels einer Membran bestehend aus einer Doppellipidschicht,
grenzen sie sich vom Zytosol ab. Mitochondrien gelten im Volksmund als Kraftwerke
der Zelle, da sie in zahlreichen Prozessen der Energiegewinnung involviert sind. Heute
ist bekannt, dass Mitochondrien in der Zelle aul3erdem bei der Induktion von Apoptose,
in der Kalziumhomaoostase, beim Abbau von Fettsduren, bei der Synthese von Keton-

koérpern und in der HAm Synthese eine wichtige Funktion einnehmen (16).

Uber zahlreiche Poren, Kanale und Transportproteine befinden sich Mitochondrien im
standigen Austausch mit dem Zytosol (16). Durch die mitochondrienassoziierte Endo-
plasmatische-Retikulum-Membran, steht das Mitochondrium zudem in engem Kontakt
mit dem Endoplasmatischen Retikulum. Hieriber findet der Austausch von Lipiden so-
wie Signaltransduktion statt. Der Abbau von defekten Mitochondrien erfolgt Gber das

Endoplasmatische Retikulum (ER), Lysosomen oder den Golgi-Apparat

Der Aufbau des Mitos hat eine Unterteilung in vier Kompartimente zur Folge, die ver-

schiedene Funktionen erfillen (17). Die aul3ere Mitochondrienmembran dient zur Ab-
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grenzung vom Zytosol. Sie besteht vorwiegend aus Phospholipiden (PL) und ist durch-
setzt von Proteinen, die als Kanéle und Porine fungieren. lonen und kleine Molekile
konnen so in den Intermembranraum gelangen. Weiterhin befindet sich im Intermemb-
ranraum Cytochrom c. In der Atmungskette fungiert es als Elektronentransporter.
Kommt es zur Schadigung des Mitochondriums, gelangt Cytochrom c ins Zytosol.
Dadurch wird die Apoptose der betreffenden Zelle induziert. In der Matrix, die von der
inneren Mitochondrienmembran (IMM) umschlossen wird, befindet sich die mitochond-
riale DNS, mitochondriale Ribosomen, tRNA und zahlreiche Enzyme. Mit der Beta-
Oxidation und dem Citratzyklus finden hier wichtige Schritte der zellularen Energiege-
winnung statt. In der IMM befinden sich die Komplexe der Atmungskette sowie zahl-

reiche Translokasen, die dem Proteintransport dienen (18).

Eine wichtige Besonderheit in der IMM, die cristaeférmig aufgebaut ist, ist das exklu-
sive Vorkommen des Phospholipids Cardiolipin (CL). CL unterscheidet sich von den
meisten PL darin, dass es vier ungesattigte Fettsduren aufweist und so insgesamt tra-
pezartig geformt ist (Abbildung 3). Aus dieser speziellen rAumlichen Konfiguration der
CL, ergeben sich die Einstilpungen der IMM, die eine enorme Oberflachenvergrolie-
rung bewirken und so beispielsweise ausreichend Platz fur die Komplexe der
Atmungskette schaffen und gleichzeitig raumlichen Abstand dieser zueinander ermdg-
lichen (13). Aktuelle Forschung zeigt, dass Cardiolipine weitaus mehr als die Struktur-
geber der IMM sind (s. Kapitel 5.3).
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Abbildung 3 Das Mitochondrium und seine Kompartimente. Kompartimente und Schlisselfunk-
tionen des Mitochondriums. Im Kreis abgebildet ist Assoziation der christae-bildenden
trapezformigen CL und den Komplexen der Atmungskette zu sehen. (19), Teile der Ab-
bildung adaptiert von Saric et al. (20)

Die Energiegewinnung im Mitochondrium erfolgt in einem mehrschrittigen Prozess.

Nach dem Abbau von energieliefernden Substraten, beispielsweise Fettsauren, Glu-

cose oder Ketonkoérpern, im Zytosol erfolgt der Transport dieser Zwischenprodukte in

das Mitochondrium. Hier wird Pyruvat aus der Glykolyse zu Acetyl-CoA umgewandelt

(21). Aus den im Zytosol abgebauten Fettsauren wird ebenfalls Acetyl-Co A. Dies wird

in die Matrix des Mitochondriums transportiert und in den Citratzyklus eingespeist (21).

Durch eine Reihe chemischer Reaktionen, wird das Acetyl Co A zu den Redoxaquiva-

lenten NADH + H* und FADH + H* konvertiert (21). Zudem entsteht ein Molekil Ade-

nosintriphosphat (ATP) sowie CO2. Die Elektronengeber NADH2 und FADH:2 werden

weiter an die IMM transportiert, wo die Enzyme der Atmungskette lokalisiert sind (21).

Die Atmungskette besteht aus funf Komplexen (I-V), den elektronentransportierenden
Coenzym Q (Ubiquinon) sowie Cytochrom c als Elektronenfanger und Protonenpum-
per (21). Hier erfolgt die Ubertragung der Elektronen von Komplex | auf Komplex Il, die
Succinat-Dehydrogenase. Die von Komplex Il Gibertragenen Elektronen werden durch
Komplex I, Cytochrom ¢ und anschlielRend zu Komplex IV, die Cytrochrom c-Oxidase
Ubertragen. Komplex IV nimmt ein Elektron nach dem anderen auf und gibt immer vier
davon an ein Sauerstoffmolekul ab, wodurch Wasser, der finale Akzeptor der Elektro-

nen entsteht. Die Atmungskette generiert einen Fluss an Elektronen, der wiederum
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den Transport von Protonen (H*) Gber die IMM in den Intermembranraum ermdglicht
(21). So entsteht ein elektrochemischer Protonengradient. Die ATP-Synthase, auch
als Komplex V bezeichnet, nutzt diesen Gradienten, um daraus ATP herzustellen. Da-
mit die ATP-Synthase effizient arbeiten kann, ist eine ausreichende Versorgung der
Zelle mit Sauerstoff notwendig (22). Das im Rahmen der Atmungskette generierte ATP
kann nun von anderen Organellen oder Enzymen der Zelle als Energiesubstrat genutzt
werden. Lokal kann somit unter Abspaltung eines Phosphatrestes von ATP Energie
freigesetzt werden. Diese wiederum wird fir die Kontraktion und Relaxation von Herz-
muskelzellen sowie flr zahlreiche aktive Transportvorgange in der Zelle, fir Synthe-

seprozesse und fur Bewegung im Zytoskelett bendtigt.

Das Mitochondrium steht mit seiner Funktion, Energie bereitzustellen im Zentrum zel-
lularer Aktivitat. Eng mit der Energiegewinnung verwoben sind als essenzieller Be-
standteil mitochondrialer Membranen die CL, auf die im Folgenden ndher eingegangen
wird (19).

5.3 Cardiolipine

Biomembranen trennen eine Zelle oder ein Zellorganell, wie beispielsweise das Mito-
chondrium von ihrer Umgebung ab. So kénnen elektrochemische Gradienten aufrecht-
erhalten werden und selektiver Transport von Molekuilen wird méglich. Grundbestand-
teil von Biomembranen sind Lipide, auch Proteine sind in die Membran integriert. In
Biomembranen verankert sind verschiedenste Transportproteine, Enzyme und Rezep-
toren. Je nach Lokalisation unterscheidet sich die Zusammensetzung der Membran.
Ein essenzieller Bestandteil von Biomembranen sind die PL. Im Vergleich zu anderen
Biomembranen unterscheiden sich die der Mitochondrien durch ein geringeres Phos-
pholipid-zu-Protein-Verhaltnis (23). In der mitochondrialen Biomembran kommen
Sterole und Sphingolipide seltener vor, wahrend die Konzentration von Phosphatidyl-

cholin und Phosphatidylethanolamin deutlich héher ist (23).

Besonders gepragt wird die Biomembran von Mitochondrien durch das Vorkommen
eines speziellen Phospholipids — dem CL (24). Erstmals 1942 aus Rinderherzen iso-
liert (25), machen Cardiolipine 15 bis 20% aller PL (13) in der IMM (26) aus. In gerin-
gerer Konzentration finden sie sich in der auf3eren Mitochondrienmembran (26). Be-

sonders reichlich kommen CL an den Kontaktstellen zwischen IMM und auf3erer
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Mitochondrienmembran vor (27). Aufgrund ihres hohen Anteils an ungesittigten Fett-
sauren, beeinflussen CL die rAumliche Konfiguration der inneren Mitochondrienmemb-
ran maf3geblich (s. Abbildung 6).

5.3.1 Biosynthese und Remodeling von Cardiolipinen

CL-Molekule werden auch als Diphosphatidylglycerol bezeichnet denn, sie bestehen
aus einem Glycerolriickrat, an das zwei Phosphatidylreste gebunden sind. An diese
sind jeweils zwei Acylketten gebunden. Im Gegensatz zu anderen PL, die vorwiegend
im ER synthetisiert und von dort ins Mitochondrium transportiert werden, erfolgt die
finale Konfiguration der CL Uberwiegend in der IMM (s. Abbildung 4).

Abbildung 4 Grundstruktur CL. Rot: Glycerolriickgrat, Blau Phosphatidyl, Griin Acylketten. Cardi-
olipine kénnen sich in ihrer Acylkettenkonfiguration voneinander unterscheiden. Sowohl
die Kettenlange als auch die Anzahl der Doppelbindungen sind variabel. Abbildung aus
Loffler Biochemie (28)

In der auf3eren Mitochondrienmembran und dem ER beginnt die Synthese. Dort wird

aus Glycerophosphat durch zwei enzymatische Reaktionen Phosphatidsaure herge-

stellt (29). Diese wird durch den Intermembranraum an die IMM transportiert. Nun er-
folgt die Umwandlung von Phosphatidsédure zu Cytidinphosphat-Diacylglycerol (CDP-

DAG) durch die CDP-Diacylglcerolsynthase (29). Die Phosphatidylglycerolphosphat-

Synthase verbindet CDP-DAG und Glycerol-3-Phosphat zu Phosphatidyl-glycerol-3-

Phopsphat (PGP) (29). Nun erfolgt eine Dephosphorylierung durch die PGP-

Phosphatase, wodurch Phospatidylglycerol (PG) entsteht. Durch die Kondensation

von CDP-DAG mit PG durch die CLS (29), entsteht unreifes CL (s. Abbildung 5).

Fur die Funktionalitdt des CL, ist das anschlieRende Remodeling des unreifen CL-
Molekuls durch das Enzym Tafazzin (Taz) essenziell (29). In einem Prozess aus

Deacetylierung und Reacetylierung werden die gesattigten Fettsduren ausgetauscht
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und durch ungesattigte Fettsauren ersetzt. Zudem werden die ungesattigten Fettsau-
ren so angeordnet, dass sie symmetrisch und mit méglichst geringen Wechselwirkun-
gen zueinander im Raum stehen (30). Am Ende des Modifikationsprozesses steht ein
CL-Molekdl, welches ein charakteristisches Muster an Fettsduren enthalt. Im Herzen
von Saugetieren sind Tetralinolen-Cardiolipine, also Cardiolipine mit vier Linol-Resten
und insgesamt acht Doppelbindungen, die vorherrschende Form (23). Dies variiert je-
doch von Gewebe zu Gewebe (23). Der Abbau von reifem Cardiolipinen erfolgt durch
schrittweise Deacetylierung tber Monolysocardiolipin und Dilyso-Cardiolipin, kataly-
siert durch Phospholipase A2 (29) Beeinflusst wird die Syntheserate von CL durch
PGSL1. Dieses Enzym spielt auch eine wichtige Rolle in der Regulation der Biosynthese
von Mitochondrien (31). AuRerdem scheint die ATP-Zitrat-Lyase die CL-Syntheserate
zu beeinflussen (32). Dieses Enzym wandelt hauptsachlich im Zytsol aus dem Kohlen-

hydratabbau stammendes Citrat in Acetyl-CoA um (32).

Die vorliegende Arbeit beschéftigt sich sowohl mit dem letzten Syntheseschritt von
Phosphatidylglycerol zu unreifem CL, durchgefihrt vom Enzym CLS, als auch mit dem
Remodeling-Enzym Taz. Die CLS transferiert eine Phosphatidylgruppe von Cytidin-
diphosphat auf ein Phosphatidylglcerol-Molekil. So entsteht unreifes Cardiolipin (23).
Die Umsetzung von Phosphatidylglycerol zu unreifem CL durch CLS ist hierbei so ef-
fizient, dass in der Mitochondrienmembran nur in geringen Mengen Phosphatidylgly-
cerole vorkommen (33). Wenngleich keine weitere Funktion von Taz neben dem Fett-
saureaustausch von PL und Lysophospholipiden bekannt ist (34), so gibt es dennoch
keine Evidenz daflrr, dass Taz substratspezifisch agiert. Studien deuten darauf hin,
dass neben Taz verschiedene Proteinkomplexe am CL-Remodeling beteiligt sind und
die Umgebung der IMM das spezifische CL-Remodeling triggert (23). Prohibitine sind
Proteine, die in der IMM grol3e Komplexe bilden und dort eine Rolle in der Homdostase
der PL spielen. Der Knockdown (KD) des Prohibitin-Gens in Fibroblasen von Mausen
fuhrt zu einer Verdnderung der CL-Zusammensetzung (35). MICOS (Mitochondrial
Contact Site and Cristae Organizing System) sind grof3e, aus verschiedenen Proteinen
bestehende Regionen in der inneren Mitochondrienmembran, die nahe den Verbin-
dungsstellen von IMM und &auf3erer Mitochondrienmembran vermehrt auftreten (36).
MICQOS tragen aul3erdem zur Formation der Cristae bei (37). Studien konnten zeigen,
dass die Stabilitat der MICOS Komplexe die Aktivitdt von Taz beeinflusst und somit
indirekt Einfluss auf die Komposition der CL hat (37,38).
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De-novo Synthese von Cardiolipin
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Abbildung 5 Syntheseschritte und Remodeling von Cardiolipin in der inneren Mitochondrien-
membran. PS — Phosphatidsaure; DAG — Diacylglycerol, PG-P — Phosphatidylglycero-
phosphat; PG — Phosphatidylglycerol; CDS —CDP DAG-Synthase, PGPS -PG-P-
Synthase, PGPP - PG-P-Phosphatase, CLS — Cardiolipinsynthase, TAZ — Tafazzin. Ab-
bildung adaptiert von Chicco und Sparagna (29)

5.3.2 Funktionen von CL

Damit das Mitochondrium seiner Hauptaufgabe — der Energiegewinnung durch oxida-
tive Phosphorylierung (OXPHOS) - nachkommen kann, ist eine konstante Zufuhr an
Substraten aus dem Zytosol notwendig. Weitere Stoffwechselvorgange im Mitochond-
rium, wie der Citratzyklus, die Oxidation von Fettsauren, die Synthese und der Abbau
von Aminosauren, die Ham-Synthese und die Herstellung von Eisen-Schwefelverbin-
dungen sind ebenfalls nur mdglich, wenn die Substrate hierflr aus dem Zytosol durch
Carrier-Proteine in das Mitochondrium gelangen. Studien legen nahe, dass CL we-

sentlich zur Funktion dieser Carrier beitragen (39,40).

Auf Ebene der Atmungskette interagieren CL mit den einzelnen Komplexen dieser.
Hierbei weisen die Komplexe I, 1ll und IV eine unterschiedliche Anzahl an spezifischen
CL-Bindungsstellen auf (41,42). Die Bindung der CL ist hierbei essenziell fur die Funk-

tionalitat und Stabilitat der einzelnen Komplexe (43).

Weiterhin sind CL an der Bildung von Superkomplexen, den Respirasomen beteiligt.
Hier gewéhrleisten CL Stabilitdt und Funktionalitat (44,45). Die Respirasomen befin-
den sich in der IMM und bilden ein Zusammenschluss aus Komplexen der Atmungs-
kette in variierender Anzahl (46,47). Durch die rAumliche Nahe wird ein effektiver Elekt-

ronentransport moglich und die Entstehung von Sauerstoffradikalen (ROS) verringert.

Durch den Transfer von Elektronen in der Atmungskette sind Mitochondrien Orte, an
denen konstant reaktive Sauerstoffspezies (ROS) entstehen (48). CL fungieren einer-
seits aufgrund ihrer raumlichen Nahe zum Entstehungsort der ROS, als auch aufgrund
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ihrer ungesattigten Fettsauren als ROS-Féanger. Die Oxidation von CL beeinflusst wie-
derum zahlreiche Proteine in der Zelle, nicht zuletzt die Komplexe I, Il und IV der
Atmungskette (49,50). Liegen oxidierte CL in zu grof3er Menge vor, werden diese in
die aullere Mitochondrienmembran transferiert. Dort werden sie zur Bindungsplattform
fur Caspasen, die an der Induktion des programmierten Zelltods beteiligt sind (51,52).
Zudem fiihrt die Oxidation von CL zur Offnung von mitochondrialen Permeabilitats-
Transitions-Poren. Dies ermoglicht die Freisetzung von Cytochrom ¢ aus dem Mito-
chondrium ins Zytosol und damit einhergehend die Induktion von Apoptose (53). Aus
der Untersuchung isolierter Mitochondrien ist bekannt, dass nahezu alle CL in der Mi-
tochondrienmembran mit Protein(-komplexen) in Verbindung stehen (54,55) und diese

so vor verfrihtem Abbau geschitzt sind (55)

Nicht zuletzt sind CL entscheidend in die mitochondriale Dynamik involviert. Sie inter-
agieren mit einer Reihe an Proteinen, die die Teilung oder Vernetzung der Mitochond-
rien bewirken. Die CL-Konfiguration mit der Lange der Acylreste und deren Sattigungs-
grad hat direkte Auswirkung auf das Sprossungs- und Teilungsverhalten der
Mitochondrien (56,57).

) Stabilisierung Atmungskettenkomplexe
ROS-Fanger Formation von Superkomplexen

Apoptose \ /

Interaktion mit . .
Cytochrom C Cristaemorphologie

— Cardiolipin  ——  und-stabilitat

Mitochondriale / \\
Mitochondriale

Permeabilitat
Mitochondriale Biogenese Dynamik
Metabolitaustausch Sprossung und Teilung
Proteinimport
Integritét von Transportproteinen

Abbildung 6 Funktionen von CL. Cardiolipine sind auf vielgestaltige Weise in die Funktion und Dy-
namik des Mitochondriums involviert. Abkirzungen: ROS — reaktive Sauerstoffspezies,
Adaptiert von Paradies et al.(39)
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5.3.3 Cardiolipine als Ursache fur Erkrankungen

Aufgrund ihrer zahlreichen regulatorischen Funktionen im Mitochondrium sind Abwei-
chungen im CL-Metabolismus eng verkntipft mit mitochondrialer Dysfunktion. Der Ver-
anderung des CL-Metabolismus kann beispielsweise eine verringerte Biosynthese zu-
grunde liegen, die auf mangelnde Aktivitat der an der Synthese beteiligten Enzyme
zurtckzufiuhren ist. Dies fuhrt zu einer verringerten Gesamtmenge an CL. Auch St6-
rungen des Remodeling, was eine veranderte Komposition der Acylketten in den reifen
CL zur Folge hat, kann zu zu mitochondrialer Fehlfunktion fihren (58). Ein erhdhtes
Aufkommen von reaktiven Sauerstoffspezies fuhrt zur Peroxidation der CL und damit

vermehrt zu Apoptose (39).

Mit dem Barth Syndrom wurde 1983 (58) erstmals eine Krankheit beschrieben, bei der
ein genetisch bedingtes Defizit an reifen CL ursachlich fiir eine Reihe von Stérungen
ist. Die Mutation im Taz-Gen, welches sich auf dem X-Chromosom befindet, fuhrt zu
einem verringertem Remodeling von CL. So ist im Verhaltnis viel Monolysocardiolipin
vorhanden, wobei die Konzentration an reifem CL gering bleibt. Durch die X-chromo-
somale Erkrankung leiden die Betroffenen unter Wachstums- und Gedeihstérungen,
dilatativer Kardiomyopathie, Schwache der Skelettmuskulatur und eine gestérte Im-
munantwort als Folge eines Mangels an neutrophilen Granulozyten (58). Es wird an-
genommen, dass ein Grof3teil der Embryonen, die eine Tafazzin-Mutation aufweisen,

nicht lebensfahig sind und bereits intrauterin versterben (59)

Auch der Myokardinfarkt als akutes Ereignis, fuhrt unmittelbar zu lokalen Veranderun-
gen im CL -Haushalt. Studien an Ratten konnten zeigen, dass sowohl die Ischamie-
phase als auch die Reperfusion zu einem Verlust von CL fuhren (13). Entscheidend
ist hierbei die lokale Anhaufung von ROS und der dadurch entstehende, sich selbst
verstarkende Kreislauf (s. Abbildung 7) aus Oxidation der CL und Destabilisierung der
Atmungskettenkomplexe der zu weiterem ROS-Anfall und Schlie3lich zur irreversiblen

Schéadigung von Kardiomyozyten fihrt (13).
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Abbildung 7  Circulus Vitiosus: Die Entstehung von ROS fihrt zu Schadigung von Cardiolipinen,
was sich wiederum auf die Funktionalitéat der Atmungskette auswirkt. Sind die Komplexe
der Atmungskette nicht ausreichend stabilisiert kommt es wiederum zum erhdéhten An-
fall von ROS (13).

Erkrankungen wie das Barth Syndrom, aber auch Volkskrankheiten wie die HI haben

gemein, dass sie bislang nicht kurativ behandelt werden kénnen. So verschieden die

Genese beider Erkrankungen auch ist, so sind in beiden Féallen Veranderungen im CL-

Haushalt, in der Entstehung der Krankheit und deren Progress involviert. Bislang gibt

es keine regulér zugelassenen Therapeutika, die CL direkt adressieren. Mit der stei-

genden Zahl an Patienten, die an HI erkranken und dem Wissen, dass CL in die Ge-
nese von weit mehr als nur kardialen Erkrankungen involviert sind, ergibt sich der Be-
darf weiterer Grundlagenforschung in diesem Bereich. Drosophila melanogaster hat
sich in den vergangenen Jahrzehnten in Ergdnzung zu Modellen mit Vertebraten als
exzellentes Modell in der Grundlagenforschung, auch insbesondere als Modell fr kar-
diovaskulare Erkrankungen bewiesen. Uberdies ist der Prozess der CL-Synthese und
des CL-Remodeling in der Fruchfliege zum Menschen konserviert (60). Daher eignet
sich Drosophila hervorragend, um die Auswirkungen eines CL-Defizites auf das Herz

ZUu untersuchen.

5.4 Der Modellorganismus Drosophila melanogaster

Im Umgang zeichnen sich Fruchtfliegen fur Forschende unter anderem durch eine ein-
fache Haltung und eine kurze Generationendauer aus. Funktionell gibt es im Aufbau
des Herzkreislauf-Systems und des Gastrointestinaltraktes groRe Ahnlichkeit zum

Menschen. Auch die Innervation der Fliege erfolgt, wie beim Menschen, ausgehend
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von einem Zentralnervensystem (s. Abbildung 8). Trotz ihres lediglich aus vier Chro-
mosomenpaaren bestehenden Chromosomensatzes, weist Drosophila groe Ahnlich-
keit zum Menschen auf: 60% der humanen Gene verfugen tber ein Ortholog in Dro-
sophila, ebenso wie 75% der Krankheiten verursachenden Gene (61).

In den vergangenen einhundert Jahren hat Drosophila melanogaster als Forschungs-
organismus grol3e Bedeutung erlangt. Anfanglich diente Drosophila zur Untersuchung
von Vererbung. Heute ist die Fruchtfliege ein vielfaltig eingesetztes Modell, unter an-
derem in der Erforschung neuer Signalwege und der Embryogenese. Auch als Krank-
heitsmodell und in der Erforschung von Alterungsprozesses ist Drosophila von grol3er
Bedeutung (62). Die Vorteile im Umgang mit Drosophila fihrten dazu, dass es eine
Vielzahl spezifischer, fur die Fruchtfliegen entwickelte Forschungsmethoden gibt, wes-
halb Drosophila heute zu den besterforschten Organismen z&hlt. Bereits sechs Nobel-
preise fur Medizin sind aus der Arbeit mit Fruchtfliegen hervorgegangen (63). Zahlrei-
che in Drosophila entdeckte Mechanismen lassen sich im Menschen wiederfinden.
Durch die Grundlagenforschung an Organismen wie Drosophila wird ein besseres Ver-
stéandnis von komplexen Systemen, wie dem menschlichen Organismus erst mdglich.
Es gibt daher heutzutage kaum einen Forschungsbereich, in dem Drosophila keine

Verwendung findet.

Aufbau und
Organisation Korper

Gastrointestinaltrakt

Gastrointestinaltrakt

T

Aufbau und
Organisation Korper

B, Herzkreislaufsystem
Ausscheidungsorgane
Skelettmuskel

Nervensystem oo

Herzkreislaufsystem A. Prokop
Nervensystem Ausscheidungsorgane
Skelettmuskeln

Abbildung 8 Parallelen zwischen Drosophila und dem menschlichen Kérper. Wenngleich der
Mensch und die Fruchtfliege auf den ersten Blick nichts gemein haben, so ergeben sich
auf genetischer Ebene, aber auch im Aufbau der Organsysteme, erstaunliche Ahnlich-
keiten. 60 % der humanen Gene haben ein Aquivalent in der Fruchtfliege. Beide Orga-
nismen verfligen Uber ein Zentralnervensystem. Im Aufbau von Gastrointestinaltrakt,
Nervensystem, des Herzkreislaufsystems, der Skelettmuskeln und der Ausscheidungs-
organe finden sich zahlreiche Parallelen. Zeichnung: A. Prokop, Abbildung adaptiert
von Manchester Fly Facility 2015 (64)
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5.5 Drosophila Herz und Zirkulationssystem

Das Herz von Drosophila besteht aus 84 Kardiomyozyten (65). Wie auch im Menschen
sind die Kardiomyozyten als funktionelles Synzytium Uber Zell-Zell-Verbindungen mit-
einander in engem Kontakt (66). Fur die Kontraktion und Relaxation des Fliegenher-
zens sind wie auch beim Menschen die Myofilamente Aktin, Myosin und Tropomyosin

von zentraler Bedeutung (66).

Optisch ahnelt das Fliegenherz eher einem Schlauch als dem Herzen eines Vertebra-
ten. Jedoch gibt es, sowohl in der embryonalen Entwicklung des Zirkulationssystems,
als auch bei den Genen, die zur Spezifikation und Differenzierung des Herzens beitra-
gen, zahlreiche Parallelen und konservierte Prozesse zum menschlichen Herzen
(67,68).

Der Herzschlauch wird von einem Fettkérper im dorsalen Abdomen umgeben (69).
Nach kranial geht er in die thorakale Aorta tiber (Abbildung 9). Am Ubergang von Ab-
domen zu Thorax befindet sich mit der konischen Kammer der Teil des Herzschlauchs
mit dem gro3ten Durchmesser. Von den insgesamt 84 Kardiomyozyten des Droso-
phila-Herzens sind 58 kontraktile Kardiomyozyten (Abbildung 9). Je zwei sich gegen-
Uberliegende, halomondférmige Kardiomyozyten formen das Lumen (69). Die charak-
teristische Form der Kardiomyozyten ist auf die zirkular angeordneten Myofilamente
(66) in ihrem Inneren zurtckzufuhren. Durch funf Paar einander gegenuberliegender
Ostienzellen, die wie Ventile funktionieren, gelangt die Hamolymphe in den Herz-
schlauch, von wo aus sie weiter in die Aorta transportiert wird (66). Drei Paare einander
gegenuberliegende rundlichen Kardiomyozyten ragen in das Lumen des Herzschlau-
ches und fungieren so als Klappen. Durch sie kann der Fluss der Hamolymphe gerich-
tet erfolgen. Anhand der Klappen kann der Herzschlauch zudem in vier Segmente un-
terteilt werden (70,71).

Eine extrazellulare Matrix umgibt das Herz netzartig (69) und dient seiner Integration
in die Umgebung, sowie der Kommunikation und dem N&hrstoffaustausch mit umlie-
genden Zellen. Sie besteht aus dem kollagen&hnlichen Perikardin, Kollagen IV und
Laminin B1 (72). In direkter Nahe des Herzens finden sich die Perikardialzellen. Auch
sie sind durch die Extrazellularmatrix mit dem Herzen in Verbindung. Perikardialzellen
dienen der Filtration von Giftstoffen aus der Hamolymphe (73) vor Eintritt in den Herz-
schlauch. Fur die Funktion und Lage des Fliegenherzens sind zwei Muskeln fir Dro-

sophila essenziell: Die Alarmuskeln verbinden das Herz lUber Fasern extrazellularer
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Matrix (69) mit der Kutikel der Fliege. Dadurch wird der Herzschlauch aufgespannt und
in Position gehalten. Dies ermdglicht insgesamt eine flexible und elastische Verbin-
dung zwischen dem sich bewegenden Herzschlauch und seiner muskularen Aufhan-
gung (66). Dem Herzschlauch liegt ventral der ventrale longitudinale Muskel (69) auf.
Bislang ist lediglich bekannt, dass der ventrale longitudinale Muskel den Herzschlauch

stitzt. Weitere Funktionen sind Gegenstand aktueller Forschung (69).

Die Innervation des Fliegenherzens und der Alarmuskeln erfolgt segmental von den
thorakalen Ganglien ausgehend (74). Weiterhin gibt es zwei Schrittmacherzentren, die
die Herzaktion beeinflussen kénnen. Eines befindet sich kranial, nahe der konischen
Kammer und eines am kaudalen Ende des Herzschlauches (74). Die Aktionspotentiale
im Fliegenherz werden durch Kalzium, statt durch Natrium wie beim Menschen, gene-
riert (75). Die Kalium-Kanéle, die der Repolarisation dienen, sind vergleichbar mit de-
nen im Menschen(76,77). Die fur die kardiale Kalziumhomoostase essenzielle Sarko-
endoplasmatische-Retikulum-Kalzium-ATPase (SERKA) zeigt signifikante Ahnlichkeit
zur SERKA des Menschen (78).

Der Transport der Hamolymphe erfolgt iberwiegend von posterior (79), durch den kon-
traktilen Herzschlauch nach anterior in die nicht kontraktile Aorta. In der Relaxations-
phase 6ffnen die Ostien und die Hamolymphe stromt in den Herzschlauch (80). Im
Verlauf der Kontraktion schlie3en die Ostienzellen passiv, einem Ventil &hnelnd. Die
Hamolymphe wird durch die Klappenzellen gerichtet kopfwarts transportiert. Nachdem
sie durch die Aorta gepumpt wird, fliel3t sie frei durch die Kérperhodhle der Fliege und
versorgt so die Organe der Fliege. Eine Reihe von Strukturen unterstitzen die Versor-
gung des Korpers mittels Hamolymphe: Dazu gehéren die Muskeln der Kérperwand,
sowie die Flugel-, Bein- und Antennenmuskulatur. Sie gewéhrleisten durch ihre pulsa-
tile Aktivitat fur lange Organstrukturen wie Fligel und Extremitaten die ausreichende
Versorgung mit Hamolymphe (81). Ein wesentlicher Unterschied in der Rolle des Her-
zens von Drosophila, verglichen zum Menschen ist, dass der Sauerstofftransport herz-
unabhéngig Uber die malphigischen Schlauche. Sie durchziehen den Fliegenkdrper

als feines Netzwerk und versorgen den Organismus Uber Diffusion mit Sauerstoff (82).

Drosophila verfugt tber ein offenes Zirkulationssystem (69). Deshalb verlaufen Trans-
portprozesse langsamer und der Druck im gesamten System ist geringer als in Orga-
nismen mit geschlossenem System (69). Dies fuhrt dazu, dass sowohl die Stoffwech-

selvorgange, Nahrstoffversorgung, die Elimination von Giftstoffen, aber auch der
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Energieaufwand des gesamten Systems geringer sind, als bei Spezies mit geschlos-

senen Zirkulationssystemen, beispielsweise Saugetiere (69).

= Epidermis Ventraler longitudinaler
= Muskel
5]
2]
[
)
=
e}
Thorax: Abdomen: Perikardialzellen Kardiomyozyt Alarmuskeln
Aorta Herzschlauch
=
=
1=
[3]
(7]
7]
o)
=
Hu]
=
Klappenzellen Ostienzellen

Abbildung 9 Drosophila Herz und umgebende Strukturen. (A) Lage des Fliegenherzens im Kor-
per von Drosophila mit Unterteilung in Aorta und kontraktilen Herzschlauch. (B) Insge-
samt besteht das Fliegenherz aus 84 Zellen. Hiervon sind 58 kontraktile Kardiomyozy-
ten. Hinzu kommen funf Paar sich gegeniiberliegende Ostienzellen (rot). Durch sechs
Klappenzellen (dunkelgrau), wovon sich je zwei gegeniberliegen, kann der Fluss der
Hamolymphe gerichtet erfolgen (66). Zeichnung Fliegenkérper und -herz Sci vis to.

5.5.1 Methoden der Herzfunktionsanalyse in Drosophila
In den vergangenen Jahren haben sich zahlreiche Forschende mit der Rolle und Mess-
barkeit der Herzaktion von Fruchtfliegen beschéftigt. Aus diesen Arbeiten sind ver-

schiedene Methoden hervorgegangen, um diese aufzuzeichnen.

Einerseits etablierten mehrere Gruppen elektrophysiologische Techniken, um intrazel-
lulare Potentiale von Larvenherzen abzuleiten (83). Auch extrazellular ist die Ableitung
von Potentialen (76,84) aus des Fliegenherzens madglich. Mittels Atomkraftmikroskop
wurde die mechanische Arbeit der Herzmuskeln erfasst. So konnten Kaushik und Kol-
legen zeigen, dass die Kardiomyozyten von Drosophila — wie auch beim Menschen -

mit zunehmendem Alter steifer werden (85).

Andererseits wurden verschiedene Methoden entwickelt, um den Herzschlag makro-
skopisch sichtbar zu machen. Ocorr und Kollegen entwickelten die semiautomatische
Herzfunktionsanalyse, kurz SOHA (86). Bei dieser Methode wird nach Er6ffnung des
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Abdomens und Freipréaparation des Herzschlauches mittels Hochgeschwindigkeitsvi-
deomikroskopie die Herzaktionen aufgezeichnet. Der Untersucher markiert in den Vi-
deoaufnahmen die Herzwande in Systole und Diastole. Die Auswertung erfolgt dann
mit einer frei verfigbaren Software. Die durch SOHA erzeugten Videosequenzen sind
von hoher Auflésung und ermdéglichen dadurch eine sehr genaue Herzfunktionsana-

lyse.

Eine weitere Methode, die von Wolf und Kollegen entwickelt wurde, nutzt optische Ko-
harenztomographie (OCT) um das Fliegenherz nichtinvasiv zu untersuchen (62). Das
Prinzip des Verfahrens ist vergleichbar mit der Sonografie. Anstelle von Ultraschall-
wellen wird jedoch Infrarotlicht verwendet. Das Herz wird hier sowohl in Langs- als
auch Querrichtung erfasst. Die Stérke dieses Verfahrens liegt darin, dass das Herz am
wachen, intakten Organismus untersucht wird, allerdings bei geringerer Bildqualitat.

Die jungste Methode zur Herzfunktionsanalyse wurde von Klassen und Kollegen 2018
publiziert (87). Sie basiert darauf, dass die zu untersuchenden Fliegen ein grines Flu-
oreszenzprotein (GFP) in ihren Kardiomyozyten und Muskelzellen exprimieren, wel-
ches durch Licht angeregt und unter dem Mikroskop sichtbar gemacht werden kann.
Die Bewegungen des fluoreszierenden Herzens werden mittels Hochgeschwindig-
keitsvideomikroskopie aufgezeichnet. Die Besonderheit dieser Methodik liegt in der
vollautomatischen Auswertung der erfassten Daten und der nichtinvasiven Art der Un-
tersuchung. Diese, auch in der vorliegenden Arbeit verwendete Methode, zeichnet sich
zudem durch ihre hohe Bildqualitat aus. Eine genaue Beschreibung der Methode findet

sich in Kapitel 7.3.

5.6 Zielsetzung der Arbeit

Fur die letzten beiden Schritte der Konfiguration von reifem CL wird einerseits die
Grundstruktur durch die CLS zusammengesetzt und anschlieRend durch Deacetylie-
rung und Reacetylierung — durchgefthrt durch das Enzym Taz- fur die effizienteste
Zusammensetzung der Fettsauren gesorgt. Zielsetzung der vorliegenden Arbeit war
es, ein Drosophila-Modell zur Analyse von CL-Defekten und deren Auswirkungen auf
die kardiale Funktion der Fruchtfliege zu generieren. Neben Taz, als bereits bekannter
Ursache fir ein genetisch bedingtes CL-Defizit, sollte zudem die Auswirkung eines
CLS-Defizites auf die kardiale Funktion von Drosophila untersucht werden. Im Detail

sollten im Rahmen dieser Arbeit folgende Fragen adressiert werden:
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A. Welche Auswirkungen hat eine Reduktion von Tafazzin durch genetische Ma-

nipulation auf die kardiale Funktion von Drosophila?

Hierflr wird einerseits ein herzspezifischer Taz-KD generiert und hinsichtlich der Herz-
funktion analysiert. Zum anderen erfolgt die Herzfunktionsanalyse einer Taz-Mutante.

B. Welche Auswirkung hat eine Reduktion von CLS durch genetische Manipula-

tion auf die kardiale Funktion von Drosophila?

Auch hier wird einerseits ein herzspezifischer CLS-KD hinsichtlich seiner Herzfunktion

untersucht und andererseits eine CLS-Mutante.

C. Welche weiterfihrenden Charakteristiken weisen CLS-Defizitare Drosophila
auf? Welche Rolle hat CLS insgesamt im CL-Metabolismus?

Da im Vergleich zu Taz wesentlich weniger Uber die Rolle von CLS fur Mitochondrien
und Kardiomyozyten bekannt ist, sollte im Rahmen dieser Arbeit eine weitere Charak-
terisierung CLS-defizitarer Fliegen stattfinden. Hierbei lag der Fokus auf funktionellen
Versuchen, wie der Untersuchung der mitochondrialen Funktion. Weiterhin sollen
CLS-defizitare Fliegen hinsichtlich ihres Langzeitiiberlebens und ihrer Herzfunktion im

Alter untersucht werden.
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Herzfunktion? Mitochondrienfunktion?

B. Experimenteller Aufbau

| | A

Genotypen

CLS- HS- Taz- HS Taz-
Mutante CLS-KD Mutante KD

Methode

Herzfunktionsanalyse
Mitochondrienfunktion
Langzeittuberleben

Abbildung 10 Experimenteller Aufbau Zielsetzung der vorliegenden Arbeit war es, den Einfluss von
CL auf die Herzfunktion der Fruchtfliege zu untersuchen. Hierfiir wurden mit CLS und
TAZ die beiden zentralen Schritte in der CL-Synthese durch eine Mutation oder einen
KD in Drosophila manipuliert. AnschlieRend erfolgte die Herzfunktionsanalyse dieser
Fliegen. Weitergehende Untersuchungen wie Langzeitliberleben, massenspektrometri-
sche Bestimmung der CL-Spezies, sowie Untersuchungen der mitochondrialen Funk-
tion und Messung der Lipidperoxidation wurde an CLS-Mutanten durchgefiihrt. Abk: CL
— Cardiolipinsynthase; CLS — Cardiolipinsynthase; HS — herzspezifisch; Taz - Tafazzin.
Zeichnung Fliege und Fliegenherz Sci vis to.
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6 Material

6.1 Allgemeine und Drosophila spezifische Laborgerate

6.1.1 Drosophilaaufzucht und -experimente

Arbeitsmaterial

Hersteller

Cannas Spring Schere gebogen, 3mm Schneide

Fine Science Tools (Heidelberg, Deutschland)

Cannas Spring Schere gerade, 3mm Schneide

Fine Science Tools (Heidelberg, Deutschland)

Drosophila Arbeitsplatz (CO»-Station, Fliegen-
pad, Steuerungspedal)

GT-Labortechnik (Arnstein, Deutschland)

Drosophila Réhrchen

VWR (Darmstadt, Deutschland)

Extra Fine Graefe Forceps

Fine Science Tools (Heidelberg, Deutschland)

Fleischmanns Active Dry Yeast

Fleischmann’s ACH Food Companies Inc. (Oak-
brook Terrance, USA)

Fly Nap Carolina Biological Supply Company (Burlington,
USA)
Formula 4-24 Carolina Biological Supply Company (Burlington,

USA)

Micropipetten, intraMARK, Blaubrand 100ul

VWR (Darmstadt, Deutschland)

Micropipetten, intraMARK, Blaubrand 5pl

VWR (Darmstadt, Deutschland)

neoTape Beschriftungsklebeband

neoLab Migge GmbH (Heidelberg, Deutschland)

Parafilm M Barrier Film

SPI supplies (Glasgow, Grof3britannien)

Pinzette Dumont #2

Fine Science Tools (Heidelberg, Deutschland)

Pinzette Dumont #5

Fine Science Tools (Heidelberg, Deutschland)

Vaseline Fagron GmbH & Co. KG (Barsbilittel, Deutsch-
land)
Wattestopfen VWR (Darmstadt, Deutschland)

Deckglaser Starke 1, 24x60mm

Carl Roth (Karlsruhe, Deutschland)

Eppendorfgefal3e 0,2-5ml

Eppendorf (Hamburg, Deutschland)

Sterile Petrischlalen
Morserkeulen

Pipettenspitzen

VWR (Darmstadt, Deutschland)
Kimble, (Meiningen, Deutschland)

Eppendorf (Hamburg, Deutschland)

Seahorse XFe96 Flux Pack mini

Agilent Technologies (Hamburg, Deutschland)

6.1.2 Laborgerate

Gerat

Hersteller

-80 °C Gefrierschrank

Acc-Jet Pipettierhelfer

Agilent Seahorse XFe96 Analyzer

CSH-C18 Saule (2.1 mm x 75 mm x 1.7 ym)

Electrolux (Stockholm, Schweden)
BrandTech Scentific (Essex, USA)
Agilent, (Hamburg, Deutschland)

Waters Corporation (Milford, USA)

Elektrischer StoRel (Pellet Pestle)

Kimble (Meiningen, Deutschland)

Feinwaage, Analytical Balance

Sartorius (G6ttingen, Deutschland)
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Gerat

Hersteller

Fluorescence Microscope Biorevo BZ-9000
Inkubator HettCube 400R

Keyence (Osaka, Japan)

Hettich GmbH &Co. KG (Tuttlingen, Deutsch-
land)

LED Lichtquelle KL 2500

Schott AG (Mainz, Deutschland)

Leica DM6B

Leica (Wetzlar, Deutschland)

Leica M125 C

Leica (Wetzlar, Deutschland)

Micropipetten Puller P-97

Sutter Instruments (Novato, USA)

Motic SMZ-171 BP

Motic (Hong Kong, China)

MP38 UV-Lampe

Breuer (Ulm, Deutschland)

Multikanalpipette (8x 1-10ul)

Thermo Fisher Scientific Inc. (Waltham, USA)

Objekiv W N_Achroplan 20x

Leica (Wetzlar, Deutschland)

Orca-Flash 4.0 V2 Kamera

Hamamatsu (Herrsching, Deutschland)

pH-Meter 211

Hanna Instruments (Woonsocket, USA)

Thermomixer comfort

Eppendorf (Hamburg, Deutschland)

Triple TOF 6600 Massenspektrometer

Sciex LLC (Framingham, USA)

UHPLC System (Hochleistungsflissigkeitschro-
matograph)

Agilent Technologies (Hamburg, Deutschland)

Vakuumzentrifuge

Christ (Osterode, Deutschland)

Vortex Genie2

Scientiic Industries (Bohemia, USA)

6.2 Chemikalien und Kits

Chemikalie, Kit

Hersteller

Acetonitril

Merck (Darmstadt, Deutschland)

AlbuMAX™ |

Thermo Fischer Scientific (Essex, USA)

Ammoniumformiat

Thermo Fischer Scientific (Essex, USA)

Antimycin

Sigma Aldrich GmbH (Steinheim, Deutschland)

CaClz -2H20

Carbonyl Cyanide 4-Phenylhydrazone (FCCP)
Descosept

DMEM 5030

ESI(+) Tune Mix

Merck (Darmstadt, Deutschland)

Sigma Aldrich (Steinheim, Deutschland)

Dr. Schumacher (Malsfeld, Deutschland)
Sigma Aldrich GmbH (Steinheim, Deutschland)

Sigma Alderich GmbH (Steinheim, Deutsch-
land)

Ethanol 96%

Merck (Darmstadt, Deutschland)

Flussigstickstoff

Linde GmbH (Pullach, Deutschland)

FlyNap® Carolina Biological
Glucose Carl Roth GmbH (Karlsruhe, Deutschland)
HEPES Carl Roth GmbH (Karlsruhe, Deutschland)

Isopropanolol

Thermo Fischer Scientific (Essex, USA)

KCl

Merck (Darmstadt, Deutschland)
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Chemikalie, Kit

Hersteller

L-Glutamin
Methanol (75%)

Sigma Aldrich GmbH (Stinheim, Deutschland)
Merck (Darmstadt, Deutschland)

Methanséaure Thermo Fischer Scientific (Essex, USA)
Methyl-Tert-Buthyl-Ether Thermo Fischer Scientific (Essex, USA)
MgClz -6H20 Carl Roth GmbH (Karlsruhe, Deutschland)
NaCl Merck (Darmstadt, Deutschland)
NaH2PO4-H20 Merck (Darmstadt, Deutschland)

NaHCO3 Merck (Darmstadt, Deutschland)

Norland Optical Adhesive 61

Norland Products INC. (Cranbury, NJ 08512,
USA)

Oligomycin Sigma Alderich GmbH (Steinheim, Deutsch-
land)

Rotenon Sigma Alderich GmbH (Steinheim, Deutsch-
land)

Sucrose Invitrogen (Darmstadt, Deutschland)

TBARS Assay Kit

Cayman Chemical, Company (Ann Arbor, USA)

Trehalosedihydrat

Sigma Alderich (Steinheim, Deutschland)

Trockeneis

Linde GmbH (Pullach, Deutschland)

Ultra pure water, sterile

Biochrom AG (Berlin, Deutschland)

XF Calibrant

Agilent Technologies (Hamburg, Deutschland)

6.3 Drosophila Genotypen

Genotyp

Herkunft und Kennung

CLS RNAI (GD, Chr.1)

VDRC; ID #6742

CLS RNAI (KK, Chr 2)

Vienna Drosophila Resource Center, Wien ID
#108392

Hand4.2-Gal4/(CyO); tdTomatoe attP2

Zur Verfigung gestellt von AG Bodmer, San-
ford-Burnham Prebys Medical Discovery Insti-
tute, La Jolla, USA

KG02529

Zur Verfugung gestellt von AG Schlame, Depart-
ment of Cell Biology NYU Grossmann Medical
School, New York, USA

tdTomatoe attP2

UAS Taz RNAI Il (GD)

UAS-Taz RNAI Il (KK)

w 1118

w1118 KKcontrol

Zur Verfugung gestellt von AG Bodmer, San-
ford-Burnham Prebys Medical Discovery Insti-
tute, La Jolla, USA

Vienna Drosophila Resource Center, Wien 1D
#4658

Vienna Drosophila Resource Center, Wien, ID
#103785

Bloomington Drosophila Stock Center, Indiana
USA, ID #5905

Vienna Drosophila Resource Center, Wien, ID
#60101



https://www.sbpdiscovery.org/team/rolf-bodmer-phd
https://www.sbpdiscovery.org/team/rolf-bodmer-phd
https://www.sbpdiscovery.org/team/rolf-bodmer-phd
https://www.sbpdiscovery.org/team/rolf-bodmer-phd
https://www.sbpdiscovery.org/team/rolf-bodmer-phd
https://www.sbpdiscovery.org/team/rolf-bodmer-phd
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Genotyp

Herkunft und Kennung

WlllBGDcomroI

Vienna Drosophila Resource Center, Wien; ID
#60000

w; (ATAZ/(CyO; GFP)

Zur Verfugung gestellt von AG Schlame, Depart-
ment of Cell Biology NYU Grossmann Medical
School, New York, USA

w1118:PBac{w[+mC]=PB}CLS[c01874]/TM6B, Th]

Bloomington Drosophila Stock Center, Indiana
USA ID#10741

6.4 Software

Software

Anwendungsbereich

Graphpad Prism 5

Graphische Darstellung, Statistische Analyse

HC Image

Datenerhebung (Herzfunktionsanalyse)

Image J

Bildverarbeitung der Videomikroskopie

MS Office (Word, Power Point, Excel)

Datenanalyse und -aufbereitung

Primer-BLAST

Primerdesign

PubMed Literaturrecherche

R Herzfunktionsanalyse

Wave Software zur Bearbeitung und Auswertung der
Seahorse-Analyse (Agilent, USA)

Zotero Zitation, Literaturverwaltung
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7 Methoden

Da die Forschung an Drosophila melanogaster nicht unter das deutsche Tierschutz-
gesetz fallt, unterliegen Versuche mit Drosophila diesem nicht. Daher entfallt das Stel-
len eines Tier- und Ethikantrags und dessen Genehmigung durch das Landesamt fur
Gesundheit und Soziales Berlin.

7.1 Haltung und Zucht von Drosophila

Die Haltung der fiir Experimente verwendeten D. melanogaster erfolgte bei 21°C
Raumtemperatur und einem 12 Stunden Licht- Dunkelheitszyklus. Die verschiedenen
Genotypen wurden in zylinderférmigen Hartplastikrohrchen gehalten, welche zugleich
das Futter fur die Tiere enthielten. Zweimal woéchentlich wurden die Zuchtfliegen in
neue Rohrchen versetzt und die Elterngeneration gegebenenfalls durch jingere Nach-
kommen ersetzt. So waren stets mehrere Generationen eines Genotyps verfiugbar
(Abbildung 11).

Pro Fliegenrohrchen wurde als Futter ein Teeloffel Formula 4-24® mit 7,5ml, sowie
funf Korner Trockenhefe (Fleischmanns® Active Dry Yeast) verwendet. Alle benutzten
Rohrchen wurden fiir 24 Stunden bei -20 °C eingefroren und anschlie3end autoklaviert

und entsorgt.

Tabelle 2: Inhaltsstoffe Formula 4-24® Instant Drosophila Medium

Inhaltsstoffe [Anteil in %] Nahrungserganzungsmittel
Kohlenhydrate [88,62] Vitamin A
Eiweil3 [9,16] Vitamin B1, B2, B6
Methylparaben zur Konservierung [2,4] Vitamin C
Kalium [1,07] Niacin
Fett [0,68] Kalzium
Natrium [0,07] Eisen
Magnesium
Phosphor

Buthylhydroxyanisol [Antioxidans]
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Abbildung 11 Generationen Drosophila. (A) Futterrohrchen mit verschiedenen Entwicklungsstadien
von Drosophila. Die adulten Weibchen legen Eier auf das Futter ab, aus denen sich
Embryos und spéter die verschiedenen Larvenstadien (vgl. B) entwickeln. Wenn Weib-
chen und Méannchen nach drei Tagen in ein neues Futterréhrchen versetzt werden, ver-
bleiben Embryos (Réhrchen 1). Diese entwickeln sich zu Larven (Réhrchen 2). Nach
ihrer Verpuppung (Réhrchen 3) dauert es noch einige Tage bis die ersten Fliegen (F1-
Generation) schliipfen (R6hrchen 4) (B): Entwicklungsstadien von Drosophila und Ge-
nerationendauer: Nach der Fertilisation der Eier entwickelt sich aus dem Embryo inner-
halb eines Tages das erste der insgesamt drei larvalen Stadien. Nach funfeinhalb bis
sechs Tagen verpuppen sich die Larven. Innerhalb von dreieinhalb bis viereinhalb Ta-
gen schlipfen die Jungfliegen. (Abbildung Gbernommen von Farzana Khan Perveen
»introduction to Drosophila“ (88)).

7.2 Zucht von Drosophila

Fur die geplanten Experimente waren mehrere Kreuzungen notwendig. Zum einen
wurde mittels Einkreuzen eines Fluoreszenzkonstrukts (tdtK attp40) in das Genom der
Fliegen die Voraussetzung zur Herzfunktionsanalyse geschaffen. Zum anderen konnte
gleichzeitig der KD eines Zielgens erreicht werden. Fur die Kreuzungen wurden Jung-
frauen des einen Genotypes mit méannlichen Fliegen des anderen Genotyps verpaatrt.
Fur die Kreuzungen wurden weibliche Jungfrauen des einen Genotypes mit mannli-
chen Fliegen des anderen Genotyps verpaart. Fur die ldentifikation der Jungfrauen
wurden frisch geschlipfte Fliegen unter CO2-Narkose am Mikroskop nach Geschlecht
sortiert. Anschlie3end wurden unter den weiblichen Fliegen die Jungfrauen herausse-
lektiert. Erkennbar waren diese am Mekonium, welches sich als dunkler Fleck links-
seitig im Abdomen darstellte. Individuen, bei denen seit dem Zeitpunkt des Schlipfens
unter 30 Minuten vergangen sind, wiesen zudem eine deutlich hellere Farbung sowie
noch gefaltete Fligel auf (Abbildung 12).
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Je zehn Jungfrauen und flnf junge Mannchen wurden in einem Futterrdhrchen mitei-
nander verpaart. Nach circa zehn Tagen schllipfte die F1-Generation, welche bis zu
24 Stunden nach dem Schlupfen gesammelt wird. Fur alle ph&notypischen Messungen
wurden ausschlief3lich mannliche Fliegen verwendet. Wenn nicht anders beschrieben,
waren die verwendeten Fliegen zum Zeitpunkt des Experiments 21 Tage alt, was einer
adulten Fliege entspricht. Die im Folgenden dargestellten Kreuzungsschemata bilden
lediglich die Individuen der F1-Generation ab, welche fir die Experimente verwendet

wurden, nicht alle moéglichen Nachkommen.

Drosophila verfligt Uber vier Chromosomenpaare. Das erste Chromosomenpaar ent-
spricht den Geschlechtschromosomen (88). Fur Manipulationen am Genom werden
fast ausschliel3lich die Chromosomen eins bis drei verwendet, daher sind im Folgen-
den auch nur diese dargestellt. In den folgenden Abbildungen der Kreuzungsschemata

sind die einzelnen Chromosomenpaare jeweils durch ein Semikolon getrennt.

Alle in den Experimenten verwendete Fliegen enthielten den von Klassen et al.in Dro-
sophila eingebrachte transgene Tandem Dimer Tomatoe-Konstrukt an der attp 40-Bin-
dungsstelle im Genom, welches im Herzen exprimiert wird. Dies stellte die Grundlage
fur die in vivo Herzfunktionsanalyse dar, da dieser sowohl in Kardiomyozyten expri-
miert und durch Licht angeregt wird, wodurch Aufnahmen des fluoreszierenden Flie-

genherzen moglich sind (87).

Abbildung 12 Unterscheidung von Drosophila aufgrund optischer Merkmale. (A.) Mannliche Flie-
gen sind kleiner und von weiblichen Fliegen leicht aufgrund ihres Genitals zu unter-
scheiden. (B.) Weibliche Fliege mit spitz zulaufendem Abdomen. (C.) Links: Frisch ge-
schlipfte weibliche Fliege mit noch gefalteten Fliigeln. Rechtsseitig eine wenig &altere
weibliche Jungfrau, zu erkennen am dunklen Fleck ventral im linken Abdomen (Pfeil).
Fotografien tibernommen und modifiziert aus Atlas of Drosophila Morphology (89)
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7.2.1 Drosophila mit Mutation

Fur die Experimente wurden zwei verschiedene Mutanten verwendet. Zum einen eine
Drosophila melanogaster Spezies, die eine Insertion im Bereich Cardiolipinsynthase
(Bestandsnummer BL #10741) enthielt. Diese Mutante entstand im Rahmen einer Ar-
beit, bei der genomweit Insertionen in verschiedenen Genabschnitten vorgenommen
wurden (90). Da die Mutation homozygot letal ist, wurde die Mutante heterozygot und
Uber Balancer Chromosomen Uberlebensfahig gemacht. Das Bloomington Drosophila
Stockcenter in Indiana (USA) erhélt diese Spezies und stellt sie Wissenschaftlern zur

Verfligung.

Durch das Labor von Prof. Michael Schlame (Grossmann School of Medicine, NY USA)
stand uns eine dort generierte (60) Drosophila mit Mutation des Tafazzin-Gens fir Ex-
perimente zur Verfugung. Da homozygote mannliche Fliegen steril sind, war es auch
hier notwendig, die Spezies heterozygot mittels Balancer Chromosom zu erhalten.

7.2.2 Drosophila mit herzspezifischem Knockdown

Die Zuhilfenahme des UAS-Gal4 Systems (91) ermdglichte, RNAI in das Drosophila-
genom einzubringen (92) und so einen KD, also die Reduktion der RNA-Menge eines

spezifischen Proteins oder Zielgens zu erreichen.

Zur Erzeugung eines KD werden zwei verschiedene Spezies benétigt. Die Treiber-
Linie enthalt Gal4, ein Transkriptionsaktivator, der urspringlich aus Hefe (Saccharo-
myces cerevisiae) isoliert wurde. Dieser kann einerseits gewebsspezifisch exprimiert
werden, andererseits kann Gal4 auch substanz-, temperatur-oder lichtinudziert akti-
viert werden (93). Die Responder-Linie enthalt in ihrem Genom eine Upstream Acti-
vating Sequenz (UAS), und darauffolgend ein inaktives Transgen. Erst durch die Kreu-
zung einer Treiber- und einer Responder- Fliege wird durch Gal4 UAS aktiviert und

ermoglicht so eine Transkription und Translation des Transgens (Abbildung 13)

Im Rahmen der hier durchgefiihrten Experimente, wurde mit Hand*?-Gal4 (94) ein
Herz- und Skelettmuskelspezifischer Treiber verwendet. Als Responder-Linie dienten
verschiedene UAS-RNAI, deren Ziel-mRNA Taz oder CLS sind.
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Treiber-Linie Responder-Linie

Spez. Promotor GAL4 DNA

Spez. Promotor Transkription
® —

Fliege mit aktivem Transgen

Abbildung 13 Schematischer Ablauf eines KD mit dem UAS-Gal4-System. Eine Fliegenspezies
mit Gal4, welches an einen Promotor gekoppelt ist wird mit einer, das gewiinschte
Transgen enthaltenden Fliege gekreuzt. Im ungekreuzten Zustand ist das Transgen in-
aktiv, da das Genom der Elternfliege zwar eine Aktivierungsregion (UAS = upstream
activating sequence) enthalt, aber diese nicht aktiviert wird und somit keine Translation
des Transgens erfolgt. Kreuzt man beide Fliegen enthélt das Genom der F1-Generation
sowohl das Promotor gebundene Gal4, welches nun an die Aktivierungsregion bindet
und so die Transkription und Translation des Transgenes ermdglicht. Der Treiber kann
gewebespezifisch exprimiert werden, oder beispielsweise durch Licht induziert expri-
miert werden. Die Responder-Fliege tragt haufig eine RNAI, kann alternativ nach Akti-
vierung beispielsweise GFP exprimieren. Zeichnung Fruchfliege sci vis to

7.2.3 Kreuzungsschemata

Ziel der im Folgenden dargestellten Kreuzungsprozesse war es Fliegen zu generieren,
deren Genom, aufgrund von Mutationen oder durch RNAI, ein Defizit von CLS oder
Taz aufwies und gleichzeitig den transgenen Herzmarker tdtK trug. So konnten Taz

und CLS-defiziente Fliegen mittels in-vivo Herzfunktionsanalyse untersucht werden.

7.2.3.1 Cardiolipinsynthase Mutante

Um sicherzustellen, dass die F1-Generation im Kreuzungsrohrchen der CLS-Mutante
ausschlief3lich Fliegen enthielt, die die CLS-Mutation tragen wurden, die verpuppten
Spezies in diesem Stadium selektiert. Puppen, die das in diesem Stadium sichtbare
Merkmal Tabby (Tb), zu erkennen an einer kugelig rundlichen Form der Puppe trugen,

wurden aus dem Kreuzungsrohrchen entfernt.
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Abbildung 14

Kreuzungsschema CLS Mutante und Kontrolle. Es wurden ausschlieRlich die fir Ex-
perimente verwendeten Individuen der F1-Generation dargestellt. P — Elterngeneration;
F1 — erste Folgegeneration, CLS™'— Mutation des Cardiolipinsynthase-Gens, + - Wild-
typ, es liegt keine Veranderung des Chromosoms vor, tdtK attp2 — Fluoreszenzkon-
strukt, Tm6b — Balancer, sichtbar ist durch verminderte Anzahl Haare am Humerus, Tb
— Balancer, sichtbar durch kleinere, verdickte Larven und Puppen.

7.2.3.2 Tafazzin Mutante

Die F1-Gen

was sich in

eration der Tafazzin-Kreuzung wurde nach dem Merkmal CurlyO (CyO),

geschwungenen Fligeln zeigte, selektiert. Fir Experimente wurden aus-

schlie3lich Fliegen mit geraden Flugeln verwendet, da diese das verénderte Tafazzin-

Gen trugen.

Tafazzin Mutante [Taz/* ] Kontrollgruppe [Ctrl®¢¢ ]
a  +._ATaz  + +. +. tdtKattp2 p 2 +,KG02529, + N 3 +. +. tdtKattp2
+' cy0,GFP’ + X ¥ 7 taapz ' +'KG02529' + + +' tdtkattpz
+, ATaz, + +. KG02529, +

) F1 ;

+' + ' tdtKattp2

+ + ' tdtK attp2

Abbildung 15 Kreuzungsschema Tafazzin Mutante und Kontrolle. Es wurden ausschlief3lich die

fur die Experimente verwendeten Individuen der F1-Generation dargestellt. P — Eltern-
generation; F1 — erste Generation Nachkommen. ATaz— Mutation des Tafazzin-Gens,
+ - keine Veranderung des Chromosoms, tdtK attp2 — Fluoreszenzkonstrukt, CyO —
Balancer-Chromosom, sichtbar ist durch geschwungene Fligel, GFP — griines Fluores-
zenzprotein, sichtbar in Larven.
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7.2.3.3 Herzspezifischer CLS KD

Fur den herzspezifischen KD der CLS wurde eine CLS-RNAI aus der KK-Familie verwen-

det. Bei Fliegen mit KK-Hintergrund ist die RNAI stets auf Chromosom 2 lokalisiert. (95)

Knockdown CLS [Hand>CLS RNAIKK ]

P 4 + . UAS—CLS RNAI®® + 3 + Hand-Gal4 _ tdtK attp2
© ¥’ UAS-CLS RNAI + +’ (Cyo; GFP)’ tdtK attp2
+, UAS—CLS RNAIKK +
F1 +’  Hand-Gal4 ’ tdtKattp2

Kontrollgruppe | [Hand/+¢ ]

+. Hand-Gal4 tdtKattp2
+’ (Cyo; GFP) ’tdtK attp2

+ 1+

+1+

+1+
<

H_/

Hand—-Gal4_ tdtK attp
+ 4 +

St
:I

Kontrollgruppe Il [CLS RNAi%¢/+ ]

P |3 % UAS-CLSRNAKK +| 8 +. 4, tdtKattp2
"~ +’ UAS-CLS RNAIKK’ + + +’ tdtKattp2
F1 +, UAS—CLS RNAIKK +tdtK attp2
+ + . +

Abbildung 16 Kreuzungsschema CLS RNAIiXK und Kontrollen. Es wurden ausschlieRlich die fiir
Experimente verwendeten Individuen der F1-Generation dargestellt. P — Elterngenera-
tion; F1 — erste Generation Nachkommen. CLS RNAiKK— CLS RNAi-Konstrukt, Hand-
gal4 — Herz- und muskelspezifischer Treiber fir den Knockdown, + - keine Veréanderung
des Chromosoms, tdtK attp2 — Fluoreszenzkonstrukt, CyO — Balancer-Chromosom,
sichtbar durch geschwungene Fligel, GFP — grines Fluoreszenzprotein, sichtbar in
Larven. Kontrollgruppe | dient der Kontrolle der Treiberlinie, Kontrollgruppe Il der Kon-

trolle der RNAI.
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7.2.3.4 Herzspezifischer Taz KD

Fur den herzspezifischen KD des Taz-Gens wurden zwei verschiedene RNAI verwen-
det.

Tafazzin Knockdown GD [Hand>Taz RNAICP ]

- S P S e UAS—TazRNAi“ = + Hand—Gal4 _tdtK attp2
“ +’+’ UAS—TazRNA{®" +’ (Cyo; GFP)’ tdtK attp2
+. + . UAS—Taz RNAi °°
F1 +’ Hand-Gal4’  tdtKattp 2
Kontrollgruppe | [Hand/+¢P] Kontrollgruppe Il [Taz RNAi®P ]
P + 4+ % +_ Hand—Gal4 tdtKattp2 P lat? UAS—TazRNAIGD x |5 + +  tdtKattp2
i g (e e e i
0§ +’ (Cyo; GFP) ’ tdtK attp2 “ +’ +’ UAS-TazRNAi®° + +’ tdtK attp2
oF, Hand-Gal4  tdtKattp2 F1 + +_ UAS-TazRNAIGD
+ + : + + +  tdtKattp2

Abbildung 17 Kreuzungsschema Tafazzin RNAi ¢° und Kontrollen. Es wurden ausschlieRlich die
fur Experimente verwendeten Individuen der F1-Generation dargestellt. P — Elternge-
neration; F1 — erste Generation Nachkommen. Taz RNAi®P— Tafazzin RNAi-Konstrukt,
Hand-gal4 — Herz- und muskelspezifischer Treiber fiir den Knockdown, + - keine Ver-
anderung des Chromosoms, tdtK attp2 — Fluoreszenzkonstrukt, CyO — Balancer-Chro-
mosom, sichtbar durch geschwungene Fliigel, GFP — griines Fluoreszenzprotein, sicht-
bar in Larven. Kontrollgruppe | dient der Kontrolle der Treiberlinie, Kontrollgruppe 1l der
Kontrolle der RNAI.
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Tafazzin Knockdown [Hand>Taz RNAIKK |

Bk UAS-TazRNAi®¢ + 5 +_. Hand-Gal4 tdtK attp2
PR UAS—TazRNAIK¥ + +”’ (Cyo; GFP) tdtK attp2
i. +UAS—-Taz RNAiKK. tdtK attp2
F1 +’ Hand-Gal4 i’ +

Kontrollgruppe | [Hand/+KK ] Kontrollgruppe Il [Taz RNAi¥]
7 & ok X +.. Hand—Gal4 tdtK attp2 P 7+, UAS-TazRNAIKK + x |8 i tdtK attp2
= + 4+ +"" (Cyo; GFP) 'tdtK attp2 4+’ UAS-TazRNAIKK’ + + +’ tdtKattp2
e Hand-Gal4 tdtK attp E1 +, UAS—Taz RNAIKK +tdtK attp2
+ + & + + + ! +

Abbildung 18 Kreuzungsschema Tafazzin RNAi KK und Kontrollen. Es wurden ausschlieRlich die
fur Experimente verwendeten Individuen der F1-Generation dargestellt. P — Elternge-
neration; F1 — erste Generation Nachkommen. Taz RNAiXK— Tafazzin RNAi-Konstrukt,
Hand-gal4 — Herz- und muskelspezifischer Treiber fir den Knockdown, + - keine Ver-
anderung des Chromosoms, tdtK attp2 — Fluoreszenzkonstrukt, CyO — Balancer, sicht-
bar ist durch geschwungene Fligel, GFP — griines Fluoreszenzprotein, sichtbar in Lar-
ven. Kontrollgruppe | dient der Kontrolle der Treiberlinie, Kontrollgruppe 1l der Kontrolle
der RNAI.

7.3 Herzfunktionsanalyse

Klassen et al. veréffentlichten 2018 eine neue, fluoreszenzbasierte Methode zur in vivo
Herzfunktionsanalyse (87). Die videomikroskopischen Aufnahmen wurden mit einem
R-Skript (96) von Georg Vogler (AG Bodmer, Sanford Burnham Prebys Medical Dis-
covery Institute, USA) standardisiert ausgewertet. Fir die hier vorliegenden Daten
wurde die Version 0.2 des Skriptes verwendet. Fir die Anwendung der im folgenden
beschriebenen Methode ist es notwendig, dass die zu untersuchenden Fliegen das

tdtK-Fluoreszenzkonstrukt exprimieren.

Versuchsablauf:

Zur Aufrechterhaltung einer konstanten Temperatur unter dem Mikroskoplicht wurde
dieses 20 Minuten vor den Messungen gestartet. Mittels Fly Nap® wurden die zu un-
tersuchenden Fliegen anasthesiert. AnschlieRend wurden diese in zwei Reihen, zu je
10 Fliegen, mittels NOR61, einem UV-Kleber an der dorsalen abdominellen Kutikel auf
einem Deckglaschen (24x60mm) fixiert. Kopf und Beine blieben hierbei frei beweglich.
Die Aushartung des Klebstoffes erfolgte flr 50 Sekunden unter einer UV-Lampe (Typ
MP38, Breuer GmbH, Ulm). Anschlie3end ruhten die fixierten Fliegen fur 15 Minuten.
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Fur die Aufnahme des Fliegenherzens wurde nacheinander jede Fliege so unter dem
Mikroskop positioniert, dass die ersten dunklen Streifen der Kutikel links im Bild der
Kamera erschienen. Der Punkt der hochsten Scharfe wurde auf dem ersten Ostien-
paar eingestellt. Der aufzunehmende Bereich wurde insgesamt so eingestellt, dass
der Herzschlauch mdglichst waagerecht im Bild liegt (vgl. Abbildung 19 Herzfunkti-

onsanalyse nach Klassen C).

Pro Fliege wurde ein Film von ca. 5 Sekunden Dauer mit insgesamt 1500 Bildern auf-
genommen, was einer Hochgeschwindigkeits-Videomikroskopie entspricht. Hierfur
wurde mit dem Leica DM6B ein aufrechtes Lichtmikroskop mit einem 20x Objektiv ver-
wendet. Das Mikroskop wurde an eine CMOS- (complementary metaloxide semi-
conductor) Kamera der Firma Hammatsu angeschlossen. Mithilfe der Software HC
Image (Hammatsu), konnten die Kamera und die technischen Details des aufzuneh-
menden Filmes gesteuert werden (Tabelle 3). Die Filme wurden im cxd-Format abge-

speichert.

Tabelle 3 Verwendete Mikroskop- und HCImage Einstellungen

Einstellungen HCImage Software:

Gruppierung der Pixel (Binning) 2X
Geschwindigkeit der Kamera 2
Tiefe 16 bit
Belichtungszeit 3ms
Bildfrequenz 280 Bilder/Sekunde
Endbild 1500 Bilder
Bildabmessungen Weite=1024, H6he=300, X0=0; Y0=380
Einstellung Mikroskop
Kontrast Methode FLUO
Filter Y3

FIM 10%, Feld 5°
Objektiv 2x/0,5 Dry

Die Digitalisierung der Hochgeschwindigkeitsaufnahmen der Fliegenherzen erfolgte R
Skript-basiert (96). An den Messstellen wurde die Bewegung der Herzwande sowohl
in zeitlichem als auch rdumlichen Kontext erfasst. So wurde ein M-Mode, welcher die
Bewegung der Herzwéande Uber die Zeit darstellt, generiert. Einzelne Herzschlage wur-
den von der Software detektiert und automatisch in Kontraktions- und Relaxationser-

eignisse unterteilt. Daraus folgend konnten diverse morphologische und funktionelle
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raumzeitliche Parameter errechnet werden: Es wurden systolische und diastolische
Diameter der Herzen, zeitliche Dauer von Systole und Diastole, maximale Kontrakti-
ons- und Relaxationsgeschwindigkeit, Herzfrequenz und Dauer des Herzzyklus und
fraktionelle Verkirzung erfasst (Abbildung 19). Auf3erdem berechnete das Skript einen
Arrhythmie-Index fur den Herzzyklus. Aus den Diametern und Herzfrequenz wurde zu-

dem das Schlagvolumen, sowie kardiale Auswurfleistung berechnet (Tabelle 4).

2
g
'Y
&
NE&:

systolischer
Diameter

-

—_—
Herzzyklus

Diameter [um]

%astolischer
\Dameler

Zeit [sec]

ﬂ

Abbildung 19 Herzfunktionsanalyse nach Klassen. (A.) Schematische Abbildung von Kopf, Thorax
und Abdomen von Drosophila (links nach rechts). In Rot ist schematisch der derHerz-
schlauch dargestellt. (B.) Mikroskopaufnahme (x10) von Thorax und Abdomen einer fur
die Herzfunktionsanalyse fixierten Fliege. Der im Folgenden fur die Messungen vergro-
Rerte relevante Bereich des Herzschlauches wurde mit einem grauen Kasten einge-
rahmt. (C.) 20x-VergréRerung des Herzschlauches mit Fokussierung auf das erste Os-
tienpaar (gekennzeichnet durch *). Der Rote Strich vor den Ostien stellt einen
Messbereich dar. (D.) Aus Pixelveranderungen, die sich aus den Bewegungen der
Herzwand Uber die Zeit am Ort der roten Markierung wird ein M-Mode generiert. (E.)
Aus dem M-Mode wurden verschiedene Parameter der Herzfunktion errechnet. SI —
Systolisches Intervall, DI — Diastolisches Intervall, Vmax Kontraktion — maximale Kon-
traktionsgeschwindigkeit, Vmax Relaxation — maximale Relaxationsgeschwindigkeit.
Zeichnung Fliegenherz von Sci vis to
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Tabelle 4 Berechnung von Herzzeitvolumen und Schlagvolumen

Parameter Einheit Berechnung
Schlagvolumen (SV) pms3 SV=Enddiastolisches Volumen [um?] - Endsystolisches Volu-
men [um3]

Enddiastolisches Volumen = tr*(diastol. Diameter/2)?*1
Endsystolisches Volumen = 1*(systol. Diameter/2)?*1
N&aherung: Fliegenherz als Zylinder

Herzzeitvolumen pms3/sec HzV= SV*Herzfrequenz
(HzV)
Verkirzungsfraktion % [(Enddiastolischer Diameter -Endsystolischer Diameter)/End-

diastolischer Diameter]*100

Arrhythmie-Index Index Standardverteilung (Herzzyklus)/Mittelwert (Herzzyklus)

Das R-Skript unternahm automatisch eine Unterteilung der Bilder nach guter und
schlechter Qualitat vor. Hierbei war die durchgehende Erfassung der Herzwand durch
das Programm das Hauptkriterium. Lediglich die Filme von ausreichender Qualitat
wurden in die Gesamtauswertung aufgenommen. Bei mehreren Messpunkten von gu-

ter Qualitat, wurde Mittelwert der Messwerte gebildet.

7.4 Massenspektrometrische Lipidomanalyse

Zur Untersuchung moglicher Lipidomverénderungen durch die im CLS-Gen induzierte
Mutation, wurde in Zusammenarbeit mit Carsten Jaeger (BAM, Bundesanstalt fir Ma-
terialforschung und -prufung) mittels Massenspektrometrie CL-Spezies bestimmt und
quantifiziert. Bei dem im Folgenden beschriebenen Protokoll handelt es sich um ein,
in Zusammenarbeit mit Carsten Jaeger modifiziertes Protokoll, nach Chen et al. (97).

Fur das Experiment wurden drei Wochen alte mannliche CLS Mutanten und deren
Kontrollen verwendet (Abbildung 14). Die Fliegen wurden in Flussigstickstoff schock-
gefroren und so bis zur weiteren Aufarbeitung bei -80°C aufbewahrt. Um ausreichend
Material fur die Lipidomanalyse zur Verfigung zu haben, bildeten je 3 Fliegen eine
Versuchsgruppe. Auf Trockeneis wurden diese in einem Proberéhrchen (1,5ml) mit
300ul eiskaltem 75%-Methanol versetzt und anschliel3end mit einem elektrischen Sto-
Bel fur eine Minute homogenisiert. Pro Probe wurden 0,75ml Methyl-Tert-Buthyl-Ether
in das Proberdhrchen gegeben und fir 10 Minuten bei Raumtemperatur gevortext. An-
schlieBend ruhte die Probe fir 10 Minuten, bevor sie erneut gevortext wurde. Nun
wurde die Probe fur finf Minuten bei Raumtemperatur zentrifugiert (14000xg). Im Pro-
berdohrchen wurden so zwei Phasen sichtbar, wovon die obere Phase Lipide enthielt,
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die bodennahe Phase hingegen semipolare und amphiphile Metabolite. Von der obe-
ren Phase wurden je 2x 300ul abpipettiert und in zwei neue 1,5ml Proberdéhrchen ge-
geben. Diese Proben wurden in einer Vakuumzentrifuge fur zwei Stunden bei 1mbar
und Raumtemperatur getrocknet. Die bodennahe Phase verblieb fiir eventuelle wei-
tere Experimente im Originalgefa® und wurde bei -80°C verwahrt. Eine Leerprobe

durchlief die vorher beschriebenen Schritte ebenfalls.

Folgende Schritte wurden durch Carsten Jaeger durchgefiuhrt:

Die Lipidextrakte wurden anschlie3end mit 100ul Isopropanol/Acetonitril/Wasser (Ver-
haltnis 2:1:1) versetzt. Zur Bestimmung und Quantifizierung der Cardiolipinspezies
wurden Flissigkeitschromatographie und Massenspektrometrie (LC-MS) durchge-
fuhrt. Mittels Hochleistungsflissigkeitschromatografen, gekoppelt an ein Massenspek-
trometer wurden Proben zu je 5 pl analysiert. Die chromatografische Auftrennung der
Lipide erfolgte anhand einer Gradientenelution (O min, 60 %; 1.2 min, 57 %; 1.26 min,
50 %; 7.2min, 46 %; 7.26 min, 30 %; 10.8 min, 0 %; 12.96 min, 0 %; 13.02 min, 60 %;
14.4 min, 60 %). Die verwendeten Lésungsmittel sind (a) im Verhéltnis 60:40 Aceto-
nitrile:Wasser und (b) im Verhaltnis 90:10 Isopropanol: Wasser. Beide Losungsmittel
enthalten je 10 mM Ammoniumformiat und 0,1% Methans&ure. Als Saule wurde eine
2.1 mm x 75 mm x 1.7 ym CSH-C18 Séule, ausgestattet mit einem 0,2um Einlassfilter,
verwendet. Die Temperatur in der Saule betrug konstant 55°C. Die Flussrate lag bei
0,5 ml/min. Die Elektrospray-lonisierung erfolgte im positiven Modus (ESI+). Die Tem-
peratur der lonenquelle betrug 320°C, die kapillare Spannung 5500V. Die MS-Daten
wurden fur einen Masse/Ladung-Messbereich (m/z) von 100-1600 bei einer Scanrate

von 4s! erfasst.

Die Aufnahme der MS-Spektren erfolgte im datenabhangigen Modus. Pro Maximum
wurden automatisch die vier Bestandteile mit dem hochsten m/z-Wert verarbeitet (DDA
Top4-Mode). Massenkalibrierung erfolgte am Beginn der Messsequenz mithilfe eines
Kalibrants (ESI(+)Tune Mix).

Zur Datenanalyse wurden die MS Dateien mittels ProteoWizard in Centroid mzML-
Formate konvertiert und in MS-DIAL importiert (98). Ein Lipidomics-Projekt wurde er-
stellt ("Soft lonization", "Data independent MS/MS", "Centroid data”, "Positive ion
mode", "Lipidomics"). Im Anschluss an die Prozessierung der Daten wurden die Er-

gebnise in eine Text-Datei exportiert und weiter mittels R-Skript analysiert: Zuerst wur-
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den alle Metabolite, welche in unter 20% der Proben auftraten, verworfen. Anschlie-
Rend wurden durch Abgleich mit Match Score Ranks widersprtchliche Zuordnung von
Maxima behoben. Zuletzt wurden die Intensitdten der Maxima normalisiert und far
Batch-Effekte korrigiert (99).

7.5 Mitochondrienfunktionsanalyse mittels Seahorse

Um einen genaueren Einblick zu erhalten, inwiefern die bei Drosophila induzierten ge-
netischen Veranderungen Einfluss auf die Funktion der kardialen Mitochondrien haben
wurde das ,Mito Stress Assay“ von Agilent verwendet. Hier konnten die Schliisselpa-

rameter der mitochondrialen Funktion messbar gemacht werden und

Neben der mitochondrialen Atmung — gemessen an der Sauerstoffverbrauchsrate ist
es maoglich, mit dem Agilent Seahorse XFe Analyzer, Rickschlisse Uber den zweiten
zentralen Weg der Energiegewinnung in Mitochondrien, die Glykolyse zu ziehen. Hier-
fur wird die extrazellulare Ansauerungsrate, also der pH tber die Zeit gemessen, wel-
che wiederum mit dem Anfall von Lactat und damit mit dem Verbrauch von Glucose

zur Energiegewinnung korreliert.

Durch sequenzielle Zugabe von Inhibitoren der atmungskettenkomplexe kann die
Funktion der mitochondrialen Respiration ermittelt werden. Dieses Vorgehen ermog-
licht die Bestimmung mitochondrialer Parameter, beispielsweise ATP-Produktion, Pro-
tonen Leckage, Maximale Respiration, freie respiratorische Kapazitat und nicht-mito-

chondrialer Sauerstoffverbrauch.

Durch Kooperation mit Eva K. Wirth und Kostja Renko (AG Spranger, Charité Univer-
sitatsmedizin Berlin) konnten die mitochondrialen Funktionsmessungen an Gewebe-

stucken, in diesem Fall an intakten, schlagenden Fliegenherzen durchgefuhrt werden.

Vorbereitungen:

Die mitochondrialen Messungen wurden nach dem Protokoll des Herstellers durchge-
fuhrt. Die Sensorplatte wurde tGber Nacht in Kalibrierlosung (200ul/Well) bei 37°C in-
kubiert. Am Tag des Experimentes erfolgt die Kalibrierung der Sensorplatte im Geréat

nach Herstellerangaben.

Die Messungen wurden bei ca. 25°C, der normalen Kdrpertemperatur von D. melano-
gaster durchgefihrt. Dafr wurde die Heizfunktion des Messgerates abgestellt und der

Raum mittels Klimaanlage gekuhlt.



Methoden 51

Das Versuchsmedium wurde aus DMEM, Glutamin sowie Glucose angesetzt und auf
einen pH von 7,4 eingestellt. Da Kardiomyozyten unter anderem auch Fettsduren als
Energiesubstrat verwenden, wurden fir einige Versuche als zusatzliches Energiesub-

strat 1mg/ml lipidreiches bovines Serumalbumin (ALBUMAX ™) verwendet.

Tabelle 5 Versuchsmedium Mitochondrienfunktion mit DMEM

Zugegebene Substanzen Finale Konzentration
Glutamin 2mMm

Glucose 10mM

Ggf. ALBUMAX |™ 1mg/ml

Ziel pH 7,4

Im Verlauf der Messungen wurden die Ports mit den Inhibitoren nacheinander in die
jeweiligen Wells entleert. AnschlieRend werden OCR und ECAR gemessen Die opti-
male Konzentration der Inhibitoren fir diese Experimentkonstellation wurde im Vorfeld
im Rahmen von Etablierungsversuchen ermittelt. Die optimale Konzentration zeichnet
sich darin aus, dass die Fliegenherzen auf alle nacheinander zugegebenen Inhibitoren
reagieren und eine gute Auslenkung der Mitochondrien, durch Hinzugabe der Inhibito-

ren, im Verlauf der Messungen sichtbar wird.

Tabelle 6 Im Rahmen der Seahorse-Experimente verwendete Inhibitoren und deren Funktion,
finale Konzentration, sowie zeitliche Reihenfolge der Zugabe in die Wells.

Inhibitor (Port Nr.) Funktion Finale Konzent-
ration im Well
Oligomycin (A) Inhibitor des Komplex V (ATP-Synthase) der | 10um
Atmungskette

Carbonyl Cyanid 4-Trifluorome- | Bewirkt an der inneren Mitochondrienmemb- | 5uM
thoxy- Phenylhydrazone/FCCP | ran eine Entkopplung der Atmungskette,

(B) durch Zerstdrung des Protonengradienten

und damit des mitochondrialen Membranpo-

tentials
Rotenon (C) Inhibitor des Komplex | der Atmungskette 2,5uM
Antimycin (C) Inhibitor des Komplex IIl der Atmungskette 2,5uM

Herzpraparation Drosophila

Um sicherzustellen, dass wahrend der mitochondrialen Messungen die Funktion der
kardialen Mitochondrien gemessen wird, erfolgte eine semiintakte Herzpraparation
nach Fink et al. (86). Hierbei wurden die Fliegen, nachdem sie mittels Fly Nap® anés-

thesiert wurden, in Gruppen zu je acht Individuen in einer Petrischale auf einer diinnen
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Schicht Vaseline vorsichtig am dorsalen Abdomen fixiert. AnschlieRend wurden Kopf
und ventraler Thorax entfernt. Um mdoglichst physiologische Bedingungen fiur die
Dauer der Praparation zu gewahrleisten, wurden alle folgenden Schritte in artifizieller
Hamolymphe (100,101) durchgefiihrt (Tabelle 7). Um die ventrale abdominelle Kutikel
zu ertffnen, wurde der distalste Teil des Hinterleibs ebenfalls entfernt. AnschlieRend
wird die Kutikel seitlich er6ffnet und die intraabdominellen Organe entfernt. Mit einer
Glaspipette wurde, ohne das Herz zu berthren, der umgebende Fettkorper vorsichtig
abgesaugt. So verblieb neben dem Herz lediglich der ventrale abdominelle Muskel und
die Alarmuskeln in der Kutikel. Nach Abschluss der Praparation und Erneuerung der
Hamolymphe ruhten die Praparate unter konstanter Oxygenierung der Hamolymphe
fur 15 Minuten.

Tabelle 7 Zusammensetzung artifizielle Himolymphe (100,101)

Komponente Konzentration
Saline:

NacCl 108mM

KCI 5mM

CaClz 2mM

MgCl2 8mM

NaH2PO4 1mM

NaHCOs 4mM
Direkt vor Verwendung:

Sucrose 10mM

Trehalose 5mM

Einstellen des pH auf 7,1, Verwendung der HL bei Raumtemperatur

Im Anschluss an die Ruhephase wurden die préparierten Fliegenherzen in Versuchs-
medium gewaschen und auf eine 96-Well-Platte (Agilent) transferiert. Hierfir wurde
eine kleine Menge Vaseline auf dem Boden des Wells zur Befestigung verwendet. Bei
der Platzierung der Praparate in den Wells wurde besonderes Augenmerk daraufge-
legt, dass die Kutikel mit dem schlagenden Herzen nach oben offen ist, um eine opti-
male Verteilung der Inhibitoren im Verlauf der Messung zu erméglichen. Nun wurden
pro Well 175 pl Versuchsmedium hinzugegeben. Ein kleines Plastiknetz, welches fur
die Dauer des Experimentes das Praparat in Position hielt, wurde vorsichtig auf der
Fliegenkutikel befestigt (102,103). Nun wurden alle, nicht mit Fliegen besetzten Wells
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ebenfalls mit 175 pl Versuchsmedium befiillt, im Anschluss daran ruhte die Platte fur

eine Stunde.

In der geréateeigenen Software ,Wave“ wurden das Versuchsprotokoll, sowie die ein-
zelnen Messschritte hinterlegt: Nach jeder Zugabe eines Inhibitors erfolgte ein zwei-
minutiger Mischzyklus auf den anschliel3end alle zwei Minuten insgesamt sechs Mes-
sungen pro Injektion durchgefuhrt wurden. Vor Beginn der Injektionen wurde zur

Erfassung der basalen Respiration drei Messzyklen durchgefuhrt.

Im Anschluss an die Messungen wurde die Platte mit den Fliegenherzen auf die rich-
tige Ausrichtung der Fliegen und die richtige Position des Plastiknetzes tUberprift. Bei
starker Dislokation der Kutikel im Well wurden die Ergebnisse eines solchen Wells
gegebenenfalls nicht in die Auswertung einbezogen. Der Ausschluss von Praparaten
erfolgte nach dem Vier-Augen Prinzip, beispielsweise wenn ein Préparat nicht auf die

Inhibitoren reagierte.

1. Vorbereitung 2. Herzpréaparation in 3. Transfer in 4. Mitochondrienfunktions-
H&amolymphe Assaylosung Analyse

Oligomycin FCCP ‘;gf}f‘“O“Ef‘

a. DMEM, Glucose n i
b. DMEM, Glucose, J
AlbuMax™!|

Abbildung 20 Arbeitsablauf Mitochondrienfunktionsanalyse. Auf die Vorbereitung (1.), die die
Zucht der entsprechenden Fliegen beinhaltete folgte am Tag des Experimentes die Pra-
paration des Herzens in Hamolymphe (2.). Hierbei verblieben der Kutikel des Abdo-
mens und darin das schlagende Fliegenherz. Das Préparat wurde in das Versuchsme-
dium (3) transferiert, welches je nach Experiment neben DMEM, Glutamin und Glukose
als Energiesubstrat auch lipidreiches bovines Serum enthielt (AlbuMAX™1I). Anschlie-
Rend erfolgte die Messung der mitochondrialen Funktion nach dem Profil des ,Mito
Stress Assay” (Seahorse, Agilent)

7.6 TBARS

Im TBARS-Assay wird Malondialdehyd (MDA), als Produkt von Lipidperoxidation und
Indikator fir oxidativen Stress in Zellen mittels Farbreaktion sichtbar gemacht. Durch
kolorimetrische Messungen kdnnen Ruckschliisse tber die Menge MDA und damit

Uber das Aufimal? von Lipidperoxidation in einer Probe gezogen werden.
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Pro Probe wurden 30, drei Wochen alte, mannliche Fliegen gemessen. Diese wurden
mittels CO2 anasthesiert und auf Trockeneis gegeben. Zusammen mit 150ul Ripa-Puf-
fer wurden sie in einem 1,5ml Eppendorfgefald fir zwei Minuten mit einem elektrischen
St6Rel homogenisiert und bei 4°C fur zehn Minuten zentrifugiert (4200 RPM). Vom
Uberstand werden 130pl abpipettiert und in einem neuen GefaR abermals bei 4°C fir
zehn Minuten bei 4200 RPM zentrifugiert.

Alle weiteren Schritte erfolgten nach Herstellerangaben des hier verwendeten TBARS

Assay Kit (Cayman Chemical Company):

10 pl Thiobarbituressigsaure und 10 pl Natriumhydroxid Assay Reagenz wurden je-
weils mit 40 ul ultrareinem Wasser verdiinnt. Zur Vorbereitung des Farbreagenz wer-
den fiir 24 Proben 106 mg Thiobarbitursaure abgewogen und mit 10 ul der zuvor ver-
dinnten Thiobarbituressigsaure zusammengegeben. Weiter werden 10 pl des
ebenfalls zuvor verdinnten Natriumhydroxid hinzugegeben. Das Gemisch wurde ge-

rahrt, bis sich die Thibarbitursaure gelést hatte.

Die Standardkurve enthalt folgende Malondialdehydkonzentrationen: O uM, 0.625 uM,
1,25 uM, 2,5 pM, 5 pM, 10 uM, 25 pM, 50 puM.

Zur Durchfuhrung des Assays wurden jeweils 100 ul entweder Probe oder Standard-
kurve in ein 1,5 ml-Eppendorfgefald gegeben und entsprechend beschriftet. Nun wur-
den in jedes Probenréhrchen 100ul TCA Assay Reagenz gegeben und im Anschluss

kurz gevortext

Weiter wurden nun sowohl zu den Proben als auch zum Standard 800 ul des zuvor
zubereiteten Farbreagenz zugegeben und flr 60 Minuten im Thermocycler bei 90°C
erwarmt, um so die Reaktion in Gang zu setzen. Anschlielend werden die Probenge-
falRe fur zehn Minuten direkt aus dem Thermocycler in ein Eisbad gegeben, um so die
Reaktion zu stoppen. Nachdem die Proben zehn Minuten lang bei 4°C und 4200 RPM
zentrifugiert wurden, wurde aus jeder Probe und jedem Standardtriplikate zu je 200l
in eine 96-Well-Platte tberfihrt und die Platte mit einer durchsichtigen Folie dicht ver-
schlossen. Bei einer Wellenlange von 535nm wurde direkt im Anschluss die Absorpti-
onskurve der Proben im Vergleich zum Standard bestimmt.

Die Menge an MDA, die in den Proben enthalten ist, l&sst sich aus der mitgemessenen

Standardkurve berechnen:
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Fur die Proben ist die Absorption bekannt, die MDA-Konzentration jedoch nicht. Daher
wird die Gleichung nach MDA aufgeldst. So kann fir jede Probe anhand der gemes-
senen Absorption die MDA-Konzentration bestimmt werden:

Absorption-Y-Achsenschnittpunkt
Steigung der Tangente

MDA=

7.7 Langzeitiberleben

Zum Vergleich der Uberlebensdauer verschiedener Genotypen wurde das Langzeit-
Uberleben der CLS Mutanten untersucht (104). Hierzu wurden méannliche Fliegen di-
rekt am Tag des Schlipfens mittels CO2--Narkose anasthesiert, gesammelt und in Fut-
terréhrchen zu je zehn Fliegen gegeben. Alle zwei bis drei Tage wurden die Fliegen in
neue Rohrchen gesetzt. Die Zahl der verstorbenen Individuen wurde festgehalten. Die
Prozedur wurde so lange fortgefuhrt, bis die letzte Fliege verstarb. Die erhobenen Da-

ten wurden in einer Kaplan-Meier-Kurve aufgetragen.

7.8 Statistische Analysen

Die statistischen Analysen wurden allesamt mit GraphPad Prism 5 durchgefuhrt. Bei
allen Tests wurden p-Werte < 0,05 als signifikant gewertet. Den verschiedenen p-Wer-
ten entsprachen: *p < 0,05, **p < 0,01, **p < 0,001 und ***p<0,0001 und sind ent-

sprechend in den zugehérigen Graphen vermerkt.

Um die Mittelwerte zweier Gruppen zu vergleichen, wurde ein t-Test durchgefuhrt.
Wenn nicht anders vermerkt, wurde bei allen Daten eine Normalverteilung angenom-
men. Zum Vergleich mehrerer Gruppen wurden Varianzanalysen (ANOVA) durchge-
fuhrt. Handelte es sich um mehrere Gruppen mit lediglich einem Faktor, der verglichen
werden soll, so wurde eine einfache Varianzanalyse (One-Way ANOVA) durchgefihrt,
bei zwei zu vergleichenden Faktoren eine zweifache Varianzanalyse (Two-Way-

ANOVA), jeweils mit anschlieRendem Bonferroni-Post-hoc-Test.
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8 Ergebnisse

8.1 Tafazzin

Taz ist ein Schlusselenzym des CL-Remodeling. Bei fehlendem Taz kommt es zu ei-
nem Mangel an reifen CL. Dies hat weitreichende Folgen fir die Funktion der Mito-
chondrien. Auf Grund der hohen Konzentration von Mitochondrien in Kardiomyozyten,
lieBen sich hier besonders starke Auswirkungen eines Taz- Mangels vermuten. Zur
Uberprifung dieser These untersuchten wir in-vivo die Herzfunktion bei Taz-Mutation
anhand eines Drosophila-Modells. In Ergdnzung dazu wurde die Herzfunktionsanalyse
an zwei verschiedenen herzspezifischen Taz-KD-Fliegen durchgefiihrt. Die in-vivo
Herzfunktionsanalyse (s. Kapitel 7.3) (87) wurde, wenn nicht anders beschrieben an
drei Wochen alten, mannlichen Fliegen durchgefihrt, die mit tdtK ein fluoreszierendes

Transgen in ihren Kardiomyozyten exprimierten.

8.1.1 Kardiale Charakterisierung der Taz-Mutante

Die hier erhobenen Daten (vgl Abbildung 21) zeigten bei der Taz-Mutante eine signifi-
kant erhdhte Herzfrequenz bei einem verkirzten Herzzyklus (Abbildung 21, A., B.).
Dieser grindete auf einem signifikant erniedrigten diastolischen Intervall der Taz-Mu-
tanten im Vergleich zu ihren Kontrollen (Abbildung 21 E.). Das systolische Intervall
hingegen wies keine Veranderung auf (Abbildung 21 F.). Am Ende der Diastole zeigten
sich die Herzen der Taz-Mutante leicht vergréRert im Vergleich zu ihren Kontrollen,
wohingegen der endsystolische Diameter unveréndert blieb (Abbildung 21 C., D.). Die
reprasentativen M-Modes (G.) verbildlichen die oben beschriebenen Ergebnisse der

Herzfunktionsanalyse.
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Abbildung 21 Herzfunktionsanalyse bei Taz-Mutation. (A.-F.) Ergebnisse der Herzfunktionanalyse
in drei Wochen alten Mannchen. Tafazzin-Mutanten (grtin, Taz”*) im Vergleich zur Kon-
trollgruppe (grau, Ctrl2kC). Mittelwert, N=3, n=47/ 48, Statistik: ungepaarter t-Test **** p<
0.0001, *** p< 0.001, ** p< 0.01, * p<0.05 (G.) Représentative M-Modes der Herzfunk-

tionsanalyse



Ergebnisse 58

Waéhrend sich die Taz-Mutanten nicht von den Kontrollen hinsichtlich der fraktionellen
Verkirzung des Herzschlauches unterschieden, zeigte sich der Arrhythmie-Index sig-
nifikant verringert fur die Taz-Mutanten (Abbildung 22, A., B.). Die Diastole zeigte sich
in Form einer erhdhten Relaxationsgeschwindigkeit der Taz-Mutanten signifikant ab-
weichend zu ihren Kontrollen (Abbildung 22, C.). Die Kontraktionsgeschwindigkeit
blieb unveréandert (Abbildung 22, D.). Aufgrund der diastolisch vergroRerten Herzen
berechnete sich fur die Taz-Mutanten ein erhdhtes Schlagvolumen als fur ihre Kontrol-
len Abbildung 22, E.). Aus dem erhdhten Schlagvolumen in Kombination mit der er-
hohten Herzfrequenz errechnete sich weiterhin eine erhdhte kardiale Auswurfleistung

der Taz-Mutanten im Vergleich zu ihren Kontrollen (Abbildung 22, F).
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Abbildung 22 Kalkulierte Parameter aus der Herzfunktionsanalyse bei Taz-Mutation. (A.-F.) Er-
gebnisse der Herzfunktionanalyse in drei Wochen alten Mannchen. Tafazzin-Mutanten
(gruin, Taz"*) im Vergleich zur Kontrollgruppe (grau, Ctrl2kC). Mittelwert, N=3, n=47/ 48,
Statistik: ungepaarter t-Test **** p<0.0001, *** p< 0.001, ** p< 0.01, * p<0.05; Al — Ar-
rhythmie-Index;

8.1.2 Kardiale Charakterisierung der herzspezifischen Taz -KD-Fliege (KK)

Fir die kardiale Charakterisierung der Taz RNAiXKFliege wurden drei Wochen alte
mannliche Fliegen verwendet. Die beiden mituntersuchten Kontrollgruppen (Abbildung
23, grau) wurden genutzt, um sicherzustellen, dass weder das RNAi-Konstrukt, noch
der Treiber selbst Einfluss auf die Herzfunktion ausibten. Beim KD von Taz mittels
KK-RNAI zeigte sich eine erniedrigte Herzfrequenz des KD verglichen mit den beiden
Kontrollen (Abbildung 23 A.). Gegen jeweils eine Kontrollgruppe zeigte sich ein leicht
verlangertes diastolisches Intervall und ein verlangerter Herzzyklus (Abbildung 23, B.,
E.). Hinsichtlich der Herzgr63e unterscheiden sich der KD und seine beiden Kontrollen
weder in der Systole noch in der Diastole (Abbildung 23 C., D.) voneinander. Auch die
systolischen Intervalle aller drei Gruppen wiesen eine ahnliche Lange auf (Abbildung
23 F.).
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Abbildung 23 Herzfunktionsanalyse bei KD von Taz (KK). (A.-F.) Drei Wochen alte Mannchen,
herzspezifischer Taz-KD (griin, Hand>Taz RNAIXK), Kontrollen fiir RNAI in dunkelgrau
und Gal4-Treiber in hellgrau. Mittelwert. N=3, n= 50/32/47, einfache Varianzanalyse
(One-Way ANOVA), **** p< 0.0001, ** p< 0.01 (G.) Reprasentative M-Modes der Ver-

suchsgruppen
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Weder bei der fraktionellen Verkirzung der Herzen noch hinsichtlich der Kontraktions-
geschwindigkeiten der Herzen unterschieden der Taz-KD und seine Kontrollen vonei-
nander (Abbildung 24 A., D.). Die maximale Relaxationsgeschwindigkeit zeigte einen
leicht signifikanten Unterschied zwischen dem Taz KD und der Kontrollgruppe der
RNAI (Abbildung 24, C.). Der Arrhythmie-Index der Taz KD-Fliegen zeigte sich im Ver-
gleich zur Treiber-Linie leicht signifikant erhéht (Abbildung 24 B.). Die Schlagvolumina
wiesen keine signifikanten Unterschiede zwischen den Gruppen auf. Beim kardialen
Auswurf hingegen, zeigte sich der Taz RNAI KK KD leicht verringert im Vergleich zur
Kontrollgruppe des Gal-4 Treibers (hellgrau), was auf die grol3ere Abweichung der

Herzfrequenz zurtckzufihren war (Abbildung 24 E., F.).
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Abbildung 24 Kalkulierte Parameter aus der Herzfunktionsanalyse bei KD von Taz (KK). (A-L)
Drei Wochen alte Mannchen, herzspezifischer Taz-KD (griin, Hand>Taz RNAIKK), Kon-
trollen fir RNAi und Treiber in grau. Mittelwert. N=3, n= 50/32/47, einfache Vari-
anzanalyse (One-Way ANOVA), * p<0.05; Al — Arrhythmie-Index

8.1.3 Kardiale Charakterisierung der herzspezifischen Taz -KD-Fliege (GD)

Fur die kardiale Charakterisierung der Taz RNAi®P-Fliege wurden drei Wochen alte
mannliche Fliegen verwendet. Die beiden mituntersuchten Kontrollgruppen (Abbildung
25, grau) wurden verwendet, um sicherzustellen, dass weder das RNAi-Konstrukt,
noch der Treiber selbst Einfluss auf die Herzfunktion ausibten. Mit Blick auf die hier
erhobenen Herzfunktionsparameter zeigt sich, dass sich die beiden Kontrollgruppen
nicht immer einheitlich vom Knockdown abhoben: So wiesen die drei Versuchsgrup-
pen hinsichtlich Herzfrequenz, Herzzyklus und diastolischem Intervall alle drei signifi-
kante Unterschiede voneinander auf (Abbildung 25 A., B., E.). Die Diameter der Her-
zen hingegen wiesen sowohl in der Systole als auch in der Diastole keine Unterschiede
voneinander auf. Auch beim Systolischen Intervall gab es keine Abweichungen zwi-

schen den Versuchsgruppen (Abbildung 25 C., D., F.).
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und Muskelspezifischer Tafazzin-Knockdown (griin, Hand>Taz RNAI®P), Kontrollen fir
RNAI in dunkelgrau und Gal-4-Treiber in hellgrau. Mittelwert. N=3, n= 54/35/51, einfa-
che Varianzanalyse (One-Way ANOVA), **** p< 0.0001, *** p< 0.001, ** p< 0.01, *

p<0.05
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Die Untersuchung der fraktionellen Verkirzung der Fliegenherzen wies auf signifikante
Unterschiede zwischen den beiden Kontrollgruppen hin, wohingegen der KD von den
Messwerten zwischen den beiden Gruppen angesiedelt war und sich nicht signifikant
von diesen unterschied (Abbildung 26 A.). Hinsichtlich des kardialen Auswurfs und der
maximalen Relaxationsgeschwindigkeit zeigte die Kontrollgruppe der RNAI (dunkel-
grau) im Vergleich zum KD und zur Treiber-Kontrolle (hellgrau) signifikante Unter-
schiede (Abbildung 26 C., F.). Der Arrhythmie-Index unterschied sich lediglich zwi-
schen Taz KD und RNAi-Kontrollgruppe, blieb jedoch nicht signifikant im Vergleich zur
Treiber-Kontrolle (hellgrau, Abbildung 26 B.).

Zusammengefasst zeigte die Herzfunktionsanalyse des KD von Taz mittels GD RNAI
keinen klar abzuhebenden kardialen Phé&notyp. Bemerkenswert waren die erfassten
Abweichungen innerhalb der Kontrollgruppen.
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Abbildung 26 Kalkulierte Parameter aus der Herzfunktionsanalyse bei Taz-KD (GD). (A-F) Drei
Wochen alte mannliche Fliegen mit herzspezifischem Taz-KD (griin, Hand>Taz
RNAICD), Kontrollen fiir RNAI in dunkelgrau und Gal-4-Treiber in hellgrau. Mittelwert.
N=3, n= 54/35/51, einfache Varianzanalyse (One-Way ANOVA), ** p< 0.01, * p<0.05;
Al - Arrhythmie-Index
Zusammengefasst zeigten die Ergebnisse der Herzfunktionsanalyse von Fliegen mit
Taz-Defizit kein einheitliches Bild hinsichtlich des kardialen Phanotyps. So zeigte bei-
spielsweise die Taz-Mutante eine erh6hte Herzfrequenz, wohingegen der KD von Taz
mittels GD RNA: lediglich Unterschiede zwischen den Kontrollen und bei dem KD mit-
tels Taz RNAiI KK eine verringerte Herzfrequenz im Vergleich zu beiden Kontrollen
detektiert werden konnte. Zur Einordnung der hier zusammengetragenen Ergebnisse
der Herzfunktionsanalyse von Fliegen mit Taz-Defizit sind weitere Experimente not-

wendig.

8.2 Cardiolipinsynthase

Den letzten Schritt der CL-Synthese tbernimmt die CLS. Um die Rolle der CLS und
deren Einfluss auf das Fliegenherz zu verstehen, wurden verschiedene genetisch ver-
anderte Drosophila mittels in-vivo Herzfunktionsanalyse untersucht (87). Wie auch in
den bereits beschriebenen Versuchen mit Taz-defizienten Fliegen wurden auch hier,
einerseits eine CLS-Mutante und andererseits ein herzspezifischer CLS-KD hinsicht-
lich ihrer Herzfunktion analysiert. Zusatzlich dazu erfolgte die Herzfunktionsanalyse

bei gealterten CLS-Mutanten.

8.2.1 Kardiale Charakterisierung der CLS-Mutante

Die Herzfunktionsanalyse von CLS-Mutanten und deren Kontrollen wurde im Alter von

drei Wochen durchgefuhrt. Das entsprach dem adulten Stadium einer Fruchtfliege. Um
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zu untersuchen, inwiefern sich der Alterungsprozess auf die Herzfunktion der CLS Mu-
tante und deren Kontrollgruppen auswirkte, erfolgte eine weitere Herzfunktionsanalyse

im Alter von sieben Wochen.

Die drei Wochen alten CLS Mutanten zeigten eine erniedrigte Herzfrequenz bei einem
prolongierten Herzzyklus (Abbildung 27 A., B.). Sowohl das verlangerte diastolische
Intervall als auch das verlangerte systolische Intervall, trugen zur Verlangerung des
Herzzyklus bei (Abbildung 27 E., F.). Weiterhin waren sowohl systolischer, als auch
diastolischer Diameter im Vergleich zur Kontrollgruppe erhéht (Abbildung 27 C., D.).

Im Vergleich zu den drei Wochen alten Fliegen, zeigten die sieben Wochen alten Flie-
gen eine weitere Verlangsamung der durchschnittlichen Herzfrequenz, wobei sich hier
mit zunehmendem Alter CLS Mutanten und Kontrollen annaherten (Abbildung 27 A.).
Die Dauer der Herzzyklen stieg ebenfalls mit dem Alter der Fliegen an und blieb bei
den Mutanten auch nach sieben Wochen signifikant langsamer als in der gleichaltrigen
Kontrollgruppe (Abbildung 27 B.). Wahrend die Diameter der Herzen im Wesentlichen
auch mit zunehmendem Alter gleichblieben, stiegen sowohl die Dauer des systoli-
schen als auch diastolischen Intervalls an (Abbildung 27, C-F.). Die reprasentativen
M-Modes verdeutlichen die Verlangsamung der Herzfrequenz und die Verlangerung
der Herzzyklen (Abbildung 27 G.).



Ergebnisse

10- kK k . *kkk |
* k%%
~ 8 )
) aaz
§ 61 'm' ‘.'0==-. ° 000
3 . $igveent %000
g o'.o'.
_E 44 » 0d 500 0
[} * °80
T 2]
0 T T T T
crv18 cLs c"1118  cLst
3 Wochen 7 Wochen
i 100_ *kkk *kkk
2 o R
P @
E os0] .., e o Shump
g otetls cge®  oofgPo ‘Bﬁg
3 604 e aWEER 0%
= ...“‘.o o%xgoo (]
g Soocte S ()
L‘Q) 404
S
3 207
K=}
2
I} 0 T T T T
crM'B cig* cw'® igLs™
3 Wochen 7 Wochen
r *kkk e *% 5
. 0.31 . *kkk i kKK ]
g 0.0
L]
= )
S 02 00
9] o )
£ e 00°% o & 0
2 o.:.' v %
L =
2 01 ﬁ Socy o 0000
o
D
K]
a
0.0 T T T T
cul"'® cLs™  cu"® cLs™
3 Wochen 7 Wochen

Abbildung 27 Herzfunktionsanalyse drei und sieben Wochen alte CLS Mutante. Herzfunktion
drei und sieben Wochen alter CLS Mutanten im Vergleich zum Wildtyp. (A. -F.)
Ergebnisse der in-vivo Herzfunktionsanalyse von drei und sieben Wochen alten, mann-
lichen Fliegen mit CLS-Mutation (rot, CLS**) verglichen zur Kontrollgruppe (schwarz,
Ctrlw1118) N=3, n=49/ 38/ 52/ 44, Mittelwert, zweifache Varianzanalyse (2-way-ANOVA),
***x n< 0.0001, *** p< 0.001, ** p< 0.01 (G.) Reprasentative M-Modes drei Wochen alte
CLS Mutante und Kontrollen (H.) Reprasentative M-Modes sieben Wochen alte CLS-

Mutante und Kontrollen

- *kkk * %
0.4+ J *kkk JJ*** !
1
. 00°
o
o 0.31 o
§ ¢ Oo o0 (=]
i o °°oO° :%b
=] d o, _0°
= 0.2 . 8 % 02500
. =®
@
I 0.1
0.0 T T T T
cul"118 o gt ctrv111®  cLst*
3 Wochen 7 Wochen
— 80' *kkk *kk*k
€
= > o
] o, o °
T.E'j 60+ :o:.'..: 5 o°°0°
g (0 -.. 08 ©0%0g0%° o8 %
g 40 e e w 0030
5 S00gee®® o
£ 204
>
(2}
o
o
= 0 T T T T
Ctr|W1118 CLS-/+ me1118 CLS—I+
3 Wochen 7 Wochen
*kk *kkk
L ek '
o Rl
Q
8,
B o* ) )
= 0.101 o
k5 o, °°°° og%0
= L ‘oo' O
§ ° [ % OCD e
@ 0051 Se Lt °
o
4
>
(%)
0.00 T T T T
Ctrlw1118 CLS-/+ Ctl’lW1118 CLS-I+
3 Wochen 7 Wochen

=
e
®
3
E
o



Ergebnisse 68

Die Herzfunktionsanalyse ergab, unabhangig vom Alter, keinen Unterschied zwischen
den Gruppen bezuglich der fraktionellen Verkiirzung des Herzens (Abbildung 28 A.).
Der Arrhythmie-Index der CLS-Mutanten war verglichen zur jeweils gleichaltrigen Kon-
trollgruppe signifikant erhoht, wobei die sieben Wochen alte CLS-Mutante den hdchs-
ten Arrhythmie-Index erreichten (Abbildung 28 B.) Sowohl die Kontraktionsgeschwin-
digkeit als auch die Relaxationsgeschwindigkeit der sieben Wochen alten CLS
Mutanten, unterschieden sich signifikant von ihren Kontrollen. Dies zeigte sich nicht in
den drei Wochen alten Versuchsgruppen (Abbildung 28 C., D.). Die Schlagvolumina
der CLS-Mutanten zeigten sich sowohl im Alter von drei als auch im Alter von sieben
Wochen signifikant hoher als die ihrer gleichaltrigen Kontrollgruppe. Da die Diameter
der Herzen mit dem Alter nicht zunahmen, blieb auch das Schlagvolumen mit zuneh-
mendem Alter stabil. Durch die Verlangsamung der Herzfrequenz, die in die Berech-
nung des kardialen Auswurfs miteinfloss, zeigte sich ein signifikanter Abfall des kardi-
alen Auswurfes mit zunehmendem Alter der Fliegen, wobei der kardiale Auswurf der

CLS-Mutanten hoher war als der der gleichaltrigen Kontrollgruppe.
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Abbildung 28 Kalkulierte Parameter aus der Herzfunktionsanalyse von drei und sieben Wochen
alten CLS Mutanten. (A. -F.) Ergebnisse der in-vivo Herzfunktionsanalyse von drei und
sieben Wochen alten, mannlichen Fliegen mit CLS-Mutation (rot, CLS*) verglichen zur
Kontrollgruppe (schwarz, Ctrwl118), N=3, n=49/ 38/ 52/ 44, Mittelwert, zweifache Vari-
anzanalyse (2-way-ANOVA), **** p< 0.0001, *** p< 0.001, ** p< 0.01; Al — Arrhythmie-

Index

8.2.2 Kardiale Charakterisierung der herzspezifischen CLS-KD-Fliege

In Ergénzung zur Herzfunktionsanalyse der CLS-Mutanten, wurde die Herzfunktions-

analyse erganzend bei drei Wochen alten Drosophila mit herzspezifischem CLS-KD

durchgefthrt. Die beiden mituntersuchten Kontrollgruppen wurden verwendet, um si-

cherzustellen, dass weder das RNAi-Konstrukt noch der Treiber selbst, Einfluss auf

die Herzfunktion nahmen.
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Die Herzfunktionsanalyse der adulten, drei Wochen alten CLS KD-Fliegen (Hand>CLS
RNAIKK) zeigte eine signifikant verringerte Herzfrequenz (Abbildung 29 A.). Damit ein-
hergehend war ein signifikant verlangerter Herzzyklus der KD-Fliegen im Vergleich zu
den beiden Kontrollgruppen messbar (Abbildung 29 B.). Die Daten zeigten, dass die
Verlangerung des Herzzyklus auf ein prolongiertes diastolisches Intervall zurtickzufih-
ren war. Das systolische Intervall war lediglich zwischen den beiden Kontrollgruppen
signifikant verandert (Abbildung 29 E., F.). Sowohl am Ende der Systole als auch am
Ende der Diastole wiesen CLS-KD-Fliegen signifikant vergroRerte Herzen auf
(Abbildung 29 C., D.). Die in (Abbildung 29 G.) abgebildeten reprasentativen M-Modes
verdeutlichen den Unterschied hinsichtlich Gro3e der Herzen und Dauer des Herzzyk-

lus zwischen den Versuchsgruppen.
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Abbildung 29 Herzfunktionsanalyse CLS Knockdown. (A-F) Drei Wochen alte ménnliche Fliegen
mit CLS-KD (orange, Hand>CLS RNAIKK), Kontrollen fiir RNAi (dunkelgrau) sowie Trei-
ber (hellgrau). Mittelwert. N=4, n= 57/ 45 /38, einfache Varianzanalyse (One-Way
ANOVA), **** p< 0.0001, *** p< 0.001, ** p< 0.01 (G.) Reprasentativ ausgewahlte M-
Modes

Die fraktionelle Verkirzung der CLS-KD-Fliegen zeigte sich im Vergleich zur Kontroll-
gruppe signifikant verringert (Abbildung 30 A.). Der errechnete Arrhythmie-Index
zeigte, dass die Knockdown-Fliegen hier einen deutlich erhdéhten Index verglichen mit
ihren Kontrollgruppen aufwiesen (Abbildung 30 B.). Sowohl die Kinetik von Kontraktion
als auch Relaxation, zeigten eine Verlangsamung des CLS-KD im Vergleich zu beiden
Kontrollgruppen (Abbildung 30 C., D.). Die Kalkulation von Schlagvolumen und kardi-
alem Auswurf aus den erhobenen Parametern, ergab ein vergleichbares Schlagvolu-
men, sowie eine signifikante Reduktion des kardialen Auswurfes fiir den CLS-KD. Dies
war darauf zurtickzufiihren, dass die Herzen des CLS KD zwar insgesamt gréf3er wa-
ren, jedoch die absolute Verkirzung im Rahmen der Kontraktion deutlich geringer aus-
fiel, was die reduzierten Verkirzungsfraktion abbildete (Abbildung 30 A.). Zusatzlich

senkt die verringerte Herzfrequenz den kardialen Auswurf pro Zeiteinheit.
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Abbildung 30 Kalkulierte Parameter aus der Herzfunktionsanalyse des CLS KD. (A-F) Drei Wo-
chen alte mannliche Fliegen mit CLS-KD (orange, Hand>CLS RNAIXK), Kontrollen fir
RNAI (dunkelgrau) sowie Treiber (hellgrau). Mittelwert. N=4, n= 57/ 45 /38, einfache
Varianzanalyse (One-Way ANOVA), **** p< 0.0001, *** p< 0.001, ** p< 0.01; Al — Ar-

Zusammenfassend zeigte sich

rhythmie-Index

in der Herzfunktionsanalyse, dass eine CLS-

Verringerung, unabhangig ob durch einen KD oder eine Mutation erzeugt, zu einem

kardialen Phanotyp fuihrte. Dieser charakterisierte sich primar durch eine Verlangsa-

mung der Herzfrequenz und eine Zunahme der Herzzeitintervalle. Zudem zeigte sich

eine VergrolRerung der Herzen mit, systolischer und diastolischer Funktionsstérung

und eine erhéhte Wahrscheinlichkeit flr das Auftreten von Arrhythmien.
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8.3 Weiterfuhrende Charakterisierung CLS Mutante

Die Ergebnisse der Herzfunktionsanalyse von Fliegen mit CLS-Defizit ergab einen
deutlichen, mit CLS-Defizit assoziierten kardialen Phanotypen. Die Auswirkungen ei-
ner CLS Mutation auf die Fliege wurden mit den folgenden Versuchen weiter charak-

terisiert.

8.3.1 Lipidomanalyse der CLS-Mutante

Um herauszufinden, ob die in den Experimenten verwendeten heterozygoten CLS-
Mutanten signifikant verringerte CL aufweisen und so der Rickschluss maoglich ist,
dass die Ergebnisse der Herzfunktionsanalyse in Zusammenhang mit reduzierten CL-
Spiegeln zu betrachten sind, wurde eine Massenspektrometrie-basierte Lipidomana-

lyse in der Gesamtfliege durchgefuhrt.

Die massenspektrometrische Lipidomanalyse, welche in Kooperation mit Carsten Jae-
ger vom Bundesinstitut fir Materialforschung erfolgte, zeigte eine teils signifikante Re-
duktion von CL-Spezies bei CLS-Mutanten im Vergleich zur Kontrollgruppe (s. Abbil-
dung 31). Insbesondere die Subtypen 72:10, 70:8, 70:7, 66:5 und 64:4 zeigten sich
signifikant verringert. Die Reduktion betraf funf der acht gemessenen CL-Spezies sig-

nifikant.

Zusammengefasst konnte die Lipidomanalyse bestétigen, dass die Mutation des CLS-
Gens auch im heterozygoten Zustand zu einer signifikanten Reduktion verschiedener
CLS-Spezies fihrte.
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Abbildung 31 Massenspektrometrische Bestimmung der CL-Spezies in CLS-Mutanten (rot) und
Kontrollfliegen (schwarz). Die dargestellte Subklassifizierung der CL in beispiels-
weise CL 72:10, bedeutet, dass dieses CL 72 Kohlenstoffatome und zehn Doppelbin-
dungen in seinen Acylgruppen besitzt. Die Reduktion der CL betrifft mit finf der acht
gemessenen CL-Spezies einen grof3en Anteil der CL. Pro Gruppe wurden je drei Flie-
gen zu einer Probe zusammengelegt. Pro Genotyp wurden 18 bzw. 17 Proben analy-
siert. Statistische Analyse: ungepaarter T-Test. ***p< 0.001, **** p< 0.0001

8.3.2 Mitochondriale Funktion der CLS-Mutante

Die mitochondriale Atmung und die daraus resultierende Produktion von ATP stellt den
Hauptweg der Energiegewinnung von nahezu allen Zellen dar. CL sind spezifisch in
der inneren Mitochondrienmembran lokalisiert. Dort stabilisieren sie unter anderem die
Komplexe der Atmungskette und verringern den Anfall von ROS (105) Es sollte daher
untersucht werden, inwiefern die reduzierten CL den Energiehaushalt der Kardiomy-
ozyten beeinflussen. Eine gangige Methode, um mit der Messung von Sauerstoffver-
brauch und extrazellularer Ansauerung — welche Ruckschlisse auf Lactatproduktion
und damit auf die Glycolyse ermdglicht - die beiden hauptsachlichen Wege der Ener-
giegewinnung von Zellen zu erfassen, ist der Seahorse XFe Analyzer von Agilent. Im
Besonderen entwickelten wir dafir eine Praparationstechnik (vgl. Kapitel 4.5.1) von

Drosophila, um das intakte, schlagende Fliegenherzen zu untersuchen (106).

Im Verlauf des Assays wurden, nach der Erfassung der basalen Respiration, schritt-

weise die Komplexe der Atmungskette inhibiert (vgl. Kapitel 7.5), womit die maximale
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Respiration, Protonen Leckage, ATP-abhangige Atmung, nicht mitochondriale Atmung

und die Kopplungseffizienz ermittelt werden konnten.

Das Experiment wurde zunéchst in einer Nahrlésung aus DMEM, Glucose und Gluta-
min durchgefuhrt. Hier zeigte sich kein signifikanter Unterschied zwischen den CLS-
Mutanten und ihren Kontrollgruppen (Abbildung 32): Die Messwerte fir die basale Re-
spiration waren anndhernd identisch. Auch auf Stress reagierten die Mitochondrien der
CLS-Mutante und ihre Kontrollen mit einer ahnlichen maximalen Respiration. Hinsicht-
lich Protonen Leckage, freier respiratorischer Kapazitat und ATP-gekoppelter Respi-
ration zeigten sich ebenfalls keine signifikanten Unterschiede. Der nicht-mitochondri-

ale Sauerstoffverbrauch lag bei beiden Gruppen in einem ahnlichen Bereich.

Zusammengefasst zeigten diese Messungen zwar stabile Messwerte, es konnten je-
doch keine Unterschiede in der mitochondrialen Funktion zwischen CLS-Mutante und

Kontrollfliegen herausgearbeitet werden.
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Abbildung 32 Mitochondriale Funktionsmessung in Herzen der CLS-Mutante und Kontrollflie-
gen. Versuchsmedium mit Glucose, DMEM und Glutamin. Konzentration der Inhibito-
ren: Oligomycin: 10 uM; FCCP: 5uM Rotenon/Antimycin:je 2,5 uM. N=4 bei n=65 Flie-
gen Ctrlv118 und n=66 Fliegen CLS"*, keine Signifikanzen mit ungepaartem T-Test

Fettsauren sind in vivo die Hauptenergiequellen des Herzens. Dies wurde in den bis-

herigen Messungen mit der Wahl des Mediums, welches lediglich Glutamin und Glu-

kose als Energiesubstrate enthalt nicht berlcksichtigt. Daher erganzten wir das Me-
dium um 1 mg/ml lipidreiches Bovines Serumalbumin (AlbuMAX™][) (107). Hierunter
grenzten sich die beiden Versuchsgruppen etwas deutlicher voneinander ab. Wahrend

sich der Uberwiegende Teil der Messungen, wie die basale Respiration, ATP-
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gekoppelte Respiration, maximale Respiration und nicht-mitochondrialer Sauerstoff-

verbrauch nicht signifikant voneinander unterschieden, so zeigte sich bei der Proto-

nen-Leckage und der freien respiratorischen Kapazitat eine signifikante Tendenz.
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Abbildung 33 Mitochondriale Funktionsmessung in Herzen der CLS-Mutante und Kontrollflie-

gen mit Lipidreichem Serum. Versuchsmedium mit DMEM, Glutamin, Glukose und
AlbuMAX ™|, Konzentration der Inhibitoren: Oligomycin: 10 uM; FCCP: 5uM; Ro-
tenon/Antimycin: je 2,5uM. N=2 bei n= 30 Fliegen Ctrl**18 und n=31 Fliegen CLS-

Mutante. £SEM. ungepaarter T-Test, *p 20.05
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8.3.2.1 TBARS

Die Entstehung von ROS in der Zelle aufgrund von oxidativem Stress hat weitrei-
chende Folgen. An der inneren Mitochondrienmembran mit den Komplexen der
Atmungskette und dem hohen Aufkommen an Elektronentransport fallen naturgemaf
ROS an. CL nehmen hier eine protektive Funktion ein. Sie umgeben die Komplexe der
Atmungskette und dienen durch ihren hohen Grad an ungesattigten Fettsduren als
eine Art Puffer, fur die lokal anfallenden ROS in Mitochondrien. Reagieren ROS mit
ungesattigten Fettsduren, so spricht man von Lipidperoxidation. Inwiefern sich die Li-
pidperoxidation zwischen Drosophila mit CLS Defizit von ihren Kontrollen unterschei-
det, sollte mit dem TBARS Assay ermittelt werden. Durch eine kolorimetrische Mes-
sung wird die Menge der Lipidperoxidation bestimmt, welche Rickschlisse auf die

ROS-Konzentration zulasst.

In der hier bislang einmal durchgefiihrten Messung von CLS-Mutanten ergab sich eine
nicht-signifikante Tendenz dahingehend, dass CLS-Mutanten leicht héhere Werte flr
Malondialdehyd aufwiesen, was im Umkehrschluss auf ein hoheres Level Lipidperoxi-
dation hinweisen wirde. Um die Tendenz statistisch zu sichern, wére eine erneute
Durchfihrung des Versuchs notwendig. Wéahrend sich die Messung der mitochondria-
len Funktion im vorangeganenen Abschnitt ausschlieRlich auf die Mitochondrien des
Fliegenherzens bezog, beziehen sich die im Rahmen dieses Experimentes erfassten

Daten auf die gesamte Fliege.
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Abbildung 34 Lipidperoxidation in CLS-Mutanten und Kontrollen. N=1, n= 4 Gruppen mit je 30
mannlichen Fliegen pro Gruppe, der ungepaarte T-Test zeigt keinen signifikanten Un-
terschied zwischen den Gruppen, dargestellt sind Median +SEM. Die Kolorimetrische
Messung erfolgte bei einer Wellenlange von 535nm. MDA - Malondialdehyd
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8.3.3 Langzeitiberleben der CLS-Mutante

Die Herzfunktionsanalyse der CLS-Mutanten wies darauf hin, dass die CLS-Mutation
Auswirkungen auf die Herzfunktion der betroffenen Fliegen hatte. Im folgenden Ver-
such sollte untersucht werden, ob nicht nur die Herzfunktion, sondern auch das Lang-
zeituberleben der Fliegen von der CLS-Mutation betroffen ist. Beim hierfur durchge-
fuhrten Experiment zur Uberlebensdauer zeigte sich kein signifikanter Unterschied im

Langzeitiiberleben der CLS-Mutanten verglichen mit der Kontrollgruppe.
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Abbildung 35 Langzeitiiberleben von CLS Mutante und Kontrollgruppe. Die Meier-Kaplankurve
zeigt die Uberlebensrate von CLS Mutanten (mannlich, n=104) im Vergleich zur Kon-
trollgruppe (ménnlich, n=122) bei normalen Zuchtbedingungen tber die Zeit. Die Anzahl
der lebenden Fliegen wurde dreimal woéchentlich dokumentiert. Der Log-Rank-Test
ergab keinen signifikanten Unterschied zwischen beiden Gruppen.



Diskussion 80

9 Diskussion

Hauptziel der vorliegenden Arbeit war es, den Einfluss von CL auf die Funktion des
Fliegenherzens zu untersuchen. Hierflr wurden zwei zentrale Schritte, einerseits der
letzte CL-Syntheseschritt durch die CLS und andererseits das CL-Remodeling durch
Taz blockiert. Anschlie3end wurde die Herzfunktion der jeweiligen Fliegen untersucht.
Hierbei zeigte sich im Wesentlichen keine konsistente Veranderung der Herzfunktion
unter dem Einfluss von Taz. Die Reduktion von CLS hingegen fuihrte zu einem kardia-
len Phanotyp, der sich durch eine erniedrigte Herzfrequenz, vergrol3erte Herzen, Ein-
schrankung der kardialen Funktion und eine erhohte Anfalligkeit fir Arrhythmien aus-
zeichnet. Die weiterfolgende Charakterisierung der CLS-defizienten Fliegen zeigte
einen weiteren Abfall der Herzfunktion mit zunehmendem Alter, jedoch keine Unter-
schiede im Langzeituberleben verglichen mit den Kontrollfliegen. Massenspektromet-
risch konnte eine signifikante Reduktion von CL in der untersuchten CLS Mutante
nachgewiesen werden. Eine mitochondriale Funktionsanalyse des Fliegenherzens
durch die Seahorse-Methode zeigte ein vergroRertes Protonen-Leck und eine gerin-
gere freie respiratorische Kapazitat von CLS Mutanten im Vergleich zu ihren Kontrol-

len.

Zusammengefasst zeigten die hier vorliegenden Ergebnisse, dass CLS einen Einfluss
auf die Herzfunktion von Drosophila hat, jedoch sind weitere Untersuchungen notwen-

dig, um den zugrunde liegenden Mechanismus im Detail aufzuklaren.

9.1 Drosophila als Modellorganismus in der kardiovaskularen Forschung

Steht, wie beispielsweise im Rahmen des Barth Syndroms, ein spezifisches Gen im
Verdacht, eine Erkrankung auszulésen, ist Drosophila ein passender Modellorganis-
mus, um diesen Verdacht zu konkretisieren. Grol3 angelegte Screenings kdnnen mit
der Fruchtfliege kostengtinstig und schnell durchgeftihrt werden. Dabei ist die Wahr-
scheinlichkeit hoch, dass ein Gen, welches zu einer Erkrankung im Menschen beitragt,
einen entsprechenden Phanotyp in der Fliege zufolge hat, denn 75% der humanen
krankheitsverursachenden Gene verfiugen Uber ein Ortholog in Drosophila (61).
Gleichzeitig mangelt es dem Drosophila-Genom an genetischer Redundanz. Dies hat
zur Folge, dass die Fliege den Ausfall eines Gens oder den Defekt eines Genproduk-
tes, anders als beim Menschen, der Uber ein redundantes Genom verfiigt, nicht kom-

pensieren kann. So tritt ein Phanotyp in der Fliege in der Regel viel starker zutage, als
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im Menschen (108). Drosophila eignet sich daher hervorragend, um das Zusammen-
spiel aus Genetik und Metabolismus zu untersuchen. Das Fliegengenom verfiigt ei-
nerseits uber zahlreiche Parallelen zum Menschen, andererseits ist es weniger kom-
plex, wodurch sich Mechanismen schneller identifizieren lassen, die sich dann auf ein
komplexeres System wie den Menschen Ubertragen lassen (61). Dennoch muss die
Forschung an Fruchtfliegen in dem Wissen erfolgen, dass der Mangel an genetischer
Redundanz auch eine Limitation des Modellorganismus Drosophila darstellt. Aufgrund
der Redundanz verfliigen Vertebraten tber spezifische Mechanismen der Genregula-
tion, welche an der Fliege nicht untersucht werden kénnen. Das Herz der Fliege ist
zwar deutlich weniger komplex als das eines Vertebraten, doch sowohl in der embry-
onalen Entwicklung als auch funktionell gibt es viele Gemeinsamkeiten (61). Die Tran-
skriptionsfaktoren, die zur Spezifikation von Kardiomyozyten fuihren, sind &hnlich.
Wahrend tinman die Differenzierung von Kardiomyozyten von Drosophila reguliert, so
wurde der Nkx2.5 als Ortholog fiir diesen Spezifikationsprozess in Vertebraten identi-
fiziert (109). Fehlt tinman in Drosophila, so hat dies zur Folge, dass keine Differenzie-
rung des Herzschlauches in der embryonalen Entwicklung von Drosophila stattfindet
(109). Ein Defekt des orthologen Nkx2.5-Gens ist eine Ursache fur kongenitale Herz-
fehler bei Menschen, die beispielsweise zu einem artrialen Septumdefekt fihren kon-
nen (110). Aufgrund dieser genetischen Zusammenhéange hat sich Drosophila in der
Erforschung von kardialen Erkrankungen etabliert (111,112). Eine Einschrankung hin-
sichtlich der Verwendung von Drosophila als Modell fiir kardiale Erkrankungen bleibt
die koronarienunabhangige Sauerstoffversorgung des Herzens im Kontrast zu Ver-
tebraten (61).

Die hier verwendete fluoreszenzbasierte Videomikroskopie (87) ermdglicht die kardi-
ale Untersuchung grofRer Versuchsgruppen. Ist die Etablierung der Methode erfolgt,
nimmt die eigentliche Messung der Herzfunktion nur wenige Sekunden pro Individuum
in Anspruch. Die zu untersuchenden Fliegen werden fiir die Mikroskopie am Ricken
fixiert, sind aber ansonsten keiner Manipulation ausgesetzt, die die Untersuchungser-
gebnisse beeinflussen kann. Bei der Durchfiihrung der Mikroskopie sind die Fliegen
wach und nicht anasthesiert. Die Chancen der neuartigen in vivo Herzfunktionsanalyse
(87), gegenuber der anderen Formen der Herzfunktionsanalyse (62,86) liegen im ein-
fachen Versuchsaufbau und damit einhergehend der geringen Anfalligkeit fir Stérun-
gen der Messung durch untersucherbedingte Manipulation. Die Ergebnisse dieser Un-

tersuchung sind sehr gut reproduzierbar und durch ihre hohe Auflésung sind die hier
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entstehenden Sequenzen daflr geeignet, auch die dynamische Bewegung des Her-
zens im Kontraktionszyklus nachzuverfolgen. Es ist zudem denkbar, mit weiteren in
die Fliege eingebrachten Fluoreszenzkonstrukten wie beispielsweise mit GFP-a-
Aktinin nicht nur das Herz als Gesamtes, sondern weitere Details wie in diesem Fall
Sarkomere sichtbar zu machen. Diese kénnten in vivo mittels dem hochauflésenden,
im Rahmen dieser Methode gewonnenen Bildmaterial im Verlauf des Herzzyklus zu

beobachtet und analysiert werden (87).

Mit der Mdglichkeit der in-vivo Herzfunktionsanalyse, wie sie von Klassen et al. (87)
entwickelt wurde, kdnnen groRe Versuchsgruppen im Rahmen eines Screenings gut
reproduzierbar und detailliert hinsichtlich ihrer Herzfunktion untersucht werden. So
wird der Verwendung von Drosophila als Modell zur Identifikation neuer Regulations-
mechanismen und genetisch bedingten Erkrankungen in Herzkreislauf-Erkrankungen

trotz ihrer Limitationen weitere Bedeutung verliehen.

9.2 Tafazzin

Taz nimmt in der Konfiguration von reifem CL die Schlusselposition des Remodeling
ein. Das Remodeling durch Taz ist der am ausfihrlichsten untersuchte Teilschritt der
CL-Synthese. Die Auswirkungen eines Taz-Defizits auf die Herzfunktion von Droso-
phila wurden jedoch bislang nicht im Detail untersucht. Die hier mittels in vivo Fluores-
zenzmikroskopie durchgefuhrte Herzfunktionsanalyse wurde sowohl fir eine Taz-Mu-
tante, welche aufgrund einer Exzision im Taz-Gen kein vollstandig transkribierte Taz-
RNA aufweist (60), als auch fur einen herzspezifischen Taz-KD angewandt, der im

Rahmen dieser Arbeit generiert wurde.

Die Herzfunktionsanalyse der Taz -Mutante ergab einen signifikanten Anstieg der
Herzfrequenz, sowie eine Verkirzung des diastolischen Intervalls und einer erhdhten
Relaxationsgeschwindigkeit. Dies filhrte zu einer Verkirzung des gesamten Herzzyk-
lus. Zudem war der enddiastolische Diameter der Herzen von Taz-Mutanten im Ver-
gleich zu ihren Kontrollen erhdht. Daraus resultierend zeigten sich erhéhte Schlagvo-
lumen und ein vergroRerter kardialer Auswurf der Taz-Mutanten im Vergleich zur
Kontrollgruppe. Bislang sind keine Studien bekannt, die die Herzfunktion von adulten
Taz-mutierten Drosophila untersuchten. Xu et al. konnten in von ihnen untersuchten
Taz-mutierten Drosophila im frihen verpuppten Stadium zeigen, dass kein Unter-

schied hinsichtlich der Herzfrequenz von Taz-mutierten Puppen im Vergleich zu Kon-
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trollgruppen nachweisbar war (60). Da diese Untersuchungen in einem anderen Ent-
wicklungsstadium und mit einer anderen Methode erfolgten, lasst sich keine Verbin-
dung zu den Daten der hier vorliegenden Arbeit herstellen. Die hier erhobenen Mess-
werte wurden mit der von Xu publizierten, im Rahmen seiner Experimente homozygot
verwendeten Taz-Mutante durchgefiihrt (60). Die Charakterisierung der Fliege zeigte,
dass diese im homozygoten Zustand ein massenspektrometrisch gemessenes, signi-
fikantes CL-Defizit aufweist (60). Die in der vorliegenden Arbeit verwendete Methode
der Herzfunktionsanalyse erforderte das Einkreuzen eines Fluoreszenztreibers in das
Fliegengenom. Dies hatte zur Folge, dass die hier untersuchten Fliegen heterozygot
fur die Mutation von Taz waren. Im Rahmen ihrer Versuche konnten Xu und Kollegen
zeigen, dass heterozygote Taz-Mutanten keine Verringerung der totalen CL-Menge im
Vergleich zur Kontrollgruppe aufwiesen (60). Wenngleich im Rahmen dieser Arbeit die
CL-Levels der Taz-Mutanten nicht bestimmt wurden, legte die Arbeit von Xu et al. die
Vermutung nahe, dass auch die hier generierten heterozygoten Taz-Mutanten unver-
anderte CL-Levels hatten. Dies konnte erklaren, weshalb das Herz kaum funktionelle
Verschlechterungen aufwies. Aufschlussreich wére in diesem Fall die Generierung ei-
ner homozygoten Taz-Mutante mit kardialem Fluoreszenzkonstrukt, um die in vivo

Herzfunktionsanalyse auch fur diese Fliegen durchfiihren zu kénnen.

Der ausgepragte, durch homozygote Taz-Mutation bedingte Phanotyp in Drosophila
zeigte sich durch eine reduzierte Muskelfunktion, die sich in einer signifikant geringe-
ren negativen Geotaxis, der Fahigkeit gegen die Schwerkraft nach oben zu klettern,
aulRerte (60). Zusatzlich wiesen die elektronenmikroskopisch untersuchten Flugmus-
keln in signifikanter Menge pathologisch aussehende Mitochondrien auf, die sich durch
verdichtete Cristae in der inneren Mitochondrienmembran darstellten (60). Diese Er-
gebnisse machen deutlich, welch eine zentrale Rolle Taz und CL fiir die Funktion der
Muskeln in Drosophila einnehmen. Es kann vermutet werden, dass auch die Herzfunk-
tion bei homozygoten Taz-Mutanten eingeschrankt ist. Um die Auswirkung der hetero-
zygoten Taz-Mutation im Vergleich zur homozygoten Fliege zu charakterisieren, wéren
Untersuchungen zur negativen Geotaxis sowie die Charakterisierung der mitochondri-

alen Morphologie und Funktion im Fliegenherz sinnvoll.

Um die kardialen Auswirkungen eines Taz-Defizites und damit einhergehend CL-
Mangels genauer zu untersuchen, wurden in der vorliegenden Arbeit erganzend zur
Taz-Mutante zwei verschiedene herzspezifische Taz-KDs generiert. Diese wurden

ebenfalls mit Fluoreszenzmikroskopie hinsichtlich ihrer Herzfunktion untersucht. Die
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beiden KDs unterschieden sich in der Lokalisation der Interferenz-RNA auf dem Ge-
nom, gekennzeichnet durch KK und GD (s. Methodenteil). Im Taz RNAI KK-KD zeigten
sich mehrere der erhobenen Parameter, darunter Herzfrequenz, Herzzyklus, Diastoli-
sches Intervall, maximale Relaxationsgeschwindigkeit, Arrhythmie-Index, sowie der
kardiale Auswurf dahingehend inkonsistent, dass sich jeweils nur eine der beiden Kon-
trollgruppen signifikant vom Taz RNAi KK-KD unterschied. Im Fall der Herzfrequenz

zeigten sich alle drei Gruppen signifikant unterschiedlich voneinander.

Der KD mittels GD-Interferenz RNA (RNAI) zeigte fur die Parameter Herzfrequenz,
Herzzyklus, Diastolisches Intervall, Arrhythmie-Index und kardialen Auswurf signifi-
kante Unterschiede zwischen allen drei Gruppen. Die Fraktionelle Verkirzung wies
lediglich einen signifikanten Unterschied zwischen den beiden Kontrollgruppen auf.
Beim kardialen Auswurf und der maximalen Relaxationsgeschwindigkeit hoben sich

eine Kontrolle und der KD signifikant von der anderen Kontrolle ab.

Die Kontrollgruppen bei einem KD dienen dazu, zu tGberpriufen, ob das RNAi-Konstrukt
selbst, auch ohne Aktivierung durch das Gal4-Protein Einfluss auf die zu untersuchen-
den Parameter hat. Im Fall der hier vorliegenden Ergebnisse mit zahlreichen Abwei-
chungen von Messwerten zwischen beiden Kontrollgruppen war dies in Erwagung zu
ziehen. Zur weiteren Einordnung der Ergebnisse der Taz-KD Fliegen ware die Quan-
tifizierung der Taz-mRNA in den Fliegenherzen notwendig, um Ruckschliusse tber die
Starke des KD zu ziehen. Darauf aufbauend wéare eine massenspektrometrische Mes-
sung der CL sinnvoll, um die direkten Auswirkungen dieser Taz KD auf CL zu ermitteln.
Zur Verstarkung des Taz-Defizites ware zudem denkbar, verschiedene Taz-RNAI-
Konstrukte durch Kreuzung entsprechender Fliegen miteinander zu kombinieren. Die
Herzfunktionsanalyse der Taz-KD wurde in dieser Arbeit im Rahmen eines Screenings
von kardialen Phanotypen aufgrund von CL-Mangel durchgefihrt. Da die Taz-KD Flie-
gen keinen markanten Herzphénotyp aufwiesen, erfolgten keine weiteren Untersu-

chungen dieser.

Anders als die im Rahmen dieser Arbeit charakterisierten Taz-defizienten Fliegen, zei-
gen Mause, bei denen durch die Applikation von Doxycyclin ein Taz-Defizit induziert
wurde, einen kardialen Phanotyp. Dieser &ul3erte sich in Form einer milden late-onset
Kardiomyopathie, sowie Schwache der Skelettmuskulatur (113). Im Gegensatz zum
Menschen (59), zeigte sich jedoch keine pa- oder perinatal erhdhte Letalitat in Assozi-

ation mit einem Taz-KD (113). Powers et al. zeigten, dass auch Mause, ahnlich wie
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Drosophila, eine Skelettmuskelschwache aufweisen (114). Weiterfihrende Untersu-
chungen ergaben eine abnormale Respiration sowie eine veranderte Ultrastruktur der
Mitochondrien in Taz-defizienten Mausen (114). Mit einer hoheren Doxycyclin-Dosis
konnten Phoon et al. eine linksventrikulare non-compaction Kardiomyopathie in M&u-
sen induzieren und folgerten daraus, dass Taz moéglicherweise eine Rolle bei der Ver-
dichtung des Myokards im Rahmen der Embryonalentwicklung bei Méausen spielt
(115).

Im Menschen fiihrt die x-chromosomal vererbte Mutation des Taz-Gens fuhrt zu einem
als Barth-Syndrom bezeichneten Krankheitsbild, bestehend aus Schwéche der Ske-
lettmuskulatur, Defizit in der Immunabwehr, Kardiomyopathie und Gedeihstoérung (58).
Bei der meist bereits im kindlichen Alter diagnostizierten Kardiomyopathie kann es sich
um eine dilatative, eine hypertrophe oder eine non-compaction-Kardiomyopathie han-
deln (116). Im Verlauf ist kardiales Versagen eine haufige Ursache flr Komorbiditat
und das verfrihte Versterben dieser Patienten (117). Unabhangig von der Auspragung
der Kardiomyopathie besteht ein stark erhéhtes Risiko fur das Auftreten von Arrhyth-
mien (117). Durch die Mutation des Taz-Genes kommt das Remodeling von unreifem
CL zu reifem CL zum Erliegen. Wie auch im bereits beschriebenen Mausmodell kommt
es in der inneren Mitochondrienmembran zur Verschiebung des Verhaltnisses aus Mo-
nolysocardiolipin zu reifem CL in Richtung der unreifen Vorstufe (118). Jedoch konnte
bislang keine Korrelation zwischen der Art der Mutation und der Auspragung des Barth
Syndroms oder dessen Verlauf gefunden werden (119). Aufgrund der Lokalisation des
Tafazzin-Gens auf dem X-Chromosom sind bislang lediglich Falle mannlicher Barth-
Syndrom-Patienten bekannt. Dies legt nahe, dass Frauen durch ihr zweites Taz-Gen
auf dem anderen X-Chromosom den Ausfall eines Taz-Gens kompensieren konnen.
Fir ein tiefergehendes Verstandnis ware eine Untersuchung der Konduktorinnen und
die Aktivitat ihres gesunden Taz-Genes interessant, da dies moglicherweise kompen-
satorisch aktiver ist. Infolge ware zu untersuchen, ob diese Frauen verédnderte CL
Plasma- oder Gewebespiegel aufweisen, oder sich Hinweise auf eine veranderte mi-
tochondriale Funktion finden. Weiterhin ware zu beobachten, ob es in der Gruppe der

Konduktorinnen Erkrankungen gibt, die gehauft oder verfriiht auftreten.

Zusammengefasst konnten die hier erhobenen Daten zum Einfluss von Taz auf die
Herzfunktion von Drosophila keinen klaren Phanotyp zeigen. Daten aus anderen Mo-

dellen und dem Menschen zeigen jedoch eine deutliche Auswirkung eines Taz-Defiz-
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tes auf die kardiale Funktion. Eine Erweiterung der Herzfunktionsanalyse um eine ho-
mozygote Taz-Mutante sowie Messungen zu CL-Levels waren notwendig, um hier
Aussagen Uber die Auswirkungen eines Taz-Defizites auf die kardiale Funktion von

Drosophila treffen zu kbnnen.

9.3 CLS-Mutante

Neben den Auswirkungen von Taz auf die Herzfunktion von Drosophila, wo keine mar-
kanten kardialen Effekte nachgewiesen werden konnten, wurden im Rahmen dieser
Arbeit auch die Auswirkungen von CLS auf die kardiale Funktion der Fruchtfliege un-
tersucht. Die CLS tUbernimmt den letzten Schritt der Synthese von unreifem CL. Eine
verminderte Aktivitat hat reduzierte Konzentration von reifem CL zur Folge und daher
eignet sich eine Fruchtfliege mit CLS-Defizit zur Untersuchung des Einflusses von CL

auf die Herzfunktion.

9.3.1 Herzfunktion bei CLS-Defizit

Um den Einfluss von reduziertem CL auf die Herzfunktion von Drosophila weiter zu
untersuchen, wurde eine Fliege mit CLS-Mutation mittels in vivo Herzfunktionsanalyse
analysiert. In Erweiterung hierzu wurden dieselben Analysen in Fliegen mit herzspezi-
fischem KD der CLS durchgefihrt. Sowohl der KD von CLS als auch die Mutation
fuhrten zu signifikant vergréRerten Herzdiametern in Systole und Diastole. Der CLS
KD zeigte eine verringerte fraktionelle Verkirzung des Herzens im Rahmen der Kon-

traktion, die jedoch in der CLS Mutante nicht zu sehen war.

Sowohl der CLS KD als auch die CLS-Mutante wiesen eine erniedrigte Herzfrequenz
bei einer verlangerten Dauer des Herzzyklus auf. Die Ursache hierflr liegt in beiden
Fallen im Wesentlichen im prolongierten diastolischen Intervall. Das systolische Inter-
vall zeigte sich lediglich bei den CLS KD verlangert, nicht bei den CLS-Mutanten. Ge-
mein ist KD und Mutante aul3erdem, dass sie ein erhdhtes Arrhythmie-Risiko vergli-

chen mit ihren Kontrollen aufwiesen.

Schlame und Kollegen konnten in ihrer Untersuchung derselben CLS-Mutante, die
auch im Rahmen der hier durchgefiihrten Experimente verwendet wurde, bereits zei-
gen, dass diese eine signifikant verringerte Herzfrequenz in einem frilhen Stadium der
Verpuppung aufweisen (120). Wenngleich die Daten von Schlame et al. in einem
friheren Entwicklungsstadium erhoben wurden und sich auch in den verwendeten Me-

thoden unterscheiden, so zeigten auch die hier erhobenen Daten tGibereinstimmend mit
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den Daten von Schlame eine verringerte Herzfrequenz von Drosophila mit CLS-Defizit.
Weiterfihrende Daten zur Herzfunktion dieser CLS-Mutante wurden bislang nicht ver-
offentlicht. Funktionelle Untersuchungen ergaben zudem ein motorisches Defizit, das
sich bei untersuchten Larven mit verringerter Fortbewegung und in adulten Fliegen

durch reduzierte Kletterfertigkeiten auf3erte (120).

Ein Abfall der Herzfrequenz wurde in der Literatur flr Drosophila auf3erdem im Kontext
des Alterungsprozesses beschrieben (108). Eine weitere Arbeitsgruppe konnte eine
signifikante Reduktion im Zusammenhang mit der Inaktivierung der Sarkoendoplas-
matischen-Retikulum-Kalzium-ATPase einen Abfall der Herzfrequenz von Drosophila
nachweisen (121). Diese Daten warfen die Frage auf, ob die reduzierte Herzfrequenz
moglicherweise im Kontext eines geringeren ATP-Angebotes in CLS-defizitaren Flie-
gen zu betrachten ist.

Vergleicht man die Ergebnisse der Herzfunktionsanalyse von Drosophila mit jener von
Mausen mit CLS-Defizit, so konnten Saini-Chohan et al. in einem Modell mit spontan-
hypertensiven Ratten zeigen, dass die Entwicklung einer HI mit einer Reduktion der
kardialen CLS mRNA Expression und der CLS Aktivitat einhergeht (122).

Die hier durchgefuhrten Experimente untersuchten die Herzfunktion von Drosophila
unter Ruhebedingungen. Weiterfihrend hierzu wére ein Versuchsaufbau interessant,
der die Herzfunktion unter Stress analysiert, da das kardiovaskuléare System der Fliege
das CL-Defizit moglicherweise in Ruhe kompensieren kann, bei erhdhter Leistung
dazu jedoch nicht mehr in der Lage ist. Da alle Lebewesen im Verlauf regelmafiig ver-
schiedensten Arten von Stress ausgesetzt sind und dieser dadurch einen wesentlichen
Einfluss auf eine Auspragung von Erkrankungen haben kann (123), wéare die kardiale
Untersuchung von CL-defizitaren Drosophila unter Stress relevant. In der praktischen
Umsetzung kdnnte akuter Stress durch Oktopamin induziert werden. Oktopamin ist ein
Monoamin, was in seiner Funktion dem Adrenalin im Menschen &hnelt. Es ist bekannt,
dass dieses Monoamin uber G-Protein gekoppelte Rezeptoren agiert (124) und bei
Drosophila zu einem Anstieg der Herzfrequenz fihrt (125). Das Oktopamin kdnnte
durch eine Injektion in das Abdomen der Fliege direkt vor der Untersuchung appliziert
werden. Mdglicherweise treten im Rahmen von akutem Stress noch weitere Unter-
schiede in der Herzfunktion und der Kompensationsfahigkeit von CLS-defizitaren Flie-
gen im Vergleich zum Wildtyp zutage. Eine Herzfunktionsanalyse mit einem Versuchs-

aufbau der chronischen Stress flr die Fliege verursacht, beispielsweise durch erhdhte
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Temperatur oder Fasten, wére in Erganzung zu dem Modell des akuten Stresses er-

strebenswert.

Zusammenfassend zeigten die hier durchgefuhrten Versuche, dass sich unabhangig,
ob ein gewebsspezifisches oder globales CL-Defizit vorliegt, sich ein kongruenter Pha-
notyp in der Herzfunktionsanalyse zeigt, der sich in vergro3erten Herzen, einer Ver-
langsamung der Herzfrequenz, einer Einschrankung der systolischen und diastoli-
schen Herzfunktion und einem erhohten Risiko fur Arrhythmien zusammenfassen
lasst. MAglicher Weise ist dieser Phanotyp in Teilen durch eine Verénderte Mitochond-

riale Funktion zu sehen, die in Kapitel 9.3.3 diskutiert wird.

9.3.2 Auswirkung eines CLS-Defizites auf den Alterungsprozess des
Fliegenherzens

Inwiefern ein CL-Defizit die Funktion des alternden Herzens beeinflusst, wurde durch
eine Herzfunktionsanalyse in sieben Wochen alten CLS-Mutanten und Kontrollen un-
tersucht. Wahrend sich die Diameter der Herzen Uber die Zeit nicht verdnderten, kam
es mit zunehmendem Alter zu einem signifikanten weiteren Abfall der Herzfrequenz,
sowohl in der Kontrollgruppe als auch in der CLS-Mutante. Der Herzzyklus verlangerte
sich ebenfalls in beiden Gruppen signifikant mit zunehmendem Alter. Die sieben Wo-
chen alte CLS-Mutante wies hier im Vergleich zu den sieben Wochen alten Kontrollen
eine signifikante Verlangerung des Herzzyklus auf. Der verlangerte Herzzyklus grun-
det primar auf einem signifikant zunehmenden diastolischen Intervall mit dem Alter.
Das systolische Intervall zeigte einen signifikanten Unterschied zwischen drei Wochen
und sieben Wochen alten Kontrollfliegen. Zwischen den sieben Wochen alten CLS-
Mutanten und deren Kontrolle ergibt sich jedoch kein signifikanter Unterschied mehr.
kardiale Auswurf, aufgrund des Abfalls der Herzfrequenz signifikant. Die Untersuchun-
gen zeigten, dass zunehmendes Alter das Auftreten von Arrhythmien erhéht. Hiervon
sind die sieben Wochen alten CLS-Mutanten in signifikant hdherem Ausmalf? betroffen

als ihre Kontrollen.

Zusammenfassend zeigte sich in der Kontrollgruppe eine altersbedingte Verénderung
der Herzfunktion. Betrachtet man die Herzfunktion der CLS-Mutanten schien der Abfall
verschiedener Parameter mit zunehmendem Alter noch deutlicher zu sein als in den
Kontrollen. Da die CLS-Mutation jedoch bereits mit schlechteren Messwerten im jun-

gen Alter einherging, unterschied sich der relative Abfall kaum von dem der Kontroll-

gruppe.
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Studien hinsichtlich der Herzfunktion von Drosophila ergaben, dass auch das Herz der
Fruchtfliege einem Alterungsprozess unterliegt (126). Ocorr et al. zeigten, dass bei funf
Wochen alten Fliegen die kardiale Rhythmizitat im Vergleich zu jungeren Fliegen ab-
nahm und die Dauer eines Herzzyklus zunehmend war (76). Diese Versuche erfolgten
in Kontrast zu den hier durchgefiihrten Versuchen aufgrund der verwendeten Prapa-
rationstechnik am denervierten Herzen (76), weshalb die Ergebnisse nur einge-
schrankt vergleichbar sind. Klassen et al. untersuchten mit der hier verwendeten Me-
thode die Herzfunktion von Wildtyp-Drosophila. In den ersten dreil3ig Lebenstagen
zeigte sich eine stabile Herzfunktion (87). Ab dem flinfzigsten Lebenstag liel3 sich ein
Abfall der Herzfrequenz, sowie ein prolongiertes systolisches Intervall (87) nachwei-
sen. Zudem ergaben die Messungen eine Verlangerung des diastolischen Intervalls
und infolge der verlangerten Herzzeitintervalle ein verminderter kardialer Auswurf (87).
Keine Unterschiede ergaben sich hinsichtlich der fraktionellen Verkirzung, des
Schlagvolumens und den Diametern der Herzen (87). Zusammengefasst sehen Klas-
sen und Kollegen in ihren Experimenten eher die zeitliche Komponente der Herzarbeit
vom Alterungsprozess betroffen und weniger die mechanischen und raumlichen Kom-
ponenten der Herzarbeit (87). Die Messdaten der Herzfunktion, die Klassen und Kol-
legen im Rahmen ihrer Untersuchung erhoben (87), stimmen mit den im Rahmen die-
ser Arbeit generierten Daten fir sowohl die drei als auch sieben Wochen alten
Kontrollfliegen tberein. Die CLS-Mutante zeigte im Altersvergleich eine deutliche Ver-
schlechterung der Herzfunktion. Auch hier waren analog zu den Kontrollfliegen zeitli-
che Parameter der Herzarbeit betroffen, wahrend die raumlichen Komponenten wie
Herzdiameter, fraktionelle Verkiirzung und Schlagvolumen sich mit zunehmendem Al-

ter nicht verandern.

Zusammengefasst deuteten die hier erhobenen Daten darauf hin, dass die CLS-
Mutation die Alterung des Herzens zu beschleunigen schienen. Die von Klassen und
Kollegen erhobenen Daten die fur die Herzfunktion von zehn und sechzehn Wochen
alten Kontrollen, mit zunehmendem Alter einen weiteren Abfall der Herzfrequenz zei-
gen (87) stutzen diese Hypothese in Teilen, denn hinsichtlich der maximalen Relaxa-
tionsgeschwindigkeit, die in den Experimenten von Klassen einen deutlichen Abfall mit
zunehmendem Alter ergab, zeigten die sieben Wochen alten CLS-Mutanten keinen

Abfall der maximalen Relaxationsgeschwindigkeit (87).
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Auch im Menschen finden altersbedingte Veranderungen der Struktur und der Physi-
ologie des Herzens statt, die einen grol3en Einfluss auf den Verlauf von Herzkreis-
lauferkrankungen nehmen konnen (127). Die am haufigsten beobachteten Verande-
rungen sind neben einem erhohten arteriellen Druck, die ventrikulare Hypertrophie und
die diastolische Dysfunktion (127-129). Auf molekularer Ebene konnte gezeigt wer-
den, dass im Alterungsprozess des Herzens die Dauer der Aktionspotentiale zunimmt
und die Freisetzung von Kalzium verandert ist (130). Auch dies konnte in Drosophila
im Rahmen der Herzfunktionsanalyse mittels Kalzium-Sensing gemessen werden. Ein
Vergleich von Kontrollen und CLS-Mutante wéare insofern aufschlussreich, als dass
sich in der Kontrollgruppe der physiologische Alterungsprozess nachzeichnen lasst
und in der CLS-Mutante die Auswirkung chronisch erniedrigter CL-Level im Kontext
des Alterungsprozesses. Dies zu verstehen kdnnte dazu beitragen, die wahrscheinlich
kumulativen Auswirkungen von Veranderungen im CL-Haushalt, wie sie beispiels-
weise im Rahmen von HI oder nach Myokardinfarkt in Kombination mit dem nattirlichen
Alterungsprozesses auftreten, zu verstehen (7). Aus diesem Verstandnis heraus,
ergibt sich die Chance, neue pharmakologische Konzepte zu entwickeln.

Die hier durchgefuhrte Messung des Langzeittiberlebens ergab keine Unterschiede
zwischen CLS-Mutanten und ihren Kontrollen. Im Kontrast zu den hier erhobenen Da-
ten, ergaben die Untersuchungen von Schlame und Kollegen eine drastisch verrin-
gerte Uberlebensdauer von CLS-Mutanten im Vergleich zu Kontrollfliegen (120). Wah-
rend die CLS-Mutanten maximal 25 Tage alt wurden, Uberlebten die Kontrollen bis zu
80 Tage (120). Die Abweichung der Uberlebensdauern bei &hnlichem Experimentauf-
bau ist moglicherweise im Kontext der Auspragung der Mutation zu sehen. Wahrend
die hier untersuchten Fliegen heterozygot fir die CLS-Mutation waren, ist fir die von
Schlame et al. (120) verwendeten CLS-Mutanten nicht genau zu eruieren, ob die CLS-
Mutation homozygot oder heterozygot vorlagen. Da der Phénotyp deutlich ausgeprag-
ter war, lasst sich eine homozygote Mutation oder die Kreuzung mit einer Defizienz-

Fliege vermuten.

Zusammenfassend zeigte sich der kardiale Phanotyp von Drosophila bei CL-Defizit
zusétzlich durch den Faktor Alter beeintrachtigt. Das Langzeitiberleben blieb jedoch

unbeeinflusst.
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9.3.3 Auswirkung von CL-Mutation auf zellularer Ebene

Nachdem sich in der Herzfunktionsanalyse von CLS-defizienten Fliegen ein deutlicher
kardialer Phanotyp herausarbeiten liel3, sollten nun weitere, auf Zellebene ansetzende,

Versuche erfolgen, um der Ursache fur diesen kardialen Phanotyp ndherzukommen.

CL-Spezies

Um einen Eindruck davon zu bekommen, inwiefern die heterozygot vorliegende Muta-
tion fur die CLS die CL-Levels in der Fliege verandert, wurden die CL-Spezies in der
gesamten Fliege massenspektroskopisch bestimmt. Hierbei ergab sich eine signifi-
kante Reduktion mehrerer CL-Spezies. Hochsignifikant reduziert waren die CL-
Spezies 72:10, 70:8, 70:7, 66:5 und 64:4. Bei drei der gemessenen CL-Spezies ergab
sich kein signifikanter Unterschied zwischen CLS-Mutante und Kontrollen. Am haufigs-
ten vertreten waren die CL 72:9 und 70:7. Aus Untersuchungen am Menschen ist be-
kannt, dass es, je nach Organsystem, in der Regel eine dominante CL-Spezies gibt.
Im humanen Herzen handelt es sich beispielsweise um CL 72:8 (131). Untersuchun-
gen an Drosophila konnten jedoch zeigen, dass es in der Fliege meist mehrere domi-
nante Subgruppen von CL gibt (132). Die Ergebnisse dieser Analysen ergab, dass die
CL 72:8, 68:6 und 64:4 in Drosophila dominant sind (132). Weiterhin konnte in einer
massenspektrometrischen Untersuchung der CLS-Mutante gezeigt werden, dass ein
nahezu kompletter Verlust von CL zu einer kompensatorischen Erhéhung von Phos-
phatidylglycerol, einer Vorstufe von CL flihrt, sich ansonsten aber keine Veranderung
der PL ergeben (120). Eine erste Vermutung, dass sich je nach Zusammensetzung
der Fette in der Fliegennahrung die Dominanz der CL-Spezies beeinflussen, erwies
sich als nicht zutreffend (132). Der Grund fur die Abweichung der hier gemessenen
dominanten CL-Subgruppen im Vergleich zu den in (132) als dominant identifizierten
CL-Spezies ist mdglicherweise technischer Natur. Sind einige CL-Spezies zwar vor-
handen, aber in zu geringer Konzentration, ist es moglich, dass sie in den hier vorlie-
genden Datensétzen nicht eingegangen sind, da sie aufgrund ihrer zu geringen Kon-
zentration nicht massenspektrometrisch miterfasst wurden. Auch ohne den genauen
Grund fur die abweichenden CL-Spezies, die hier im Vergleich zur oben zitierten Stu-
die auftreten, zu kennen, zeigen die Daten mit der signifikanten Reduktion von mehre-
ren CL-Spezies, dass auch der Ausfall nur eines CL-Genes nicht vollstandig kompen-

sierbar ist und es zu einer Reduktion der CL-Menge in Drosophila kommt.
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Mitochondrienfunktion

Um aufzuklaren, inwiefern sich die reduzierten CL-Spiegel der CLS Mutante auf die
Funktion von Mitochondrien auswirken, fihrten wir eine mitochondriale Funktionsana-
lyse mittels Seahorse-Technologie durch. Hierbei galt es insbesondere herauszufin-
den, ob der kardiale Ph&notyp der CLS-Mutante, insbesondere die gestorte Herzfunk-
tion, die vergroé3erten Herzen sowie die Anfalligkeit fir Arrhythmien in Zusammenhang
mit veranderter mitochondrialer Funktion stehen kénnten. Da lediglich die mitochond-
riale Funktion in Kardiomyozyten untersucht werden sollte, wurde die Messung mit
einer dafir entwickelten Praparation des Fliegenherzens verknupft. So war es mdglich,
den Sauerstoffverbrauch von Kardiomyozyten in ihrem nattrlichen Verbund im Flie-
genherz zu messen. Methodisch betrachtet ist die Untersuchung von Mitochondrien in
ihrer physiologischen Umgebung, was durch die Etablierung der Seahorse-Methode
fur Drosophila Herz gelungen ist (106), ein Novum. Bislang wurden isolierte Mito-
chondrien (133), embryonale Zellen (134), Praparate von Fliegenlarven (135) sowie
Gehirne von Drosophila (102) untersucht. Da Mitochondrien untereinander kommuni-
zieren und vielschichtig in die Signalwege der Zelle integriert sind (29), bringt die Un-
tersuchung der mitochondrialen Funktion in physiologischer Umgebung integriert in

den Zellverband einen grofen Mehrwert.

Unsere ersten Untersuchungen zeigten keinen Unterschied zwischen CLS Mutante
und Kontrolle hinsichtlich ihrer respiratorischen Aktivitat. Auch im nicht-mitochondria-
len Sauerstoffverbrauch zeigten sich keine Unterschiede. Dies steht in Kontrast zu hu-
manen Daten sowie Daten aus Tierversuchen. Diese zeigen, dass Veranderungen im
CL-Profil sich unabhangig davon, ob sie durch CLS-Defizit, ROS-Anfall oder einem
gestorten CL-Remodeling zustande kommen, mit mitochondrialer Dysfunktion assozi-
iert sind (136). Bei dem Versuchsaufbau mit Kombination aus Herzpraparation und
anschlieBender Untersuchung am intakten Fliegenherzen im Seahorse-Gerat handelt
es sich um eine junge Methode und es liegt lediglich eine Studie mit vergleichbarem
Aufbau vor (106), was die Einordnung der Ergebnisse erschwert. Da die Fliegenherzen
in den Messkurven adaquat auf die Inhibitoren reagieren, ist davon auszugehen, dass

die hier beschriebene Methode generell fiir die Messung geeignet ist.

Da das Herz als Energiesubstrat neben Glucose auch Fettsduren verwendet (11),
wurde, um die Physiologie der Versuchsmediums zu optimieren, zusatzlich zum Ver-
suchsmedium lipidreiches Bovines Serum (ALBUMAX™ 1) hinzugegeben. Dies diente

dazu auszuschliel3en, dass dieser Mangel an physiologischem Energiesubstrat in den
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Kardiomyozyten die Funktion der Mitochondrien beeintrachtigt. Hierunter wiesen die
CLS-Mutanten im Vergleich zu ihren Kontrollen eine signifikant hohere Protonenle-
ckage auf sowie eine geringere freie respiratorische Kapazitat. Die freie respiratorische
Kapazitat misst die Differenz zwischen maximaler und basaler Respiration (137). Muss
eine Zelle, beispielsweise als Reaktion auf Stress, auf einen erhéhten ATP-Bedarf re-
agieren, ist entscheidend wie adaquat sie das tut, ob sie die Kapazitat daftr hat. Ge-
nerell ist eine hohere respiratorische Reservekapazitat ein Zeichen dafur wie anpas-
sungsfahig und agil eine Zelle ist (137). Weiterhin ist die freie respiratorische Kapazitat
abhangig von der physiologischen Aufgabe einer Zelle und deren Proliferationssta-
dium, wobei proliferierende Zellen eine verringerte freie respiratorische Kapazitat auf-
weisen (138). Zudem lag eine erhthte Protonen Leckage vor. Diese beschreibt den
Protonenfluss Uber die mitochondriale Membran und den Grad der Entkopplung. Im
Fall einer mitochondrialen Schadigung kann diese erhdht sein. Unsere bisherigen Da-
ten zur mitochondrialen Funktion weisen also darauf hin, dass die CL Defizienz zu
einem Protonen Leckage und eingeschrankter freier respiratorischer Kapazitat fuhrt.
In Erweiterung dazu erfolgte die Quantifizierung von ROS-Levels in der ganzen Fliege
mittels TBARS-Assay. Hier zeigte die CLS-Mutante leicht erhéhte Werte im Vergleich
zur Kontrollgruppe. Dies gilt es jedoch in weiteren, herzspezifischen Untersuchungen

zu bestatigen.

Die Daten zur mitochondrialen Funktion kénnten einen Mechanismus fir die kardiale
Funktionseinschrankung in CLS-KD-Fliegen darstellen, missen aber in zukinftigen
Studien noch weiter untersucht werden. Zur weiteren Bestéatigung der kardialen mito-
chondrialen Funktionsregulation durch CLS, kdnnte die bereits in der Herzfunktions-
analyse untersuchte CLS KD-Fliege hinsichtlich der Funktion der kardialen Mitochond-
rien mittels Seahorse untersucht werden. Dies wirde der Tendenz, die die Daten zur

mitochondrialen Funktion der CLS-Mutante zeigen mdglicherweise unterstreichen.

Vorangegangene Untersuchungen adressierten ebenfalls die mitochondriale Funktion
der hier verwendeten CLS-Mutante. Hierfir wurden Mitochondrien aus dem Thorax
und aus der gesamten Fliege isoliert und anschlieRend mittels BD Oxygen Biosensor
System, was den Sauerstoffverbrauch tber die Zeit hinweg misst, hinsichtlich ihrer
respiratorischen Aktivitat untersucht (120). Die respiratorische Aktivitat der CLS-
Mutanten im Vergleich zu ihrer Kontrollgruppe zeigte sich signifikant geringer (120).

Im Gegensatz zu den hier vorliegenden Untersuchungen waren die in (120) untersuch-
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ten CLS-Mutanten vermutlich anders gekreuzt als die hier verwendeten Fliegen. Zu-
dem lagen die Mitochondrien isoliert vor. Daher ist die Vergleichbarkeit der Ergebnisse
nicht vollumfanglich gegeben. Interessant ist jedoch, dass die in (120) untersuchten
Mitochondrien der CLS-defizitaren Fliegen sich dahingehend morphologisch auffallig
zeigten, als dass sie zahlreiche kondensierte Cristae aufwiesen und die Mitochondrien
teils stark verformt waren (120). Auch hier ware ein Folgeversuch die elektronenmik-
roskopische Untersuchung der hier verwendeten CLS-Mutante, um einordnen zu kon-
nen, ob und inwiefern sich das hier vorliegende CLS- Defizit auf die mitochondriale

Morphologie auswirkt.

Untersuchungen von Kiebish et al. an einem Mausmodell mit einer Uberexpression
humaner CLS ergaben, dass CLS die Produktion von reifem CL beeinflusst und weiter
Einfluss auf die mitochondriale Atmung nimmt (139). Hierbei kommt es im Rahmen der
Uberproduktion von CLS zu einer verbesserten Kopplung und erhéhter Komplex 1lI-
Aktivitat, wohingegen die ATP-Produktion gleich bleibt (139).

Zusammengefasst zeigt sich in Abhangigkeit des Versuchsmediums die Tendenz,
dass die CLS-Mutanten leichte Defizite hinsichtlich freier respiratorischer Kapazitat
und Protonen Leckage aufweisen. Mit der Seahorse-Technologie in Kombination mit
der Praparation des Fliegenherzens wurde hier eine Methode geschaffen, die ihren
Mehrwert darin hat, die Funktion der mitochondrialen Kardiomyozyten in ihrem Zell-
verband mit einer Methode zu untersuchen, die dadurch manipulationsarm den bio-
energetischen Status einer Zelle erfassen kann. Der kardiale Phanotyp von CLS-
Mutanten ist moglicherweise im Kontext einer beeintrachtigten mitochondrialen Funk-

tion einzuordnen.

9.4 Cardiolipine ein pharmakologisches Ziel der Zukunft

Aufgrund ihrer zentralen Rolle fur die Funktion von Mitochondrien und der Unabding-
barkeit einer effizienten Energieproduktion in Kardiomyozyten, sind auch CL im Fokus
pharmakologischer Forschung. Nachdem im Rahmen dieser Arbeit, wenn auch noch
nicht mechanistisch aufgeklart, gezeigt werden konnte, dass CLS die Herzfunktion von
Fruchtfliegen beeinflusst, ware im Folgenden interessant zu erforschen ob und inwie-
fern pharmakologische Substanzen, die in den CL-Metabolismus eingreifen, einen Ef-

fekt auf CLS-defizitare Drosophila haben.
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Mit Elamipretide wurde bereits eine Substanz, deren Wirkmechanismus nach bisheri-
gem Kenntnisstand tber eine Interaktion mit der mitochondrialen Membran und eine
selektive Bindung an CL erfolgt (140,141) im Rahmen einer klinischen Phase II-Studie
untersucht (142). Die Interaktion erfolgt durch elektrostatische und hydrophobe Wech-
selwirkungen (140,141). Dadurch peroxidierten CL in geringerem Ausmal3, was wie-
derum den Elektronentransfer verbesserte (140,141). Drei verschiedene Studien
(140,141,143) beschrieben eine, sich konstant verbessernde mitochondriale und zel-
lulare Funktion, sowohl in vivo als auch in vitro. Diesen Modellen war gemein, dass
allen ein Defizit an CL zugrunde lag. Weitere Studien zeigten einen positiven Effekt
hinsichtlich des Ausmales kardialer Ischamie-Reperfusions-Schaden, welche durch
die Gabe von Elamipretide signifikant geringer blieben (144). Proben humaner Herzen
von herzinsuffizienten Patienten wurden ex-vivo mit Elamipretide behandelt und zeig-
ten eine Verbesserung mitochondrialer Funktion (145). Im Rahmen einer weiteren Stu-
die wurden Patienten mit einer primér mitochondrialen Myopathie fir funf Tage mit
Elamipretide behandelt (146). Hierunter zeigte sich im Rahmen dieser kleinen Studie
eine Verbesserung der korperlichen Leistungsfahigkeit. Aktuellsten Untersuchungen
zufolge konnte im Rahmen von magnetresonanztomographischen Untersuchungen
kein Effekt der Substanz auf die Funktion des linken Ventrikels nachgewiesen werden
(142).

Alternativ zur CL als pharmakologisches Ziel in Mitochondrien kénnen insbesondere
bei HI auch andere Mdéglichkeiten in Betracht gezogen werden, um die mitochondriale
Funktion zu verbessern. Ein moglicher Ansatz statt der Funktion der Mitochondrien zu
stabilisieren ist der Ausgleich des - durch die nicht intakten Mitochondrien - verursach-
ten Energiedefizits (147) durch Zufuhr von beispielsweise ATP in die Zelle. Ein weiterer
vielversprechender Ansatz kénnte in der Erforschung und daraus folgende Entwick-
lung von Regulationsmechanismen des Kalzium-Haushaltes liegen, der nachweislich
Einfluss auf die Mitochondrienfunktion nimmt (147). Hierbei ist jedoch derzeit noch
nicht vollstandig verstanden, ob der Overload oder ein Mangel an Kalzium den mito-
chondrialen Stress verursacht (147).

Trotz einer Vielzahl mdglicher pharmakologischer Angriffspunkte ist die medikamen-
tése Adressierung von CL ein vielversprechender und durch vielseitige Beforschung
bereits sehr konkreter Ansatz. Zudem versprechen Substanzen, die CL adressieren,
einen weiten Einsatzbereiche auch auf3erhalb der Herzkreislauf-Pharmakologie. Eine

Substanz zu finden, die auf Ebene der CL agiert hatte weitreichende Folgen fir die
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Behandlung verschiedenster, bislang nicht kurativ adressierbarer Erkrankungen wie
beispielsweise die HI, M. Parkinson (148), Demenz oder Diabetes (13) und ist daher

von zentralem Stellenwert.

9.5 Zusammenfassung

Im Rahmen dieser Arbeit konnten wir CLS als ein Schlusselenzym fur die kardiale
Funktion in Drosophila identifizieren. Die hier durchgefiihrte Herzfunktionsanalyse ei-
nes herzspezifischen KD von CLS ergab eine Dilatation des Herzens und eine veran-
derte systolische und diastolische Funktion. Dies legt nahe, dass CLS uber die CL-
Synthese Einfluss auf die kardiale Funktion von Drosophila nimmt. Mit der Verwen-
dung von Drosophila kam ein etablierter Modellorganismus, der bereits vielfaltig zum
Verstandnis kardialer Erkrankungen beigegetragen hat, zum Einsatz. Eine hohe An-
zahl konservierter Prozesse bei mangelnder Redundanz des Fliegengenoms, im Kon-
trast zum Menschen, wo haufig mehrere Gene oder Splice-Varianten die Méglichkeit
zur Kompensation eines Verlustes oder einer Mutation fiihren, ergeben mit der Ver-
wendung von Drosophila die Moglichkeit, Genetik und Metabolismus Hand in Hand zu
untersuchen. Eine im Verhaltnis kurze Zeitspanne, um geeignete Fliegen zu zlchten
und zu untersuchen, machen Drosophila auch in der kardiovaskularen Forschung zu

einem attraktiven Modell.

Die Hl ist eine Erkrankung, die weltweit zu gro3en medizinischen und gesundheitsdko-
nomischen Herausforderungen fiihrt. Uberdies ist sie als eine komplexe Erkrankung,
zu deren Genese zusatzlich zum Akutereignis beispielsweise genetische Faktoren und
Umwelteinflisse beitragen. Weder sind die molekularen Mechanismen, die zur HI fuh-
ren kénnen, vollstédndig verstanden, noch gibt es effektive praventive Strategien zur
Vermeidung einer HI. CLS spielt mdglicherweise auch eine wichtige Rolle in der Pa-
thogenese der HI, bei der bereits bekannt ist, dass sie mit reduziertem CL-Level ein-
hergeht. Viele Prozesse des Fliegenherzens sind zum humanen Herzen konserviert.
Dass CLS in Drosophila zu einem derartig ausgepragten Phéanotypen fuhrt, legt nahe,
auch im Menschen den Einfluss von CLS auf die Regulation der Herzfunktion besser

Zu verstehen.

Neue pharmakologische Konzepte werden notwendig sein, um therapeutische Erfolge
zu erzielen und den Krankheitsverlauf frihzeitig zu stoppen oder gar praventiv handeln
zu kénnen. Weitere mechanistische Studien sind notwendig, um herauszuarbeiten, in-

wiefern die pharmakologische Modellierung der CLS moéglicherweise therapeutisch
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genutzt werden kann. Drosophila und ein etabliertes Modell mit CL-Defizit kdnnen hier-

bei nitzlich sein.

Zusammenfassung

CLS Taz
CLS-Defizit Taz-Defizit

Herz-

Eunkiion vHF Kein einheitlicher
*HerzgroRe kardialer Phanotyp
vFrakt. Verkiirzung
‘Al

CLS Mutante:

——
CLS Mutante:

CL-Level Mitochondrial§ Langzeituberleben
Funktion unbeeintrachtigt
‘ f Pro.tonen-Leckag.e } Herzfunktion und Alter
v Freie resp. Kapazitit
vHF, tHzI,tAl

Abbildung 36 Grafische Zusammenfassung. Drosophila melanogaster mit einem Defizit der Cardi-
olipinsynthase, sowie Fliegen mit Tafazzin-Defizit wurden hinsichtlich ihrer Herzfunktion
untersucht. Aufgrund des starken kardialen Phanotypes, der in Fliegen mit CLS-Defizit
messbar wurde, erfolgte die weitere Charakterisierung einer CLS-Mutanten-Fliege. Hier
zeigten sich reduzierte CL-Level, jedoch keine signifikante Einschréankung der mito-
chondrialen Funktion. Wahrend das Langzeitliberleben der CLS-Mutanten dem ihrer
Kontrollgruppe entsprach, zeigte sich die Herzfunktion der gealterten CLS-Mutante
deutlich eingeschrankt im Vergleich zu ihrer Kontrollgruppe. Abkirzungen: Al — Arrhyth-
mie-Index; CL — Cardiolipin; CLS — Cardiolipinsynthase; Frakt. Verkirzung — Fraktio-
nelle Verkiirzung; HF — Herzfreqenz; HZI — Herzzeit-Intervalle; Taz — Tafazzin. Zeich-
nung Fruchtfliege Sci vis to.
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Eva K. Wirth, Beata Hoeft, Kostja Renko, Anna Foryst-Ludwig, Joachim Spranger,
Stephan Sigrist, Rolf Bodmer, Ulrich Kintscher (2021): Fat-body brummer lipase de-
termines survival and cardiac function during starvation in Drosophila melanogaster..
iScience 9;24(4):102288, PMID: 33889813

Beitrag im Einzelnen:
e Mitarbeit bei der Etablierung der Seahorse-Methode
e Mitarbeit bei der Datenaquise fir mitochondriale Funktionsmessungen

(Seahorse)

2. Elia Smeir®, Sarah Leberer”, Annelie Blumrich, Georg Vogler, Anastasia Vasilia-
des, Sandra Dresen, Carsten Jaeger, Yoann Gloaguen, Christian Klose, Dieter
Beule, P Christian Schulze, Rolf Bodmer, Anna Foryst-Ludwig, Ulrich Kintscher
(2021): Depletion of cardiac cardiolipin synthase alters systolic and diastolic function
iScience 19;24(11):103314, PMID: 34805785

Beitrag im Einzelnen:
e Herzfunktionsanalyse Drosophila melanogaster

e Datenaquise fur mitochondriale Funktionsmessungen (Seahorse)

Unterschrift, Datum und Stempel des erstbetreuenden Hochschullehrers

Unterschrift des Doktoranden/der Doktorandin


https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Smeir+E&cauthor_id=34805785
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Leberer+S&cauthor_id=34805785
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Blumrich+A&cauthor_id=34805785
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Vogler+G&cauthor_id=34805785
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Vasiliades+A&cauthor_id=34805785
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Vasiliades+A&cauthor_id=34805785
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Dresen+S&cauthor_id=34805785
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Jaeger+C&cauthor_id=34805785
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Gloaguen+Y&cauthor_id=34805785
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Klose+C&cauthor_id=34805785
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Beule+D&cauthor_id=34805785
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Beule+D&cauthor_id=34805785
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Schulze+PC&cauthor_id=34805785
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Bodmer+R&cauthor_id=34805785
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Foryst-Ludwig+A&cauthor_id=34805785
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Kintscher+U&cauthor_id=34805785
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12 Lebenslauf

Mein Lebenslauf wird aus datenschutzrechtlichen Grinden in der elektronischen Ver-

sion meiner Arbeit nicht veroffentlicht.
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13 Publikationsliste

1. Annelie Blumrich, Georg Vogler, Soda Balla Diop, Carsten Jaeger, Sarah Lebe-
rer, Eva K. Wirth, Beata Hoeft, Kostja Renko, Anna Foryst-Ludwig, Joachim Spran-
ger, Stephan Sigrist, Rolf Bodmer, Ulrich Kintscher (2021): Fat-body brummer lipase
determines survival and cardiac function during starvation in Drosophila melanogas-
ter.. iScience 9;24(4):102288, PMID: 33889813

2. Elia Smeir”, Sarah Leberer*, Annelie Blumrich, Georg Vogler, Anastasia Vasilia-
des, Sandra Dresen, Carsten Jaeger, Yoann Gloaguen, Christian Klose, Dieter
Beule, P Christian Schulze, Rolf Bodmer, Anna Foryst-Ludwig, Ulrich Kintscher
(2021): Depletion of cardiac cardiolipin synthase alters systolic and diastolic function
iIScience 19;24(11):103314, PMID: 34805785


https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Smeir+E&cauthor_id=34805785
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https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Vogler+G&cauthor_id=34805785
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Vasiliades+A&cauthor_id=34805785
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https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Dresen+S&cauthor_id=34805785
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Jaeger+C&cauthor_id=34805785
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Gloaguen+Y&cauthor_id=34805785
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Klose+C&cauthor_id=34805785
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Beule+D&cauthor_id=34805785
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Beule+D&cauthor_id=34805785
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Schulze+PC&cauthor_id=34805785
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Bodmer+R&cauthor_id=34805785
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Foryst-Ludwig+A&cauthor_id=34805785
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Kintscher+U&cauthor_id=34805785
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Am Ende meiner Doktorandinnen-Zeit blicke ich auf einen Weg zurtick und bin dank-
bar, fur all die Menschen und Begegnungen, die mir im Rahmen meiner Promotion

zuteil wurden.

Herzlichen Dank Herr Prof. Kintscher fur Ihr Vertrauen in meine Arbeit und die Mog-

lichkeit ein wirklich eigenes Projekt in sehr guter Betreuung durchfuhren zu dirfen.

Danke Annelie, dafiir dass du mir die Tur in die Welt von Drosophila ged6ffnet hast.
Danke fir deine Geduld, deine Unterstitzung und nicht zuletzt deine Weitsicht bei der
Planung von Experimenten und bei der Gestaltung von Vortragen Du bist ein absolutes

Vorbild - nicht nur was das wissenschaftliche Arbeiten betrifft.

Danke Anna, fur deine offene Burotir und deine unendliche Hilfsbereitschaft. Danke
Beata, dass du im Fliegenlabor eingesprungen bist und fir deine unerschitterliche
gute Laune. Danke Jule fuir deine Einweisung ins wissenschatftliche Schreiben und die
Mitkorrektur dieser Arbeit. Danke Melanie, fur die Unterstiitzung in organisatorischen

Belangen rund um unser Labor.

Danke an alle Mitglieder der AG Kintscher fur einen lebendigen Doktorandenraum und
die gute Zusammenarbeit — nicht nur bei der Vernichtung des Freitagabendfeierabend-

sekts.

Ein groRes Dankeschon an die AG Bodmer, unsere Drosophila-Kooperationspartner
fur die praktische Unterstutzung— sei es durch die Bereitstellung von Fliegen und Soft-
ware zur Etablierung der Klassen-Methode oder beim Planen unserer Versuche. Ein
besonderes Dankeschon an Geo Vogler, fir nachtlichen Software-Support und deine

Hilfe beim Aufsetzen der Computerprogramme und Mikroskope.

Dankeschon an die AG Spranger, die mit uns ihre Erfahrungen zur Mitochondrienfunk-
tionsanalyse teilten und unser Experiment, durch das Teilen einer Idee erst mdglich

machte.

Danke an die AG Sigrist, insbesondere an Eva und Tian, die uns stets fur einen fach-
lichen Austausch zu haben waren, aber auch praktisch mit dem Schleifen von Prap-

Besteck und dem Erlernen von Methoden zur Seite standen.

Eva, Emilie, Olga, Tanja und Annelie ein Dankeschon fur den fruchtbaren Austausch

rund um Drosophila und Herz.
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Dr. Franziska Schwarz von Sci vis to danke ich fur die Zeichnung der in den Abbildun-

gen verwendeten Fliege und des Fliegenherzens.

Ein grol3es Dankeschdn Allen, die mich in meiner wissenschaftlichen Ausbildung ge-
fordert und gefordert haben. Dem CCR mit allen motivierten, interessierten Mitgliedern
des Wednesday-Seminars und allen, die zum kollegialen Austausch beitragen. Danke
auch an das DZHK, welches die Teilnahme an Kongressen unterstitze und mit dem
Young-DZHK zudem eine wertvolle Austausch-Plattform fur Jungwissenschaftler ge-
schaffen hat.

Gerade in der einsamen Schreibphase dieser Arbeit danke ich dir lieber Flo fir dein
Zuhoren, Korrekturlesen, deine Unterstitzung und dein grof3es Vertrauen in meine
Fertigkeiten und das immer wieder gemeinsame Aufbrechen an wunderbare Orte, die

meinen Schreibfluss befliigelt und mir das Gefihl von Lebendigkeit geschenkt haben.

Herzlichen Dank an Anna und all die Doktorandinnen deiner wunderbaren Coworking-
Plattform. Ihr wart das Ende der Einsamkeit in der Schreibphase und noch viel mehr
als das! Danke fur eure Offenheit, euer Teilen im Austausch und die vielen gemein-
schaftlich abgeleisteten Arbeitsstunden.

Danke auch an all die Menschen, die bewusst oder unbewusst meinen Weg durch die
Promotion begleitet und bereichert haben. Danke Hanna, Martin, Ben, Louise, Alina,

Isabel, Kulreet, Ruth, Sina, Lisa.

Zum Schluss mochte ich meiner lieben Familie danken, die mich in meinem Weg und

in meinen ldeen bestarkt hat und mir einen festen Boden unter meinen FufRen gibt.



