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Einleitung 1

1. Einleitung

1.1 Der Adeninnukleotid-Translokator (ANT)

1.1.1 Struktur und Funktion des ANT

Der ANT ist in der inneren mitochondrialen Membi@M) lokalisiert. Er ist der einzige bekannte
Carrier, der zytosolisches ADP gegen mitochondsidl@P austauscht [1] und stellt mit 14% das am
hochsten exprimierte Protein der IMM dar. Der AN&gt als Homodimer aus identischen 30 kDa-
Untereinheiten vor. Jedes Monomer besteht aus Seansmembranhelices, die sich in drei separate,
strukturell verwandte Domé&nen von 100 Aminosaunetenteilen [2] (Abb. 1.1). Jede Doméne enthalt
zwei hydrophobe Helices, die sich lber matrixexpdei und externe Loops verbinden [3]. Die
hydrophoben kernkodierten ANT-Verlauferproteine der im Zytosol durch molekulare Chaperone
wie dem Hitzeschockprotein 70 (Hsp70) und Hsp9®ilkséert und in Lésung gehalten [4,5]. Zum
Einbau in die Mitochondrien transloziert der Komplaus ANT und Chaperonen zur TOM-
Maschinerie der &aufBeren mitochondrialen Membran NAM Uber die der ANT in den
Intermembranraum transportiert wird [6]. Durch digeraktionen mit TIM-Chaperonen und der
Carrier-Translokase (TIM22-Komplex), erfolgt diesértion in die IMM, wo der ANT zu funktionellen

Dimeren assembliert [7-9].

i Matrix |
@ saer @ basisch @ hydrophil @ Giv.Pro O hydrophob D SH-Gruppen

Abb. 1.1: Die Struktur des ANT. Abgebildet sind exemplarisch die Aminosaureseq@h8 AS) und die sechs
Transmembranhelices des ANT aus Hefe (YAAC2). Dadidds sind in drei strukturell verwandte Doméankn (
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) unterteilt, die durch matrixexponierte und agblischeHairpin Loopsverbunden sind. Gly: Glycin, Pro:
Prolin, SH: Thiolgruppe (modifiziert nach Klingengg10]).

Beim ATP/ADP-Transport wird, vom mitochondrialen Meranpotential getrieben, externes ADP
gegen ATP aus der Matrix im Verhéltnis 1:1 ausgetauschtl2]L,Der ANT wechselt dabei zwischen
zwei verschiedenen Konformationen, die durch Sabstrdung auf der zytosolischen SeiteState
und der matrixzugewandten Seite-Gtat¢ gekennzeichnet sind [13]. Nach Metelkihal besteht die
funktionale anisotrope Transporteinheit aus dem boftimer, das ATP und ADP an zwei
unterschiedlichen Bindestellen beidseits der Memiiadet und diese daraufhin in entgegengesetzter
Richtung Uber die Membran transportiert [14] (Abi2). Der Transport ist hoch spezifisch und erfolgt
membranpotentialabh&ngig in Richtung ATP-Export,I52 Er ist aber grundséatzlich in beide
Richtungen mdglich [16,17]. Die ANT-katalysierte gtauschrate ist abhangig vom mitochondrialen
Membranpotential, dem pH-Wert, den Adeninnukledtahzentrationen und endogenen Inhibitoren
wie Acyl-CoA [14,18,19].

Neben seiner Funktion als ATP/ADP-Transporter istr dANT ein essentieller Regulator der
mitochondrialen oxidativen Phosphorylierung [20,244pitel 1.2.1) und der Apoptose [22] (Kapitel
1.2.4).

ADP¥ ATPY
Intermembranraum
+++
@ B
IMM =)
Matrix o

b !

ATPY ADP3”

Abb. 1.2: Transportmechanismus des ANT.ANT-Homodimere sind aus zwei parallel angeordneten
Monomeren zusammengesetzt, die AThd ADP" an unterschiedlichen Bindestellen beidseits der btam
binden. Durch einen Antiport-Mechanismus gelangtPAOn die mitochondriale Matrix und ATPin den

Intermembranraum [23] (modifiziert nach Metellehal [14] und Ebermann [24]).

1.1.2 Die Isoformen des ANT

Insgesamt sind bei Nagetieren drei (ANT1, 2 undt) beim Menschen vier homologe Isoformen des
ANT (ANT1-4) bekannt. Diese werden durch drei bawer Gene kodiert und gewebespezifisch
exprimiert [25-27]. Der ANT1 ist mit einem Anteilom ca. 70% des Gesamt-ANT-Proteins die
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pradominante Isoform in Geweben mit hohem Energielieund eingeschrankter mitotischer
Regeneration wie dem Herzen, der Skelettmuskulaitdrdem Gehirn [25,28]. Innerhalb des Herzens
unterscheidet sich die Expression von ANT1 und aederen Isoformen nicht zwischen dem linken
und dem rechten Ventrikel oder dem Atrium [25]. ANTst wachstumsreguliert und ist die
vorherrschende Isoform in der Niere und in mitdtisaktiven Geweben wie Leber, Milz,
serumstimulierten Fibroblasten und Lymphozyten29531]. Im Herzen, in den Skelettmuskeln und
im Gehirn betragt der ANT2-Anteil nur 25% vom gesamANT-Protein. ANT3 hingegen wird in
geringem Mal3e in allen Geweben exprimiert und z8twarakteristika eingddousekeepingsens [32].
Die Expression von ANT4 findet hauptséchlich in detber, den Testes und in undifferenzierten

embryonalen Stammzellen statt [26].

1.1.3 Genregulation des ANT

Die Gene der unterschiedlichen ANT-Isoformen digeiSpezies (Schwein, Ratte, Maus und Mensch)
sind hoch konserviert. Sie bestehen aus vier cadiksn Exons und drei Introns [28]. Unterschiede in
den Intron- und Promotorregionen der ANT-Gene $inddie individuelle Regulation der Expression
verantwortlich [28,29].

Der humane ANT1-Promotor besitzt beispielsweise ldssischen TATA- und CCAAT-Elemente,
sowie zweicis regulatorische Sequenzen, die im Promotor ca.Bf®®" zum Startcodon lokalisiert
sind. Diese OXBOX und REBOX-Elemente reagieren iignsuf metabolische und redoxbedingte
Einflisse und regulieren im Myokard neben ANT1 audgbne von Komponenten der oxidativen
Phosphorylierung, wie dig-Untereinheit der ATP-Synthase [33,34]. Da der mairANT1-Promotor
nicht tber OXBOX und REBOX-Elemente verfligt [28]jrdv die Genregulation trotz &hnlicher
Proteinexpression offenbar auf unterschiedlichesé/gjesteuert. Laut Laet al kdnnen spezifische
SP1- und Smad-Bindestellen, die die TATA-Box im ANPromotor flankieren, in murinen
Astrozyten kooperierend transkriptionelle Aktiviaguvermitteln [35].

Der humane ANT2-Promotor besitzt neben der klaBsiscTATA-Box NF1- und SP1-Bindestellen
nahe dem Transkriptionsstart, die fir die Regutatton ANT2 essentiell sind [36,37]. Zusatzlich
besitzt der ANT2-Promotor eine Region hamens GREGNcolysis-Regulated Bpxdie die ANT2-
Expression in differenzierten Geweben hemmt und bbikolytischem Metabolismus unter
sauerstoffarmen Bedingungen hochreguliert. Der ANai2n bei Sauerstoffarmut in entgegengesetzter
Richtung ATP in die Mitochondrien transportierenm udie mitochondrialen Funktionen
aufrechtzuerhalten [17]. Dem ANT3-Promotor fehlém klassischen TATA- und CCAAT-Motive. Er
besitzt stattdessen eine grof3e Anzahl an SP1-Beildes und GC-Boxen fur dessen konstitutive
Expression [34]. Zudem wurden GAS-Sequenzen inpdeximalen Promotorregion identifiziert, die

eine Regulation Uber STAT-Faktoren erméglichen .[38]
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Uber die Genregulationen der ANT-Isoformen durdhinsische oder extrinsische Faktoren ist bislang
wenig bekannt. Jangt al demonstrierten, dass Interleukin-4 (IL-4) undetfégrony (IFN-y) in
humanen T-Zellen ANT3 aktivieren und die Induktidber intrazellulare STAT-Signalwege erfolgt
[38]. FUr ANT1 wurde eine Regulation durdiransforming Growth Factobeta 1 (TGF{1) in
murinen Astrozyten und durch Interleukin-1 beta-{j}) in humanen Beta-Zellen des Pankreas
beschrieben [35,39].

1.1.4 Der ANT in kardialen Erkrankungen

Die Identifikation von ANT-spezifischen Autoantilggrn bei Patienten mit Myokarditis und
dilatativer Kardiomyopathie fuhrte zu den erstemwhisen, dass der ANT in Herzerkrankungen
involviert ist. Die Autoantikorper werden gewebeafisch gebildet und blockieren die ANT-Aktivitat
der kardialen Mitochondrien, die primar ANT1 expiemen [40-42]. Darlber hinaus wurde
beschrieben, dass Mutationen oder Dysfunktionedein ANT1-Isoform zu schweren kardialen und
muskularen Erkrankungen fuhren [43,44].

Eine Mutation im ANT1-Gen, die durch eine der fihfnktmutationen (A89D, L98P, D104G, A114P
und V289M) gekennzeichnet ist, 16st bei Patientare eautosomal dominante progressive externe
Ophthalmoplegie aus. Das Krankheitsbild ist durdheelangsam verlaufende mitochondriale
Myopathie charakterisiert, die vor allem die exkwalaren Muskeln betrifft, aber auch zur
Kardiomyopathie fihrt [43]. Muskelbiopsien von Ratien zeigten eine eingeschrankte oxidative
Phosphorylierung und Deletionen in der mitochorddri@dNA (MtDNA).

Das Sengers-Syndrom, das eine autosomal rezesskrankung darstellt, ist mit einer ANT1-
Fehlfunktion assoziiert und durch einen angeborétmudefekt charakterisiert [44].

Untersuchungen am Tiermodell bestétigten ebenfallee kardiale Dysfunktion durch ANT1-
Mutation. Mause mit einem ANTKnock-Outentwickeln eine kardiale Hypertrophie, die mitegin
eingeschrankten oxidativen Phosphorylierung, misachialen Proliferation und Desorganisation der
Muskelfasern assoziiert ist [45]. Ferner demongére Espositet al, dass der ANTKnock-Outzu
vermehrt mitochondrialem oxidativem Stress flihd @angleich Mutationen in mtDNA auftreten [46].
In der myokardialen Ischamie inhibieren Fettsauwerd peroxidative Modifikationen die ANT-
Aktivitat, wodurch die Atmungskettenfunktion gegtéind Zelltod ausgelost wird [47,48] (Kapitel
1.2.1und 1.2.4).

1.1.5 Kardioprotektion durch ANT1
Eine unzureichende ANT1-Funktion fuhrt, wie obersdhgieben, zu schweren kardialen Defekten.
Diese sind mit einem gestdrten Energiemetabolisong vermindertem Energietransfer verbunden
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[49]. Zudem entsteht oxidativer Stress, der Zellioduziert und letztendlich eine kontraktile
Dysfunktion fordert [32].

Umgekehrt wurde beschrieben, dass eine herzsmdmfisANT1-Uberexpression in Ratten bei
Hypertonie-induzierter Hypertrophie die ANT-Trangfl@apazitat steigert, den Energiemetabolismus
stabilisiert, Zelltod verhindert und die kardialertraktion fordert [50]. Eine stabile kardiale Ftink
konnte auch in ANT1-Uberexprimierenden Mausen beloied werden, die unter Typ 1-Diabetes
mellitus litten [51].

Atiologieuibergreifend wurde in dieser Studie alsh@erpunkt analysiert, ob eine ANTI1-
Uberexpression bei myokardialer Ischamie und Hygderdioprotektiv wirkt. Die Ischamie ist durch
eine Durchblutungsstérung des Herzens charaktarigits Folge der Ischamie tritt Hypoxie auf, d.h.
die Sauerstoffverfiigbarkeit der Zellen sinkt. Datiuwird der myokardiale Energiemetabolismus
malfigeblich beeintrachtigt, es entsteht oxidativeesS und Zelltod. In den folgenden Abschnitten

werden diese intrazellularen Veréanderungen in Beziigsch&dmie und Hypoxie naher beschrieben.

1.2 Zellulare Veranderungen bei Ischamie und Hypoxie

1.2.1 Myokardialer Energiemetabolismus

Zur Energiegewinnung metabolisieren die Zellen uatederem Fettsauren, Glukose und Laktat [52]
(Abb. 1.3). Fettsauren, die unter normoxischen Bgaigen die bevorzugten Substrate im
Energiemetabolismus des Herzens darstellen [53g@ddngen als Acylcarnitin in die mitochondriale
Matrix und werden in dep-Oxidation zu Acetyl-CoA abgebaut.

Der Glukoseabbau in der zytosolischen Glykolysetfidhr Produktion von Pyruvat, das ebenfalls in
der mitochondrialen Matrix zu Acetyl-CoA umgewartdehd anschlieRend in den Citratzyklus
eingeschleust wird [55]. Die im Citratzyklus geleildn Reduktionséquivalente NADH und FAPH
transferieren ihre Elektronen in der oxidativen $fifwrylierung auf die NADH-Q-Oxidoreduktase
(Cl) bzw. Succinat-Q-Oxidoreduktase (Cll) der Atrgekette. Von dort gelangen die Elektronen auf
Ubichinon (CoQ). Die Q-Cytochrom-Oxidoreduktase (ClIIl) katalysiert im Anschluss die
Elektronenibertragung von CoQ auf Cytochmo@Cyt c). Im letzten Schritt erfolgt die Reduktion von
molekularem @ zu HO, mit Hilfe der Cytochront-Oxidase (CIV). Der Elektronenfluss durch die
Atmungskettenkomplexe CI, Clll und CIV erzeugt @iredektrochemischen Protonengradienten Uber
der IMM. Die beim Abbau des Protonengradientenafeedende Energie wird im Anschluss von der
ATP-Synthase (CV) zur Generierung von ATP aus ADE anorganischem Phosphaf) (fenutzt.
Uber den Antiport-Mechanismus des ANT gelangt ADPdie mitochondriale Matrix und das
produzierte ATP in den Intermembranraum. ATP wihml Gber PorinporenVfltage-Dependent
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Anion ChannelVDAC) ins Zytosol transportiert und der Zelle zueMigung gestellt [23]. Somit ist
der ANT eng mit der oxidativen Phosphorylierung amelt und reguliert durch seine ADP/ATP-
Austauschfunktion die Energieverfiigbarkeit der Z§56].

Mitochondrium

Intermembranraum

B

Acylcarnitin
Glukose

NAD*

NADH +H*

Glykolyse

@~ osicanit EECTNN
E— cylcarnitin
/ Y 3-Oxidation \

FAD
A FADH ,
FADH,

NAD*

NADH + H*

Acetyl-CoA —>

\

-\ "
- +

NAD"

NADH + H*
- +

ADP

- 1 -

P t
Pyruvat o< — Pyruva
Q NADH + H* e
NAD* FADH, ADP + P, ATP
| NADH I H,O o)
Laktat 2 2 |
\\ | cil | xJ/
e v e ) ANT
Cl —» CoQ —* cn o, € v CIv CcVv
l l l ADP
H* H* H* H*  ATP

ATP-Synthase

Abb. 1.3: Energiemetabolismus in HerzmuskelzellenFettsduren passieren als Acylcarnitin die IMM und
werden in der 3-Oxidation abgebaut [57]. Pyruvat der Glykolyse wird unter hypoxischen Bedingungan
Laktat reduziert bzw. aerob in der mitochondriaMatrix Uber Acetyl-CoA in den Citratzyklus eingesaldée
Die entstehenden Reduktionsaquivalente NADH und FAhsferieren ihre Elektronen’eauf Cl und CII.
Danach werden die éber CoQ auf Clll und Cwt Gbertragen. An CIV erfolgt die Reduktion von 2u HO.
Der eé-Transport filhrt zur Bildung eines Protonengradier(td’) tiber der IMM, der von CV zur Generierung
von ATP genutzt wird. Der ANT transportiert ATP @egADP in den Intermembranraum (modifiziert nach
Giordano [52]).

Bei Ischdmie bzw. Hypoxie sind gravierende Verandgen in der Zelle zu beobachten. Fettsduren
akkumulieren als Acylcarnitin oder toxischem Lantte-Acyl-CoA, da die 3-Oxidation zum Erliegen
kommt. Die Langketten-Acyl-CoA binden von beident&e der IMM an den ANT und inhibieren
diesen [58,59]. Die Inaktivierung des ANT verhirtdgen ADP/ATP-Austausch uber die IMM, sodass
ADP in der Matrix fehlt. Die ADP-Verarmung fuhrt derum zur Inhibierung von CV, sodass die
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ATP-Produktion stoppt und der Protonenfluss stagni®leichzeitig wird der Elektronenfluss der
Atmungskette verhindert, sodass diese an CI, Col@}, utd CIV akkumulieren und direkt auf
Sauerstoff Gibertragen werden kénnen [60,61]. Daleeilen toxische reaktive Sauerstoffspezies (ROS)
gebildet, die oxidativen Stress induzieren und &dklsndie Atmungskettenfunktion reduzieren. Bei
Hypoxie wird die notwendige Energie zunehmend iflieranaerobe Glykolyse gewonnen, die jedoch

wesentlich weniger ATP liefert [62].

1.2.2 Entstehung und Auswirkungen von ROS

Wie oben beschrieben, entstehen ROS bei Hypoxielrnand durch Akkumulation von Elektronen in
der oxidativen Phosphorylierung. Doch auch bei Nodi@ entweichen stets Elektronen bei der
Ubertragung an Cl und CIll und verursachen die Bilgl von ROS (Elektronenleckage) [63-65]. Zu
ROS gehoren die freien Radikale und Nichtradikalée wSuperoxidanionradikale ¢O),
Hydroxylradikale (OH), Hydroxylanionen (OH und Wasserstoffperoxid ¢8,) [66]. Dariiber hinaus
wird Stickstoffmonoxid (NO) gebildet, das bei Hypoxie mit,Ozu Peroxynitrit (ONOQ reagiert und
nitrosativen Stress verursacht.

ROS sind einerseits flr viele Abwehr- und Schutzmeismen im Organismus essentiell, da sie zur
Abtotung von Bakterien und Viren beitragen [67]. denerseits konnen sie bei Uberproduktion
korpereigene Strukturen angreifen und Zellschadjgarnverursachen. Durch Oxidation von mehrfach
ungesattigten Fettsduren der Phospholipide, wiedMitmbranpermeabilitat erhéht und Nekrose und
Apoptose ausgeldst. Auch werden Proteine durch R@8ifiziert. Es kommt zur Ausbildung von
intra- und intermolekularen Disulfidbriicken sowig Rroteincarbonylierungen an den Aminosauren
Histidin, Prolin, Arginin und Lysin. Zusétzlich kéen durch Oxidation Proteine fragmentieren [68].
Bei den Nukleinsauren treten durch ROS z.B. Einzekhd Doppelstrangbriiche sowie
Basenmodifikationen auf [69]. Diese Mutationen &rim mtDNA zur fehlerhaften Expression der
Atmungskettenkomplexe, was zur Dysfunktion fuhriduals Ruckkopplung die ROS-Produktion
starker induziert [70].

Oxidative Modifikationen beeintréachtigen ebenfalle ANT-Aktivitat. Studien von Giron-Callet al
demonstrierten, dass kovalente Bindungen zwischemxmierten Phospholipiden und ANT zu
Funktionsstérungen fuhren und die ANT-Degradatidmérn [71]. AuBerdem reduziert peroxidiertes
Cardiolipin im Mitochondrium die ANT-Aktivitat [72]

1.2.3 Das antioxidative Stress-System

Zum Schutz vor oxidativem Stress verflgen die Zeliber antioxidative Abwehrmechanismen, die
nicht-enzymatisch oder enzymatisch wirken [73].dém nicht-enzymatischen Antioxidantien gehdren
z.B. die Vitamine A, B, B1,, C und E sowie Selenium und Folsaure. Aul3erder@ligiathion (GSH)
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essentiell, da die antioxidative Thiolgruppe zud@dion der freien Radikale beitragt und GSH als
Kofaktor der Glutathion-Peroxidase fungiert [69]e@nzymatischen Antioxidantien bestehen aus den
Superoxid-Dismutasen (SODs), der Katalase, GluatRieroxidase und Glutathion-Reduktase [74].
Von besonderer Bedeutung sind die mitochondrialendda-SOD (MnSOD) und zytosolische
Kupfer/Zink-abhangige SOD (Cu/ZnSOD), die die Umdiang von toxischem © zu HO,
katalysieren. KO, wird im Anschluss von der Eisen-abhangigen Katatas Q und HO abgebaut
[75-77].

1.2.4 Nekrose und Apoptose

Hypoxische Zellschadigungen und ROS minden zumegrdigil in unspezifische Zellnekrosen. Die
Nekrose ist im Wesentlichen mit einem Kollaps dellutdren Homodostase und dem ATP-Verlust
verbunden. ATP-abhéngige lonenkanale der Zelle eveidaktiviert, wodurch C& und N&-lonen im
Zytosol akkumulieren [78]. C&abhangige Enzyme, wie die PhospholipaseuAd Phospholipase C
sowie Endonukleasen verstarken ihre Aktivitat, was erhohten Lipiddegradation und DNA-
Fragmentierung fihrt [79,80]. Unzureichende antdative Stressmechanismen ungDgisteigern die
ROS-Produktion [81]. Es folgt eine friilhe Permealsliung der Zellmembran, woraufhin zytosolisches
Material freigelassen und inflammatorische Realdioausgeldst werden.

Neben der Nekrose, ist auch die Apoptose am ZelitodHypoxie beteiligt. Die intrinsische Apoptose
ist mit der Offnung der mitochondrialen Permeadiitipore (MPTP) verbunden, die sich an
Kontaktstellen zwischen der IMM und AMM bildet [82Abb. 1.4). Die endgultige Struktur der Pore
ist bislang ungeklart, wobei ANT und Cyclophilin @ypD), das mit dem ANT interagiert, als
gesicherte regulatorische Komponenten gelten [§3E8 Regulation der MPTP erfolgt Uber Proteine
der Bcl-2-Familie, wie anti-apoptotischem Bcl-2 uBdIl-X,. sowie der pro-apoptotischen Proteine
Bax, Bad und Bid, die im Zytosol interagieren, zuMitochondrium translozieren und
gleichgewichtsabhangig die Offnung der MPTP regelig[85]. Unabhangig davon kénnen Bax- und
Bak-Oligomere in die mitochondriale Membran eingeb&erden und eigene Poren bilden. In Bezug
auf die MPTP interagiert Bax mit dem ANT und inderzidie MPTP-Offnung, wahrend Bcl-2 die
Bindung neutralisiert [86-88]. Die Porentffnung aviauBerdem durch ROS, erhthte mitochondriale
C&"-Konzentrationen, ATP-Mangel und hoheMrengen induziert [89].

Bei Porenéffnung erhoht sich die Permeabilitat ideveren mitochondrialen Membran, sodas$’Ca
und Wasser einstromen, die Mitochondrien anschwetlas Membranpotential zusammenbricht und
pro-apoptotische Faktoren wie Cgtfreigesetzt werden [90]. Cywt I6st Uber die Bildung eines
Apoptosoms, bestehend aus Cytder Caspase-9 und APAF-1 (Apoptose-Protease ialkdhder
Faktor 1), die Aktivierung der Effektorcaspasenfd/Gwus [91,92], die nachfolgend strukturelle
Proteine wie Lamin und Aktin spalten [93]. Zudemrden DNA-Reparaturmechanismepofy(ADP-
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ribose)-PolymerasdARP) inaktiviert und Caspase-aktivierte DNAsen [ Aktiviert [94,95]. Auch
translozieren die Endonuklease G (EndoG) und devpfgse-induzierende Faktor (AIF) aus dem
Intermembranraum in den Nukleus, wo sie zusammerCAD die DNA-Fragmentierung hervorrufen
[96].

Im extrinsischen Apoptoseweg kénnen so genanntedigdinden (z.B. TN&) die Trimerisierung von
Todesrezeptoren induzieren und Uber die CaspadteBtétcaspasen-3/6/7 aktivieren. Diese steuern
letztendlich den weiteren Apoptoseverlauf. Insgdsemdie Nekrose durch passive, unspezifische
Ereignisse charakterisiert, wahrend die Apoptoseesiergieabhangiger, aktiv regulierter Prozess ist
[97].

Extrinsischer Signalweg Intrinsischer Signalweg

Ligand — Hypoxie
ROS

\
\ R

Bax, Bad, Bid

A 4 \ ///,
Bcl-2, Bol-X | kY

Caspase-3/6/7 - Caspase-9 ) =
APAF-1 )Cyt ¢

1 Apoptosom

EndoG, AIF

Lamin, Aktin
PARP
CAD

EndoG, AIF

DNA-Fragmentierung

Abb. 1.4: Schematische Darstellung des extrinsischeind intrinsischen Signalwegs der Apoptose.
Genaue Beschreibung siehe Text (modifiziert nachd&aimd Molkentin [96]).
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1.2.5 Stressinduzierte Signalwege im Herzen

Um das Uberleben der Zellen bei Hypoxie zu sicheserden intrazellulare Signalwege aktiviert, die
die Zellprotektion férdern und Apoptose blockier&ardioprotektive Wirkungen werden insbesondere
fur die Wege der extrazellular regulierten Kinadennd 2 (ERK1/2) und der Proteinkinase B/Akt
beschrieben [96,98,99].

Die ERK1/2-Kinasen gehdren zur Familie der mitogétivierten Proteinkinasen (MAPK). Die
Aktivierung dieser Kinasen erfolgt u.a. durch exéidulare Stimuli wie Hypoxie, ROS oder Zytokine,
die Rezeptortyrosinkinasen (RTK) oder G-Proteinagpgelte Rezeptoren (GPCR) in der Zellmembran
stimulieren [100,101] (Abb. 1.5). Die anschlieRei@ignalweiterleitung verlauft tber ein dreistufiges
Kaskadensystem, indem kleine G-Proteine zunach$tKiRasen phosphorylieren, die daraufhin
nachgeschaltete MEK1/2-Kinasen aktivieren [102F DIEK1/2-Kinasen phosphorylieren letztendlich
ERK1/2 [103,104]. Die Aktivierung von Akt erfolgthélich wie bei ERK1/2 Uber extrazellulare
Stimuli, die die Signale Uber RTK oder GPCR verahitt In der Zelle werden die
Phosphatidylinositol-3-Kinase (PI3K) und Phosphseideabhéngige Kinase-1 (PDK-1) aktiviert, die
letztendlich Akt phosphorylieren [105].

Die aktivierten Kinasen ERK1/2 und Akt wirken ditednti-apoptotisch, indem sie pro-apoptotische
Faktoren wie Bad und Caspase-9 phosphorylieren. Bbiesphorylierung von Bad bewirkt eine
Dissoziation von Bcl-X, das daraufhin mit aktiviertem Bcl-2 die OffnungrdlPTP verhindert. Die
Phosphorylierung der Caspase-9 hemmt die weitespd3a-Kaskade-Aktivierung und Apoptose-
Induktion [100,106,107]. Uberdies konnen ERK1/2 uA#t zum Zellkern translozieren und
Transkriptions- und Translationsfaktoren stimulierdie das Zelliiberleben sichern. Ein Beispiel ist
der Hypoxie-induzierbare Faktor-1 alpha (HI&)1108-110], der als Heterodimer mit HIB-Lene
anschaltet, die bei Hypoxie die Sauerstoffverfigbanerbessern [111].

Neben ERK1/2 und Akt bilden die hoch konserviertBroteine der Hsp90-Familie zentrale
Komponenten im zellprotektiven Mechanismus [112$pBD fungiert als molekulares Chaperon, das
bei Induktion die Protein-Assemblierung, Faltungl drmranslokation von Proteinen férdert, wozu auch
der ANT gehort [113,114]. Die Hsp90-Proteine sindBerdem essentielle Bestandteile von
intrazellularen Signaltransduktionswegen, da sieKimasen wie Akt, MEK1/2 und Raf interagieren,

die dadurch stabilisiert und aktiviert werden [115#].
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Abb. 1.5: Aktivierung der intrazellularen Signalwege ERK1/2 und Akt zum Schutz vor Apoptose.

Durch extrazellulare Stimuli (Hypoxie, ROS) werdenz&goren (R) wie GPCRs oder RTKs auf der
Plasmamembran aktiviert, die die Signale an inthaizee Kinasen weiterleiten. Uber Phosphoryliereng
werden die Kinasen Raf und MEK1/2 bzw. die PI3K (r0K-1 aktiviert, die letztendlich ERK1/2 bzw. Akt
phosphorylieren. Diese hemmen Bad und die Caspasel9erhindern somit die weitere Caspase-Kaskade-
Aktivierung und Apoptose. Durch die Aktivierung vdfiF-1o werden zudem uberlebenswichtige Gene im
Zellkern angeschaltet. Hsp90 stabilisiert als Chapeessentielle Kinasen der Signalwege— direkte

Aktivierung, ----- indirekte Aktivierung;— direkte Hemmung.

Insgesamt l6sen Hypoxie bzw. Ischamie diverse Eebu Verdnderungen aus. Zu diesen
Veranderungen zahlen ein gestorter Energiemetatiadis mit reduzierter ANT-Aktivitat, die

Entstehung von ROS, Nekrose und Apoptose, sowidkligierung von intrazellularen Signalwegen.
Der ANT1 kann als Regulator des Energiemetabolisomud der Apoptose entscheidend in diese
Prozesse eingreifen. Neben der Kardioprotektiofitestsich die Frage, ob der ANT1 auch unter
basalen Bedingungen Veranderungen im Herzen heftormd insbesondere den kontraktilen

Mechanismus beeinflusst.
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1.3 Kontraktiler Mechanismus des Herzens

Bei der Initiation der Kontraktion fihrt eine eldkthe Erregung der zellularen Plasmamembran zur
Depolarisation, woraufhin sich spannungsgeste@ateKanale (Dihydropyridin-Rezeptoren; DHPR)
offnen und einen geringen €&instrom auslésen (Abb. 1.6). Die Géonen diffundieren tber eine
kurze Entfernung zum Ryanodin-Rezeptor 2 (RyR2) slrkoplasmatischen Retikulums (SR) und
bewirken eine Offnung des intrazellularerfGidanals, was einen massiven?GEinstrom von 0,1 auf

1 uM in die Zelle zur Folge hat [118].

C a2+ Ca2+

g o
NCX
PMCA

3Na* ADP+P; ATP

C a2+

Troponinkomplex
TnC, Tnl, TnT

Abb. 1.6: Kontraktiler Mechanismus im Myokard.

Eine Depolarisation der Plasmamembran fiihrt zun@f§ von spannungsgesteuerten DHPR, die einen garing
C&*-Einstrom in die Zelle verursachen. Die?Gtbonen fiihren zur Aktivierung von RyR2 des SRs, dieeei
massiven C&-Einstrom ins Zytosol erméglichen. €dindet an die TnC, das daraufhin iber Umlageruwgen
Tnl, TnT und TM die Bindestellen fiir Myosin am Aktireilegt und die Kontraktion erméglicht. Der Ta
Rucktransport durch die PMCA, den NCX und insbeson&tBCA2a fihrt zur Relaxation. PLB fungiert als
inhibitorisches Protein der SERCA2a (modifiziert n&ehs [118]).

Cd&" bindet an Troponin C (TnC), was eine Umlagerung Jooponin | (Tnl) und anschlieRende
Konformationsanderung des tropomyosinbindenden dmiopT (TnT) hervorruft. Tropomyosin (TM)

wird verschoben, sodass die Bindestellen am Aktin ¥yosin freigegeben werden und den
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Querbrickenzyklus und somit die Kontraktion ermélgdin [119,120]. Unter fortwahrender ATP-
Hydrolyse wird der Querbriickenzyklus repetitiv diemifen. Am Ende eines vollstandigen
Kontraktionszyklusses erfolgt die Relaxation, dirath eine rasche Reduktion der intrazellularefi-Ca
Konzentration charakterisiert ist [121]. An dies@mzess sind die €aATPasen des SRs (SERCA)
und der Plasmamembran (PMCA) sowie def/a*-Austauscher (NCX) beteiligt. Wahrend der
Na'/C&*-Austauscher und die PMCA nur geringe MengeR"@as dem Zytosol exportieren, weist
SERCA eine sehr hohe &a®Bindungsaffinitat auf [122,123] und transportieehtgegen dem
intrazellularen Gradienten €aunter ATP-Verbrauch zuriick in das SR, sodass fér rdichste
Kontraktion ausreichend freies €azur Verfiigung steht [124,125]. SERCA bildet dientzale
Determinante muskularer Kontraktilitat und bestimdie Relaxationsgeschwindigkeit der Myozyte
[125-127]. Von SERCA sind bislang finf Isoformenrendfiziert worden, wobei SERCA2a die
vorherrschende Isoform in Herzmuskelzellen datsfgf21]. Die Regulation der SERCA2a-Aktivitét
erfolgt Uiber Phospholamban (PLB), das in dephosfliedier Form SERCA2a bindet und die Ga
Affinitat reduziert [128]. Die Aktivitat der C&ATPasen und des kontraktilen Myosins sind streng
ATP-abhangig. Der ANT1, der als Regulator fiir ditrazelluldre Energieversorgung im Herzen

verantwortlich ist, kdnnte diese Prozesse entseneitheeinflussen.
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1.4 Zielsetzung

Zur Aufrechterhaltung der kontraktilen Funktion begt das Herz groRe Mengen an ATP, die in der
mitochondrialen oxidativen Phosphorylierung proéduziverden. Der ANT vermittelt den Austausch
von ATP und ADP Uber der IMM und fungiert zudem Risgulator der oxidativen Phosphorylierung.
Die myokardiale Ischamie und Hypoxie sind mit eiea@rgeschrankten oxidativen Phosphorylierung
und ANT-Aktivitat verbunden. Diese Schadigungenréithzum ATP-Mangel und zur Bildung von
ROS, die Nekrose und Apoptose auslésen. Deshalbsiston zentraler Bedeutung den ANT zu
stabilisieren, um die Zellschadigungen zu reduniemsd Kardioprotektion zu férdern.

Studien unserer Arbeitsgruppe lieferten bereitdeeldinweise auf Kardioprotektion durch eine
spezifischne ANT1-Uberexpression bei Hypertonie-iditer Hypertrophie in transgenen
Rattenherzen (ANT1-Ratten) [50] (Kapitel 1.1.5).hand dieser Vorarbeiten sollte nun untersucht
werden, ob diese ANT1-Uberexpression auch bei Higobxw. Ischamie kardioprotektiv wirkt und
ein krankheitstibergreifendes Phanomen darstell. iBirazellularen Prozesse wurden in isolierten
WT- und ANT1-transgenen neonatalen Rattenkardioytgoz(ANT1-NRCM) analysiert. Die NRCM
kénnen im Vergleich zu adulten Rattenkardiomyozy(&RCM) lange Zeit unter hypoxischen
Bedingungen kultiviert werden und sind daher furtégsuchungen bei akuter Hypoxie (24 h) und
chronischer Hypoxie (48 h) sehr gut geeignet (Kat3.1.1). Didn vivo Experimente bei Ischdmie
wurden an WT- und ANT1-Ratten durchgefihrt.

Die ANT1-Uberexpression filhrte bei Hypertonie-induter Hypertrophie auBerdem zur
Stabilisierung der Myozytenstruktur und -funktids0]. Daher war von besonderem Interesse, ob die
ANT1-Uberexpression schon unter basalen BedingumtierMyozytenstruktur und das kontraktile
System beeinflusst. Dazu wurde im zweiten Teil Adyeit die Morphologie von ANT1-ARCM und
die Expression der kontraktilen Proteine sowie @&f-ATPasen in ANT1-Ratten analysiert, die fiir
die Kontraktion der Myozyten verantwortlich sinduséatzlich wurden entscheidende Parameter zur
Bestimmung der Kontraktions- und Relaxationsgesotigkeit an isolieten ARCM gemessen.
Isolierte ARCM sind von ihrer Zellgrof3e, Strukturdudem Metabolismus Zellen im Herzgewebe am
ahnlichsten [129-131] und stellen fir diese Untelnsungen das am besten geeignete Zellsystem dar.
Uber die Genregulation des ANT1 ist bislang wenakannt. Im letzten Teil der Studie sollten
Substanzen identifiziert werden, die die ANT1-Tkaition regulieren und im Hinblick auf

therapeutische MalRnahmen kardioprotektiv wirken.
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2. Material und Methoden

2.1 Materialien

2.1.1 Chemikalien

Die Laborchemikalien wurden, sofern nicht andeigegeben, von den Firmen Sigma-Aldrich

(Munchen), Carl Roth (Karlsruhe) und Merck (Darnd$tdezogen.

Tab. 2.1: Chemikalien und deren Bezugsquelle

Produkt

Hersteller

2, 4-Dinitrophenylhydrazin (DNPH)

Sigma-Aldrich, Minchen

2°, 7"-Dichlorofluorescin-Diacetat (DCFH-DA)

Sigmddrich, Miinchen

3-Amino-1,2,4-Triazol

Sigma-Aldrich, Minchen

Agarose Biozym Scientific, Hessisch Oldendorf
Ampicillin Sigma-Aldrich, Minchen

Bacto AgarNoble DIFCO Laboratories, Lawrence/USA
Braunol Braun, Melsungen

Bromphenolblau

Sigma-Aldrich, Miinchen

Buprenorphin

Reckitt Benckiser/GB

Cell Lysis Buffe(10x)

Cell Signaling, Boston/USA

Claycomb-Medium

Sigma-Aldrich, Miinchen

Complete MinProtease-Inhibitor-Cocktalil

Roche Applied Science

Coomassie-Blauqoomassi® Brilliant Blue R-250)

Sigma-Aldrich, Miinchen

Diethylether

Roth, Karlsruhe

Diethylpyrocarbonat (DEPC)-Wasser, RNase-frei

USBpGration, Cleveland/USA

Dimethylsulfoxid (DMSO)

Sigma-Aldrich, Miinchen

DL-Dithiothreitol (DTT)

Sigma-Aldrich, Miinchen

DMEM, Low Glucose

GIBCO/Invitrogen, Darmstadt

dNTP Mix

ABgene, Epsom/UK
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Dulbecco’sPhosphate Buffered SalifeBS, ohne Ca

und Md")

PAA, Pasching/A

Ethidiumbromid

Merck, Darmstadt

Fibronektin, 0,1% Ldsung

Sigma-Aldrich, Miinchen

Formalin, 10% L&ésung

Sigma-Aldrich, Miinchen

Foétales Kalberserum (FCS)

PAA, Pasching/A

Foétales Rinderserum (FBS)

Sigma-Aldrich, Minchen

Fotales Rinderseru@old (FBS Gold)

PAA, Pasching/A

FUDR (5-Fluoro-2"-desoxyuridine)

Sigma-Aldrich, Milren

Gelatine

Sigma-Aldrich, Miinchen

Glycerin

Sigma-Aldrich, Minchen

Hank’s Balanced Salt SolutigiiBSS)

GIBCO/Invitrogen, Darmstadt

Histidin Sigma-Aldrich, Miinchen
lonophore A23187 Sigma-Aldrich, Miinchen
Isofluran Baxter, UnterschleiRheim
Ketamin Ratiopharm, Ulm

Laurylsulfat

Sigma-Aldrich, Miinchen

LB Broth, Miller

BD/Difco™, Sparks/USA

L-Glutamin

GIBCO/Invitrogen, Darmstadt

Lipofektamin™2000

Invitrogen, Darmstadt

Magermilchpulver

Carl Roth, Karlsruhe

Medium 199 mitEarl’'s Salts

Biochrom, Berlin

Natriumazid

Merck, Darmstadt

Natriumfluorid

Merck, Darmstadt

Norepinephrine (+)-bitartrate salt

Sigma-Aldrichiithen

NuPAGE® LDS Sample Buffer

Invitrogen, Darmstadt

NuPAGE® MES/MOPS SDRunning Buffer

Invitrogen, Darmstadt

NuPAGE® Transfer Buffer

Invitrogen, Darmstadt

Opti-Ment’l

Invitrogen, Darmstadt
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Penicillin (Kultivierung der ARCM)

Invitrogen, Darstadt

Penicillin/Streptomycin (Kultivierung der ARCM)

litvogen, Darmstadt

Penicillin/Streptomycin (Kultivierung der NRCM)

Btbrom AG, Berlin

Penicillin-Streptomycin (100x) (Kultivierung der HL-
Zellen)

GIBCO/Invitrogen, Darmstadt

pegqGOLD 1 kb DNA-Leiter

Peglab Biotechnologie GmittHlangen

pegGOLD 100 bp DNA-Leiter Plus

Peqglab Biotechnaéo@imbH, Erlangen

Pferdeserumonor Horse Seruin

Biochrom AG, Berlin

Phenylmethylsulfonylfluorid (PMSF)

Sigma-Aldrich,iMchen

PhosStogPhosphatase—Inhibitor-Cocktalil

Roche, Mannheim

Protease-Inhibitor-Cocktail

Sigma-Aldrich, Minchen

QIAzol®

Invitrogen, Darmstadt

Random Hexamers

Promega, Mannheim

RNaseAway

Fisher Scientific, Schwerte

RNasin RNase-Inhibitor Gold

Peglab BiotechnologmaliBl, Erlangen

Rutheniumrot

Sigma-Aldrich, Minchen

SeeBludPlus Il Standard

Invitrogen, Darmstadt

Streptomycin (Kultivierung der ARCM)

Invitrogen, Dastadt

Streptomycinsulfat

Sigma-Aldrich, Miinchen

Sucrose

Sigma-Aldrich, Minchen

Szintillationsflussigkeit (Irgasafe Plus)

Zinssaralytic, Frankfurt

Tris (Trizm& Basé

Sigma-Aldrich, Minchen

Tris-(2-Carboxyethyl)-phosphine-Hydrochlorid
(TCEPxHCL)

Thermo Scientific, Erembodegem/B

Triton X-100

Sigma-Aldrich, Miinchen

Trypan-Blau-L6sung (0,4%)

Sigma-Aldrich, Miinchen

Trypsin-Inhibitor,Soybean

Life Technologies, Darmstadt

Tweerf20

Merck, Darmstadt
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Wasserstoffperoxid 30% Carl Roth, Karlsruhe

Xylazin Bayer, Leverkusen

Zytokine: IL-18, IFNy,IL-4, IFN-B, TNFu, IL-6 Immuno Tools, Friesoythe
TGH1, TN R&D Systems, Wiesbaden

2.1.2 Puffer und Stammlésungen
Die Puffer und Stammlésungen wurden je nach Bedatfbidestilliertem (bidest.) oder sterilem

Wasser angesetzt.

Tab. 2.2: Puffer und Stammldsungen

Puffer/Stammlésung Zusammensetzung

Ampicillin-Stammldsung 20 mg/ml wurden in steriléffasser geldst, sterilfiltriert,

aliquotiert und bei -20 °C gelagert

ATP-Puffer 100 mM Tris, 4 mM EDTA-Na, pH 7,75

Blockpuffer fir Immunfarbungen 5% Magermilchpuhmaw. BSA (w/v) in 1xTBS mit 0,1%
TweerP20

Cd"-Reaktionspuffer 40 mM Imidazol (pH 7,0), 100 mM K& mM MgCh, 5 mM

Tris-ATP, 6 mM Phosphokreatin, 10 mM K-Oxalat, &2/
EGTA, 10 mM NaN, 2 pM synthetisches Protein Kinase A
Inhibitor Peptid [PKI(6-22)amid] und jeweils 0,35uddler
3,68 uM freied*CaCl (1,9x13* Bg/mol)

Coomassie-Blau-Entfarbeltsung 10% Essigsaure utdBbanol

Coomassie-Blau-Farbeldsung 0,2% Coomassie-Blay, (W% Essigsaure und 30%
Methanol

DNA-Ladepuffer 50% Glycerin (v/v) und 0,1% Bromplodislau (w/v) in

sterilem Wasser

FUDR-Stamml6sung 2 mM FUDR in sterilem Wasser

Guanidinhydrochlorid-L&sung 6 M Guanidinhydrochtgr20 mM KHPQ,, pH 2,3 mit HCI

einstellen
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Homogenisationspuffer

50 mM KRGO, 15 mM NaF, 1 mM EDTA, 250 mM Sucrose,
0,3 mM PMSF, 0,5 mM DTT, 10 mM Histidin, 1/100 Vol
Protease-Inhibitor Cocktail, pH 7,4

Katalase-Puffer

50 mM KH#PO,, pH 7,0 und 0,036% (w/w) 40,, die
Absorption des Puffers muss zwischen 0,520 undodjgen

Laufpuffer

50 ml 20xNuPAGEMES/MOPS SDRunning Buffein 1 |

Wasser bidest.

Proteinase K

10 mg/ml Proteinase K in 50mM Tris-p818,0 und 10 mM
CaCj

Proteincarbonylierungs-Puffer

50 mM KIPD,, 0,5% Triton X-100, 1 mM EDTA,
40 pug/ml PMSF gel6st in Ethanol und 1/100 Vol Pasee
Inhibitor Cocktail, pH 7,4 mit KOH einstellen

Protein-Probenpuffer (2x)

50% NuPAGE LDS Samplef@ufdx) und 10% 1 M DTT in
Wasser bidest.

RNaseA-Stammldsung

4 mg/ml RNaseA in sterilem Wasse

Streptomycin-Lésung

10% Streptomycinsulfat in Rratarbonylierungs-Puffer

Stripping-Puffer

15 g Glycin, 1% SDS, 0,001% Tw&2é, pH 3,2 in 1 | Wasser
bidest.

TBS (10x)

0,5 mM Tris, 1,38 M NaCl und 27 mM KCH 7,4

TBST

1xTBS und 0,1% Twe&a0

TCEPxHCI-L6ésung

10 mM TCEPxHCI in Methanol

Transferpuffer

50 ml NuPAGETransfer Buffeund 20% Methanol in 1 |

Wasser bidest.

Tris-Acetat (TAE) -Puffer (50x%)

2 M Tris, 5,7% Egséure und 50 mM EDTA, pH 8,3

Zelllysepuffer

100 pCell Lysis Buffe(10x), 100 plPhosStogPhosphatase-
Inhibitor (10x), 100 puComplete MiniProtease-Inhibitor (10x)

in 1 ml Wasser bidest.
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Zytokine-Stammlésung

Zytokine wurden konzentratidofgingig in sterilem Wasser
gelost, sterilfiltriert, aliquotiert und bei -20 gelagert.

2.1.3 Kommerzielle Test-Systeme

Die in der Arbeit zum Einsatz gekommenen Reaktigstesne (Kits) wurden nach Herstellerangaben

verwendet.

Tab. 2.3: verwendete Kits

Produkt

Hersteller

AlmarBlue®Cell Viability Reagenz

Invitrogen, Darmstadt

Apo-ONE® Homogeneous Caspase-3/7 Assay

Promega, Mannheim

ATP Bioluminescence Assay Kit CLS Il

Roche, Manmhei

BCA Protein Assay Kit

Pierce, Rockford/USA

CytoTox-ONE™Homogeneous Membrane Integrity

Assay

Promega, Mannheim

Dual-Luciferas@Reporter Assay System

Promega, Mannheim

E.Z.N.A®Plasmid Miniprep Kit |

Peglab Biotechnologie GmidEtjangen

High Pure PCR Cleanup Micro Kit

Roche, Mannheim

High Pure PCR Template Preparation Kit

Roche, Maimh

In SituCell Death Detection Kit, AP

Roche, Mannheim

PeroXOquarlt' Quantitative Peroxide Assay Kits

Thermo Scieatiirembodegem/B

QIAGEN Plasmid Maxi Kit

Qiagen, Hilden

Rodeo ECL Western Blotting Detection Reagents

Amaars Minchen
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2.1.4 Enzyme

Die Enzyme und entsprechenden Puffer wurden nacttélierangaben verwendet.

Tab. 2.4: Enzyme

Enzym

Hersteller

Aatl

New England Biolabs, Frankfurt a. M.

Alkalische Phosphatas€alf Intestinal(CIP)

New England Biolabs, Frankfurt a. M.

AmpliTag DNA-Polymerase

Applied Biosystems, Darmstadt

BamH

New England Biolabs, Frankfurt a. M.

DNA-Polymerase Il.arge (Klenow) Fragment

New England Biolabs, Frankfurt a. M.

Kollagenase Typ 2 (230 Units/mg) (Isolierung der
NRCM)

Worthington, Lakewood NJ/USA

Kollagenase Typ CLS Il (Isolierung der ARCM)

Bioohmn, Berlin

Kpnl

New England Biolabs, Frankfurt a. M.

MMLV Reverse Transkriptase

Invitrogen, Darmstadt

Notl

New England Biolabs, Frankfurt a. M.

peqGold DNase |

Peqglab Biotechnologie GmbH, Erlange

PlatinunfTaq DNA-Polymerasetigh Fidelity

Invitrogen, Darmstadt

Proteinase K

Roche, Mannheim

RNaseA

Serva, Heidelberg

Sal

New England Biolabs, Frankfurt a. M.

T4-DNA-Ligase

New England Biolabs, Frankfurt a. M.

TagMan Universal PCR MasterMix UNG

Applied Biosyate Darmstadt

Trypsin/EDTA (1:250) (Isolierung der NRCM)

GIBCOiiitrogen, Darmstadt

Trypsin-EDTA (0,5%) (Kultivierung der HL-1-Zellen)

GIBCO/Invitrogen, Darmstadt

2.1.5 Antikorper

Die Antikérper wurden zur Verwendung in der Immubfing mit Puffer aus 5% Milchpulver bzw.

5% BSA in TBST angesetzt.
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Tab. 2.5: Primarantikérper

Antikérper Hersteller

Akt Cell Signaling, Boston/USA

Aktin (C-2) Santa Cruz Biotechnology, Inc, Heidelberg
Anti-ANT Antiserum, von Dr. Andrea Dérner zur

Verflgung gestellt

Anti-Calcium channel L-type DHPR alpha 2 subun

[20A]

itAbcam, Cambridge/UK

Anti-Calcium Pump pan PMCA ATPase [5F10]

Abcam, Gadge/UK

Anti-heavy chain cardiac Myosin [3-48]

Abcam, Cardge/UK

Anti-Hif1 alpha [H1alpha67]

Abcam, Cambridge/UK

Anti-Myosin (skeletal, slow), clon NOQ7.C.AD

Sigmddrich, Minchen

Anti-Phospholamban, clon Al

Millipore, Hamburg

Anti-Ryanodine Receptor (C3-33)

Calbiochem, Darulista

Anti-Superoxide Dismutase 2

Abcam, Cambridge/UK

Calsequestrin 2 (H-60)

Santa Cruz Biotechnology, heidelberg

Catalase

Novus, Cambridge/UK

Hsp9ay/p (F-8)

Santa Cruz Biotechnology, Inc, Heidelberg

MsxGAPDH

Millipore, Hamburg

Na'/Ca* exchanger

Swant, Bellizona, CH

p44/42 MAPK (ERK1/2)

Cell Signaling, Boston/USA

Phospho-Akt, Phospho-p44/42 MAPK (ERK1/2)
(PathScafi Multiplex Western Cocktail 1)

Cell Signaling, Boston/USA

SERCAZ2a

Antiserum, Schenkung von Dr. W. Dillmann,
San Diego/USA

Troponin | (FL-210)

Santa Cruz Biotechnology, Ikigidelberg
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Tab. 2.6: Sekundarantikorper

Antikorper Hersteller
Anti-Mouse IgG HRP-Konjugat Dako, Glostrup/DK
Anti-Rabbit IgG HRP-Konjugat Dako, Glostrup/DK

2.1.6 Nukleinsauren

2.1.6.1 Sequenzen der synthetischen Oligonukleotide

Die synthetischen Oligonukleotide (Primer) wurdemder Firma TibMolbiol (Berlin) bezogen und in
DNA- und RNA-freiem sterilem Wasser gelost.

Tab. 2.7: Genotypisierung der ANT1-Ratte

Primerbezeichnung Nukleotidsequenz

ANT1 35-F (ANT1-PCR) 5- GGA TGA TGA TGC AGT CTG G-

M A5 10-F (Mas-PCR) 5- GTA CAG CTT CGA AGA ATG GCAGC CC-3
MAS 11-R (Mas-PCR) 5- CTG GTT CCT CTG CTT CCG GSAG G-3°
POBGH3-R (ANT1-PCR) 5- TAG AAG GCA CAG TCG AGG-3’

Tab. 2.8: Amplifizierung des ANT1-Promotors

Primerbezeichnung Nukleotidsequenz

ANTL(2,5Aatl)-F 5°- CCC GAC GTC CAT CCC TGC AGA AAT CGT GT-3
ANT1(2,5Kpnl)-R 5- CCC GGT ACC TAC TAG AGC AGA GGT CAC TGG-3’
ANT1(BamH)-R 5- TAC TCA GGA TCC GCT GAA AGC CGG GCG CAC AB
ANT1(Kpnl)-F 5-TAC TCA GGT ACC GTC TTT AGG CTC TGA GCG AG
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Tab. 2.9: TagMan™ Sonden
TagMar™ Gene Expression Assays (Applied Biosystems, Dadtjsta

MRNA Assay
ANT1 (Ratte) Rn00821477_g1
HPRT (Maus) MmO00446968_m1

2.1.6.2 DNA-Template
Die genomische Maus-DNA (C57BL/6 Mausstamm) wurde r. L. Ebermann fir PCRs als DNA-
Template zur Verfligung gestellt [24].

2.1.7 Plasmide

Tab. 2.10: verwendete Plasmide

Plasmide Hersteller

pAd5TetQ[HREJAFP-luc | zur Verfigung gestellt von Dr. H. Feehn

PANT1Prd>-Luc diese Arbeit

pANT1Prd-Luc diese Arbeit

pCR’4-TOPC TOPO TA Cloning Kif for Sequencing, Invitrogen
pPEGFP-cl zur Verfligung gestellt von Dr. H. Fechner

phRL-TK RenillaPlasmid | zur Verfigung gestellt von Dr. H. Fechner

pLuc diese Arbeit
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2.1.8 Zelllinien und Medien

Tab. 2.11: Zelllinien und zu deren Isolation verwendie Medien und Lésungen

Zelllinie Medium

ARCM (Primare adulte | Powell-Medium (Carbogerf begast):110 mM NaCl, 25 mM NaHC§)
Rattenkardiomyozyten) | 11 mM Glukose, 2,6 mM KCI, 1,2 mM KIRO, und 1,2 mM
Mg,SO,xH,0

Kollagenase-L6sung:20 mg Kollagenase Typ CLS Il und 25 uM CaCl
in 50 ml Powell-Medium

Medium zum Beschichten der PlattenCCT-Medium, 4% FCS
CCT-Medium: Medium 199 mitEarl’s Salts2 mM L-Karnitin, 5 mM
Taurin, 5 mM Kreatin, 100 1U/ml Penicillin, 1Q@/ml Streptomycin and
10 pM Cytosing-D-Arabinofuranosid, pH 7,4

Medium zum Ausplattieren: CCT-Medium, 0,1% Gentamycin, 2%

Penicillin/Streptomycin

HL-1-Zellen Claycomb-Medium: Claycomb-Medium, 10% FBS bzw. 2% FBS,
100 pg/ml Penicillin/Streptomycin (100x), 0,1 mMfdpinephrin (+)-
Bitartratsalz und 2 mM L-Glutamin
Fibronektin/Gelatine-Beschichtung: 2,5 pg/ml Fibronektin in 0,02%
Gelatine

Trypsin-Losung: 1 ml Trypsin/EDTA in 10 ml sterilem }D
Trypsin-Inhibitor: 25 mg Trypsin-InhibitorSoybeann 100 ml PBS,
sterilfiltrieren

Waschmedium: Claycomb-Medium, 5% FBS, 100 pg/mi
Penicillin/Streptomycin (100x)

NRCM (Primére neonatale Trypsin-Losung: 15 mg Trypsin/EDTA in 25 ml HBSS
Rattenkardiomyozyten) | Kollagenase-Ldsung50 mg Kollagenase Typ 2 in 50 ml HBSS,
sterilfiltrieren

Fibroblasten-Medium: DMEM low Glucose20% FBS Gold, 1%
Penicillin/Streptomycin

NRCM-Medium: DMEM low glucose, 10% FBS Gold, 10%
Pferdeserum, 1% Penicillin/Streptomycin und 2 uNMJRJ
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NRCM-Medium ohne Serum: DMEM Low Glucosel1% Penicillin/
Streptomycin und 2 uM FUDR

Medium zum Beschichten der PlattenDMEM Low Glucose4% FBS
Gold

2.1.9 Bakterienstamme und Medien

2.1.9.1 Bakterienstamme

Die Escherichia col(E. col - Stimme wurden zur Vermehrung und Klonierung Rasmid-DNA

eingesetzt.

Tab. 2.12: Bakterienstamme

Bakterienstamm Genotyp Hersteller

E.coli-TOP10 F {laclqg Tn10 (TetR)} mcrA (mrr-hsdRMS- | Invitrogen, Mannheim
mcrBC) F80acZM15 lacX74 recAl dedR
araD139 (@raleu) 7697galU galK rpsL
(StrR)endAl nupG

E.coli-XL-10-Gold TetRA(mcrA)183A(mcrCB-hsdSMR-myL73 | Stratagene, La
endAl supE44 thi-1 recAl gyrA96 relAl la¢ Jolla/USA

Hte [F" proAB lacgZAM15Tn10 (TetR)
Amy CamR]

2.1.9.2 Nahrmedien
Die verwendeten Nahrmedien zur Anzucht von Bakbéxidturen wurden in Wasser bidest. angesetzt
und im Autoklaven flr 20 min sterilisiert. Um eipermanente Selektion sicherzustellen, wurde den

Kulturmedien ein Antibiotikum (Ampicillin) beigefiig

Tab. 2.13: Nahrmedien zur Anzucht von Bakterienkulturen

Nahrmedium Zusammensetzung

LB-Agarplatte 25 g/l LB Broth, Miller und 15 g/l B Agar in Wasser bidest.

[6sen und autoklavieren
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LB-Agarplatte mit Ampicillin 25 g/l LB Broth, Miller und 15 g/l Bacto Agar in \Wser bidest.
(LB/Amp-Platte) I6sen, autoklavieren und 100 pg/ml Ampicillin zugab
LB-Medium 25 g/l LB Broth, Miller in Wasser bidesbsen und autoklavieren
LB-Medium mit Ampicillin 25 g/l LB Broth, Miller in Wasser bidest. I6sent@klavieren und
(LB/Amp-Medium) 100 pg/ml Ampicillin zugeben

2.1.10 Gebrauchswaren
Gebrauchswaren, die nicht gesondert aufgefiihrt sincden von handelstblichen Firmen wie

Eppendorf (Hamburg), BD Falcon (Heidelberg) und VWRrnational (Darmstadt) bezogen.

Tab. 2.14: Gebrauchswaren und deren Hersteller

Produkt Hersteller
2,0 Prolen&-Faden, 7,0 ProlefigFaden Ethicon, Norderstedt
Brauniilel8 G Braun, Melsungen
Feather Disposable Scalpel No 11, No 21 PfmMédiazn
ImmunBlot PVDF Membran Bio-Rad Laboratories, Miinche
MicroAmp 96well Optical Reaction Plate Applied Bystems, Darmstadt
Mullkompressen, steril Fuhrmann Verbandstoffe, Much
NuPAGE® Novex Bis-Tris Gel 4-12% Invitrogen, Darmstadt
Sterilfilter PharmAssuf‘?aO,Zum Pall GmbH, Dreieich
Whatman-Papier GE Healthcare, Miinchen
Zellkulturflaschen BD Biosciences, Heidelberg
Zellkulturplatten BD Biosciences, Heidelberg
Zellkulturschalen BD Biosciences, Heidelberg
Zellschaber TPP Techno Plastic Products AG,
Trasadingen/CH
Zellulosemembranfilter ME 25 (0,45 pum) SchleicheB&huell, Dassel
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2.1.11 Sonstige Materialien und Gerate

Tab. 2.15: verwendete Materialien und Gerate

Produkt

Hersteller

Beatmungsmaschine

Harvard Apparatus, Massachusetts/USA

Brinkmann Polytron PT 3000

Kinematica AG, Luzern/CH

CO,-Inkubator CB 150

Binder, Tuttlingen

Dynabead&ix1 Mixer

Invitrogen, Darmstadt

Feinpinzette Dumont #5-45 Forceps"

Fine SciencdsrGonbH, Heidelberg

Feinschere ,lris Scissors 11,5 cm“

Fine Sciencel§ GanbH, Heidelberg

Flourometer ,Spektra Max Gemini”

Molecular Devic&sinnyvale/USA

Fluoreszenz-Digitalmikroskop (CCzhargeCoupled-
Devicg-Kamera), BZ Analyzer 2008, BZ Observation
2008

KEYENCE, Essen

Gelelektrophoresekammer

OWL Separation Systems,
Nottingham/UK

Genesys 6 UV-Spektrometer

Thermo Electron, Walthisw

HERAsafe Sterilbank

Thermo Electron, Waltham/USA

HypoxiekammerKodular Incubator Chamber

Billups-Rothenberg, Del Mar/USA

ImageJ-Software

NIH Image, Bethesda/USA

Isofluran-Pumpe

Univentor Limited, Zejtun/Malta

Kreisschuttler Certom3H

B. Braun, Melsungen

Klhlzentrifuge 5415R, Rotor F45-24-11

Eppendorfiibarg

Langendorff-Perfusionsanlage

Eigenbau, Physiolbgisc
Institut der Justus-Liebig-Universitat
Giessen

LAS-4000 mini

Fujifilm, Dusseldorf

Lumat LB 9501

Berthold Technologies, Bad Wildbad
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Magnetrihrer lab disc

VWR International, Darmstadt

Mastercycler ep Gradient S

Eppendorf, Hamburg

Mikroskop DMIL DCF 480

Leica, Wetzlar

Mikroskop Eclipse TS100

Nikon Instruments, KinggteB

Mini Trans-Blot Cell

Bio-Rad Laboratories, Miinchen

NanoDroff ND-1000 Spektrophotometer

Peglab BiotechnologidoBnErlangen

Neubauer Improved

LO-Laboroptik GmbH, Bad Homburg

NovexMini Cell

Invitrogen, Darmstadt

Nylonnetz

NeolLab, Heidelberg

Pinzette ,Standard Pattern Forceps 14,5 cm*

FinenSe Tools GmbH, Heidelberg

Primus 96 advanc&@hermocycler

Peglab Biotechnologie GmbH, Erlangen

Schere ,Surgical Scissors 14,5 cm”

Fine SciencdsT@mbH, Heidelberg

SmartSpet’3000

Bio-Rad Laboratories, Miinchen

Szintillationszé&hler (Liquid Szintillation AnalyzdiRI-
CARB 2200CA)

Packard BioScience GmbH, Dreieich

Thermomixer comfort

Eppendorf, Hamburg

Tischinkubator

Thermo Scientific, Erembodegem/B

Transilluminator BioDoc Analyze

Biometra, Gottingen

TRIO Thermoblock

Biometra, Gottingen

Ultra Turrax T25basic

IKA Labortechnik, Berlin

Video-gesteuertes Zellgrenzenerkennungssystem

Boieatific Instruments, Heidelberg

Wasserbad TWB5

Julabo, Seelbach

Zentrifuge 5415D, 5810 R

Eppendorf, Hamburg

Zentrifuge Avanti"J-25

Beckman Coulter, Fullerton/USA

2.1.12 Sterilisation

Zur Sterilisation wurden die Lésungen, sofern diest@ndteile eine Hitzebehandlung erlaubten, fur

20 min bei 120 °C und f0Pascal im Dampfdruckautoklaven autoklaviert. Ansemswurden

hitzeempfindliche Losungen steril filtriert (Poreii§e der Filter: 0,2 pm). Gebrauchswaren wurden

entweder autoklaviert oder UN bei 220 °C gebacken.
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2.2 ANT1-Tiermodell

2.2.1 Identifizierung der ANT1-Ratten

Im Rahmen dieser Arbeit wurden ANT1-Ratten verwendie in unserer Arbeitsgruppe generiert und
im Jahr 2007 erstmals grundcharakterisiert wur&&h Die Tiere besitzen sieben bis neun Kopien des
ANT1-Konstrukts an einem Integrationsort im Gendemtscheidend ist, dass die Tiere den ANT1
herzspezifisch unter Verwendung eineMyosin Heavy ChairffaMHC)-Promotors tberexprimieren.
Zur routinemaRigen Identifizierung der ANT1-Tierewurden Genotypisierungen aus
Schwanzspitzenbiopsien durchgefuhrt. Dazu wurdeomgésthe DNA isoliert (Kapitel 2.6.1) und
ANT1 mit Hilfe der Primer ANT135-F und pOBGH3-R &iner Polymerasekettenreaktion (PCR)
amplifiziert (Kapitel 2.6.5). Die PCR ergab ein Buit von ca. 340 bp. Bei der Verwendung von WT-
DNA wurde keine Bande detektiert. Fir Kontroll-PCRsrden die Primer M A510-F und MAS 11-R
eingesetzt, die zur Amplifizierung des ubiquitar pemierten Gens Mas dienten. Die
gelelektrophoretische Auftrennung der PCR-Produttén Abb. 2.1 A beispielhaft dargestellt. Eine
Western-Blot-Analyse (Kapitel 2.4.5) bestétigte diehdhte ANT-Proteinmenge in den ANT1-
Rattenherzen (23,7+7,3%; Abb. 2.1 B).

Die Versuchstiere wurden unter Beachtung der dbatsc Tierschutzverordnung in der
Forschungseinrichtung fur Experimentelle MedizirBierlin gehalten. Die Haltung erfolgte in einem
zwolfstindigen Tag-Nacht-Rhythmus. Nahrung und Wiasstanden den Tieread libitum zur
Verfuigung. Behordliche Genehmigungen fiir die Duibnding der Ischamie-Experimente (G0158/08)
und zur Praparation der neonatalen Rattenkardiomgnz (NRCM) (T0449/08) und adulten
Rattenkardiomyozyten (ARCM) (T0148/08) lagen berstehsbeginn vor.

o
e

GAPDH WS

A ANT1 WT Mas B ANT-Protein 150+
*
o
1 2 3 4 1 2 3 4 ;
1000Bp | « = § 100 ———
500 Bp . e e e WT ANT1 g
- = ANT -
(O}
'_
z
<

T
WT ANT1

Abb. 2.1: Identifizierung der ANT1-Ratten. (A) Représentative Darstellung der gelelektrophecétn
Auftrennung einer Genotypisierungs-PCR. Genaue Bebcimg siehe Text. (B) Western-Blot-Analyse der
ANT-Expression. Die Quantifizierung erfolgte in Ré&a zu GAPDH. * p<0,05 vs. WT; n=11-12.
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2.2.2 Isché@mie-Induktion im Myokard von WT- und ANT1-Ratt en

Die Induktion der myokardialen Ischamie in vier lsischs Monate alten Ratten erfolgte durch Dr.
Konstantinos Savvatis nach Tsch@tel [132].

Zu Beginn der Durchflhrung wurden die Tiere gewogan eine genaue Dosierung der Narkose- und
Schmerzmittel zu gewahrleisten. Anhand des errtetieGewichts erfolgte die intraperitoneale Gabe
von Ketamin (80 mg/kg Korpergewicht) und Xylazin f&/kg Korpergewicht) zur Narkotisierung.
Nach dem Eintreten der Narkose, wurden die Tiefedam Operationstisch fixiert und intubiert. Die
Intubation erfolgte mit Hilfe einer 18G dicken Brdlle, welche unter direkter Sicht der Stimmbé&nder
in die Trachea fortgeleitet wurde. Die anschliel@eBgatmung erfolgte mit 50-60 Atemzigen pro
Minute und einem Atemzugvolumen von 1,5 ml/100 g rp€bigewicht. Ferner wurde zur
Narkoseerhaltung eine Inhalationsnarkose mit Isafiun einer 0,8-1,5%igen Mischung mit Raumluft
Uber eine Isofluran-Pumpe verwendet. Nach Enthgaden linken Thoraxhalfte und Desinfektion mit
Braunol, wurden die Haut und Muskulatur frei prager AnschlieRend erfolgte die Offnung des
linken vierten Interkostalraums (ICR) durch Scheeidler Interkostalmuskulatur zwischen der vierten
und flinften Rippe. Nach Er6ffnung des darunterielpe Herzbeutels, wurden der linke Vorhof und
der linke Ventrikel des Herzens freigelegt.

Um die Ischdmie zu induzieren wurde ein 7,0 didReslene-Faden durch den Herzmuskel unterhalb
der linksanterioren deszendierenden Arterie (LADY ea. 2-3 mm unterhalb des linken Vorhofohrs

geflhrt und mit einem Knoten festgezogen.

rechtes . — linkes
Atrium \( N\ Atrium
\ / I\ ‘
ﬁ VAN }
| PN
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£ N ‘%
LAD-Ligation \ /"\
\‘\ I‘H\
\ /

Abb. 2.2: Schematische Darstellung der linken Koronararterienim Herzen. Position der LAD-Ligation
(modifiziert nach Wangt al [133]).

Das behandelte Gewebe im sichtbaren linken Ventwkede anschlieRend deutlich blasser und diente
als Beweis einer korrekt durchgefuhrten LAD-Ligatumd Infarktentstehung. Nach der Operation
wurde der Herzbeutel wieder Uber dem Herzen platzite Rippen geldst, diese mit zwei Nahten
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geschlossen und die aus der Fixierung geldsten dliuskponiert. Um einen Pneumothorax moglichst
zu vermeiden, erfolgte eine Uberblahung der Lungetem der Luftausgang der Beatmungsmaschine
fur 1-2 s okkludiert wurde. AnschlieRend konnte Hiut mit einer fortlaufenden Naht (2,0 Prolene-
Faden) verschlossen, die Isoflurannarkose beendgtdie Beatmung deeskaliert werden, bis die
Spontanatmung wieder einsetzte. Zur postoperatarigetischen Behandlung wurde den Tieren
Buprenorphin (0,05 mg/kg Kérpergewicht) subkutarekli nach der Operation und ein zweites Mal
nach 12 h verabreicht. DishamOperation der WT- und ANT1-Kontroll-Tiere erfolgenalog zur
Ischamie-Induktion, bis auf das Ausbleiben der LADation.

Alle Tiere wurden Uber einen Zeitraum von 24 h naehn Operation beobachtet. Der prozentuale
Anteil der verstorbenen Tiere im Vergleich zu desbenden Tieren pro Gruppe ergab die
Mortalitatsrate.

2.2.3 Organentnahme
2.2.3.1 Herzentnahme aus ischamischen- 8hdmoperierten Ratten und Bestimmung der

InfarktgréRe
24 h nach der Ischamie-Induktion bz8hamOperation erfolgte die Herzentnahme und Bestimmung

der InfarktgrofRe. Daflr wurden die WT- und ANT1-Rat mittels CQ@ narkotisiert, durch

Genickbruch getétet und der Thoraxraum geo6ffnet. Zerumanalyse wurde zunachst 1 ml Blut mit
Hilfe einer heparinisierten Spritze entnommen, Eppendorfgefal Gberfuhrt, fir 10 min bei 1000xg
abzentrifugiert, das Serum abpipettiert und bis Bestimmung der Peroxidkonzentration bei -80 °C
gelagert.

Nach schneller Entnahme der Herzen, wurden diekaliam PBS gewaschen und der linke Ventrikel
von den Vorhoéfen und dem rechten Ventrikel befr&itir Analyse der InfarktgréRe, wurde die
Infarktnarbe vom gesunden Ventrikel getrennt unddéeVentrikelteile auf Papier gelegt. Die
eingezeichnete Gewebeflache konnte spater mit idéfdmageJ-SoftwaréNIH Image) quantifiziert
werden. Das Verhaltnis von infarziertem zum gesaritentrikel ergab die InfarktgréRe. Das Gewebe

wurde bis zur Messung der Proteincarbonylierung&@i°C gelagert.

2.2.3.2 Herzentnahme aus unbehandelten Ratten

Zur Herzentnahme wurden die acht Monate alten Tieitéels CQ narkotisiert und im Anschluss

durch Genickbruch getdtet. Nach Eréffnung des Thavarde das Herz enthommen und schnell in
eine eiskalte Losung aus 130 mM NaCl und 30 mM Kieérfuhrt, das Herz gespult und das Blut
ausgeschwemmt. Mit Hilfe zweier Skalpelle konntemschlieRend die Vorhéfe und der rechte
Ventrikel entfernt und der linke Ventrikel in meleeGewebestiicke zerteilt werden. Diese wurden
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zlgig in flussigem Stickstoff eingefroren und b8d ~C gelagert. Das Gewebe wurde spéater fir die
SERCAZ2a-Aktivitdtsmessungen und fiir Proteinanalysen kontraktilen Mechanismus verwendet.

2.3 Zellkulturen

2.3.1 Primarkulturen von Kardiomyozyten
2.3.1.1 Unterschiede von neonatalen und adulten Ratterkasdizyten (NRCM/ARCM)

Kardiomyozyten von Saugern sind bereits zum Zektpder Geburt nahezu vollstandig differenziert.

Sie lassen sich als Primarkultur Uber eine begeeaitdauer kultivieren und fir biochemische,
molekularbiologische und physiologische Untersugam einsetzen [134]. Die Kardiomyozyten
verflgen zunéachst tber spontane Kontraktilitatriexieren kardiale Gene und Proteine und bilden die
charakteristischen Sarkomerstrukturen. Ein groRerted der NRCM ist die leicht zu etablierende
Methode der Isolierung und Kultivierung. Auch kénndie NRCM im Vergleich zu ARCM lange
unter hypoxischen Bedingungen existieren, da siereih6heren glykolytischen Metabolismus
aufweisen. Aus diesem Grund wurden NRCM fir die tkyp-Experimente in dieser Arbeit verwendet
(Abb. 2.3).

Abb. 2.3: Exemplarische mikroskopische Aufnahmen von NRCM und ARCM. NRCM: 40-fache
VergréRerung; ARCM: 20-fache Vergroéf3erung.

Fur morphologische Untersuchungen und zur Bestingmder kontraktilen Parameter wurden ARCM

eingesetzt. Die Zellen sind von ihrer ZellgroReu&ur, dem Metabolismus, der Genexpression und
der Rezeptorkomposition den Zellen im Herzgewebegilnlichsten [129-131]. Sie stellen demzufolge
fur diese Untersuchungen das am besten geeignliségsfem dar. Da die Praparation sehr aufwendig
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ist und die Kultivierung nur Giber wenige Tage egéi kann, sind die experimentellen Mdglichkeiten

in diesem Zellmodell jedoch begrenzt.

2.3.1.2 Praparation der NRCM

Die NRCM wurden aus dem ventrikularen Gewebe varb& drei Tage alten WT- und ANT1-Ratten

isoliert (Kapitel 2.2.1). Die Praparation erfolgteAnlehnung an das Protokoll von Vetttral. [135].

Die Tiere wurden vor Beginn der Praparation in 7@8@ Ethanol desinfiziert. Nach schneller Tétung
durch Dekapitation, erfolgten ein Sternalschnig bum Zwergfell und die Entnahme des Herzens.
Dieses wurde in eine mit HBSS gefiillite Petrisctzalé Eis gelegt. Das Praparierbesteck wurde nach
jedem Tier mit 70%igem Ethanol desinfiziert. Naeh #lerzentnahme aller Tiere wurden die Vorhofe
der Herzen mit Hilfe zweier Skalpelle abgetrennd die Ventrikel mit einer feinen Pinzette vorsighti

in frisches HBSS uberfuhrt. Die Ventrikel wurdenchozweimal geteilt und in ein 15 ml-
Zentrifugenréhrchen mit Trypsin-Losung (0,6 mg/iberfihrt. Der Verdau des Herzgewebes erfolgte
UN fiir 18 Stunden bei 4 °C unter geringer Rotati@vgegung (ca. 5 rpm). Am darauf folgenden Tag
erfolgte die Freisetzung der kardialen Zellen nstt€ollagenase Typ 2. Dazu wurden die Herzstlicke
aus der Trypsin-Lésung in 20 ml Fibroblasten-Medi(iapitel 2.1.8) Uberflhrt und im Becherglas
mit einem RuUhrfisch fur 4 min bei 37 °C und nieéridtufe gerthrt. Das Medium wurde verworfen
und 5 ml Kollagenase-Ldsung (1 mg/ml) zugefuhrtctNarneuter Inkubation und langsamer Rotation,
wurde der Uberstand im 50 ml-Zentrifugenréhrcheri Bis gesammelt. Der Kollagenase-Verdau
erfolgte insgesamt 10-mal. Die gesammelten Ubedstamurden danach durch eine sterile
Mullkompresse gegossen und im Zentrifugenréhrchesagmelt, wobei die groben Gewebereste
abgetrennt wurden. Es folgte ein Zentrifugationsgickiir 5 min und 1200 rpm, bei dem die gesamten
Herzzellen pelletierten. Dieses Zellpellet konnématch in 20 ml Fibroblasten-Medium resuspendiert
und in eine Zellkulturflasche Uberfihrt werden. N&O-minltiger Inkubation bei 37 °C und 5% £0O
waren die Fibroblasten vom NRCM-haltigen Uberstagetrennt. Dieser wurde abgenommen,
nochmals pelettiert und im NRCM-Medium resuspendiblach der Zellzahlbestimmung in einer
Neubauer-Zahlkammer (Kapitel 2.5.1), wurden die NR&uf Zellkulturplatten ausplattiert und UN
bei 37 °C, 95% @und 5% CQ kultiviert. Der Zusatz von Pferdeserum und FUDRKoiturmedium
verhinderte die Vermehrung der unerwiinschten Flasdén. Am darauf folgenden Tag wurden die
NRCM einmal mit HBSS gewaschen und in frischem NREEdium aufgenommen. Um
sicherzustellen, dass die Zellzahl der WT- und ANNRCM zu Beginn der Experimente nicht
variierte, wurden die lebenden Zellen in 96-WeliRin mittels Zellviabilitatstest quantifiziert
(Kapitel 2.5.2).
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2.3.1.3 Hypoxie-Induktion in NRCM
Zur Hypoxie-Induktion wurden die WT- und ANT1-NRCM sauerstoffhaltigem NRCM-Medium

ausplattiert und fir 4 min mit 251/min Gas in aineHypoxiekammer gespilt. Die

Gaszusammensetzung betrug 94% %6 CQ und 1% Q. Die Kammer wurde anschlieRend luftdicht
verschlossen und bei 37 °C im Brutschrank fir 2&W. 48 h platziert. Der vollstandige Gasaustausch
des Kulturmediums war nach ca. 8 h abgeschlossgh [He Zellen konnten sich langsam an die
hypoxischen Bedingungen in der Kammer gewdhnen e Reoxygenierung zu vermeiden, wurden
die Zellen nach der Inkubationszeit sofort auf §éstellt, 2-mal mit HBSS gewaschen und bis zur
Verwendung bei -80 °C gelagert. Fir die ROS- (K&f#t5.7) und Caspase-Messungen (Kapitel 2.5.5)
wurden die NRCM direkt aus der Kammer entnommenmniteentsprechenden Reagenzien behandelt.
Die Kontrollgruppen wurden fir gleiche Zeitraumaarmormoxischen Bedingungen (95% uhd 5%
CO,) kultiviert.

2.3.1.4 Préaparation der ARCM
Die Isolation der ARCM aus méannlichen Sprague DaviRattenherzen (250-300 g) erfolgte mit Hilfe

einer Langendorff-Perfusionsanlage nach dem Prtitakam Piper et al. [136]. Die methodische
Durchfihrung wurde von Dr. Jacqueline Heger (PHggisches Institut, Justus-Liebig Universitat
Giel3en) ibernommen und wird daher nur kurz bedwémie

Die Langendorff-Perfusionsanlage wurde luftblaseinmit zirkulierendem Powell-Medium gefullt,
das wahrend der gesamten Isolierungszeit auf 3&@@rmt und mit Carbogemegast wurde, um
einen konstanten pH-Wert von 7,4 zu gewahrleisferschlieRend erfolgte die Narkotisierung der
WT- und ANT1-Ratten mit Diethylether und nach Echein einer tiefen Bewusstlosigkeit die Tétung
durch Genickbruch. Nach Fixierung der Tiere er®ldie Er6ffnung des Thorax und Entfernung des
Zwergfells, um das Herz zuganglich zu machen. Migegroben Pinzette wurde das Herz angehoben,
samt Lunge herausprapariert und schnell in kaltgsiplogische Kochsalzlésung Uberfiihrt. Danach
konnten die anhangenden Gewebereste und die Lunifgrre sowie die Aorta freiprapariert werden.
Das Herz wurde Uber die Aorta an eine Perfusioridkader Langendorff-Apparatur angeschlossen
und mit 50 ml Powell-Medium tropfenweise gesplitn lAnschluss erfolgte eine zirkulierende
Perfusion mit 50 ml Kollagenase-Losung (0,4 mg/fil) 25 min. Dabei wurde eine Flussrate von
5 ml/min pro Herz eingestellt.

Nach erfolgter Perfusion wurden die Vorhéfe und Aligta des Herzens abgetrennt und der Ventrikel
mechanisch in Stiicke zerteilt. Der weitere Gewetniawe erfolgte durch Zugabe von 30 ml
Kollagenase-L6sung (Kollagenase Typ CLS II) fur i tmei 37 °C und standiger Carbogen-Begasung.
Um eine Vereinzelung der Zellen zu bewirken, wurie Zellsuspension jede Minute vorsichtig

resuspendiert. Zur weiteren Behandlung erfolgte [iiration der Zellen durch ein Nylonnetz
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(Porengréf3e 200 uM) mit anschlieBender Zentrifogafiir 3 min und 400 rpm. Das entstandene
ARCM-haltige Pellet wurde in 10 ml Powell-Mediumtn@00 uM Cadl resuspendiert und nochmal
fur 2 min unter gleichen Bedingungen zentrifugi€ras dabei gewonnenen Zellpellet wurde danach in
Powell-Medium mit 400 uM Caglund anschliel3end in Medium mit 1 mM Ca&lifgenommen. Nach
dem finalen Zentrifugationsschritt (1 min, 300 Ungpjolgte das Resuspendieren der ARCM in CCT-
Kulturmedium und das Ausplattieren der ARCM auf @uweschichtete Zellkulturplatten. Die
Beschichtung erfolgte fir 4 h bei 37 °C mit spderl Medium bestehend aus CCT-Medium und 4%
FCS [136]. Die ARCM wurden fur zwei Stunden bei°& und 5% CQinkubiert und anschlie3end
zweimal mit CCT-Medium gewaschen. Zu diesem Zeikplegen ca. 90% der ARCM als stabférmige

Kardiomyozyten vor.

2.3.2 HL-1-Zelllinie
2.3.2.1 Kultivierung von HL-1-Zellen

Fur die Transfektionsexperimente (Kapitel 2.5.12raden mausspezifische HL-1-Zellen gewahlt, die

von der atrialen Tumorzelllinie AT-1 abstammen uieh genetischen Hintergrund der C57BL/6
Mause besitzen. Die Kultivierung erfolgte in Clagdm-Medium bei 37 °C und einer Begasung von
5% CQ im Brutschrank. Um optimales Wachstum der Zelleweathaft zu gewahrleisten, wurden
diese alle 2-3 Tage passagiert. Dabei wurden did HZellen aus einer T75-Zellkuturflasche zunachst
mit vorgewarmten PBS gewaschen und anschlieRBeret dirypsin/EDTA-Behandlung unterzogen.
Die Zugabe von 6 ml Trypsin/EDTA und Inkubation 1351 °C fir 8 min, verursachte ein Abrunden
der Zellen. Die anschlieBende Behandlung mit 3riatiiem Trypsin/EDTA fir weitere 5 min I6ste
die HL-1-Zellen vom Flaschenboden, sodass diesk Aagabe von 4 ml Trypsin-Inhibitor und 10 ml
Claycomb-Medium abzentrifugiert werden konnten (8,n®00 rpm). Das entstandene Zellpellet
wurde in Claycom-Medium aufgenommen und im Verhélwon 1:3 auf neue Zellkulturflaschen
verteilt. Um ein adhérentes Wachstum der ZellenZeilkulturflaschen und auf den Platten zu
gewahrleisten, wurden diese UN mit 6 ml bzw. 1 ritirénektin-Losung (2,5 pg/ml Fibronektin in
0,02% Gelatine) beschichtdtin Mediumswechsel erfolgte jeden zweiten Tag. ZAuosplattieren
wurde die Zellzahl in der Neubauer-Zahlkammer basti (Kapitel 2.5.1) und die HL-1-Zellen zu
1,5x10d Zellen/Well einer 24-Well Platte ausplattiert.

2.3.2.2 Einfrieren und Auftauen von HL-1-Zellen

Um HL-1-Zellen aus einer permanenten Kultur zu koywservieren, wurden diese, analog zur
Kultivierung, mit Trypsin/EDTA behandelt und vonrdéellkulturflasche abgeldst. Nach Zugabe von
3 ml Trypsin-Inhibitor konnten die HL-1-Zellen inrBl Waschmedium aufgenommen und fir 5 min
bei 900 rpm abzentrifugiert werden. AnschlieBenddsulas Pellet in 1,5 ml FBS (plus 5% DMSO)
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resuspendiert und im Kryogefald bei -80 °C in eirleopropanol-Bad eingefroren. Die Temperatur
wurde dabei um 1 °C pro Minute gesenkt. Nach 6 i konnten die Kryogefal3e in flissigem
Stickstoff gelagert werden. Beim Auftauen der Hlzdllen wurden diese bei 37 °C im Wasserbad
schnell erwdrmt und in ein Falcon mit 10 ml Wasctmm Uberfuhrt. Nach anschlieRender
Zentrifugation (5 min, 900 rpm) wurde das Zellpelte 15 ml Claycomb-Medium resupendiert und in

eine Zellkulturflasche tberfuhrt.

2.4 Biochemische Analysen

2.4.1 Herstellung von Proteinhomogenaten aus Herzgewebe

30-50 mg linksventrikulares Herzgewebe wurden mitO-f&hem Volumen eiskaltem
Homogenisationspuffer (Kapitel 2.1.2) versetzt und einem Homogenisator zerkleinert (5x10 s,
21000 rpm). Das entstandene Homogenat wurde aeBelnid mit Hilfe einer Spritze durch eine
Filtermembran gepresst und so die geldsten Bestdedton groben unzerkleinerten Geweberesten
getrennt. Vor der Proteinbestimmung wurden 20 pbEBmit 20 ul einer 1 M NaOH-L&sung versetzt,
30 min inkubiert und so das Homogenat denaturigstfolgte die Proteinbestimmung mit Hilfe des
Bicinchoninsaure (BCA)-Tests (Kapitel 2.4.3). DiemBen wurden bis zu ihrer Verwendung bei -80 °C
gelagert und fir spatere Western-Blot-Analysen ({téhp2.4.5) und C&-Transport-Messungen
eingesetzt (Kapitel 2.4.10).

2.4.2 Herstellung von Zellextrakten aus NRCM

120 pl Zelllysepuffer wurden auf die kultivierterellen einer 6-Well-Platte pipettiert und die NRCM
fur 5 min auf Eis inkubiert. AnschlieBend wurdere tiNRCM mittels Zellschaber gel6st, in ein
Eppendorfgefald Uberfihrt und flir weitere 20 min dtifs stehen gelassen. Nach einem
Zentrifugationsschritt von 8 min bei 4 °C und 14890 wurde der proteinhaltige Uberstand

abgenommen und die Proteinmenge mittels BCA-Teapitl 2.4.3) bestimmt.

2.4.3 Konzentrationsbestimmung von Proteinen

Die Konzentrationsbestimmung von Proteinen erfolfgteHilfe des BCA Protein Assay Kits. Dieser
Test basiert auf einer Kombination des Biuret-Assajt BCA als Detektionssystem. Dabei werden
zweiwertige Kupferionen in der Reaktionslosung Hudie Proteine zu einwertigen Kupferionen
reduziert. Diese bilden mit BCA einen rotviolettdrarbkomplex, der einen kolorimetrischen

Proteinnachweis bei einem Absorptionsmaximum vaa i@ ermdglicht. Fir die Proteinbestimmung
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wurde zunachst mittels BSA-Standard (2 pg/pl) affreedinnungsreihe angesetzt. Diese enthielt O,
100, 200, 400, 600, 800 und 1000 ng/ul BSA in jésv2b pl Volumen. Parallel dazu wurden 3 pl
Probe in 22 ul Wasser bidest. verdinnt. Zu beideakRonsansatzen wurden 500 ul Reaktionsldsung
aus Puffer und Substrat hinzupipettiert und firn80 bei 37 °C im Wasserbad inkubiert.
Anschlief3end erfolgten die AbsorptionsbestimmungSpektrophotometer und die Errechnung der

Proteinkonzentration anhand des mitgefihrten Staisda

2.4.4 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese

Um die Expression bestimmter Proteine in Zellenradde Gewebe nachzuweisen, wurde die SDS-
Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE) angewanddabei wandern Proteine im
Polyacrylamid-Gel unter denaturierenden Bedingunigerelektrischen Feld in Richtung Anode und
trennen sich anhand ihrer Molekularmasse auf. Dassel und Laufpuffer enthaltene SDS ist ein
anionisches Detergens, das die Proteine denajuslém die Eigenladung der Proteine tiberdeckt und
so ein konstantes Masse/Ladungsverhdltnis sch#i. der Probenvorbereitung wurden 2-30 pg
Protein mit Protein-Probenpuffer (Kapitel 2.1.2ysatzt und bei 95 °C bzw. 37 °C fur 5 min erhitzt.
Bei 95°C werden Tertiar- und SekundarstrukturenclduAufspaltung der Wasserstoffbriicken
aufgeltst und die Molekile gestreckt. DTT im Prghéfer spaltet die Disulfidbriicken der Cysteine
im Protein. Zur Auftrennung der Proteine wurden keenziell erhaltliche NuPAGENovex Bis-Tris-
Gele mit einem kontinuierlichen Acrylamidgradienteon 4-12% verwendet. Durch die Aufteilung
der Gele in ein weitporiges Sammelgel und ein erigps Trenngel, wird eine Protein-Aggregation
beim Eintritt in das Gel verhindert und schafft eodschérfere Banden. Als Proteinstandard dienten
7 ul SeeBluePlus und als Laufpuffer wurde 1xNuPAGKIES SDSRunning Buffeverwendet. Die
Auftrennung erfolgte bei 100 V, bis die gewlnsdtaafweite erreicht war.

2.4.5 Western-Blot

Im  Western-Blot-Verfahren  werden  elektrophoretisclaufgetrennte  Proteine aus der
Polyacrylamidmatrix Uber ein dazu senkrecht andeteg elektrisches Feld auf eine
Polyvinylidendiflourid (PVDF)-Membran UbertragenitMieser Methode lassen sich anschlieend die
Proteine bei der Immunfarbung direkt durch Antilgéirauf der Membran nachweisen (Kapitel 2.4.6).
In dieser Arbeit erfolgte der Proteintransfer miilféd des Tankblottings. Dabei wurden vertikale
Puffertanks eingesetzt, an deren Seitenwandem@tatite als Elektroden angebracht waren. An die
Seite der Kathode wurden nacheinander in einerei®étsette ein Schwamm, ein Whatman-
Filterpapier, das Gel, darauf die PVDF-Membran,de&reein Filter und zuletzt ein Schwamm platziert.
Die Filter und Schwamme wurden zuvor in frischemaniferpuffergetrankt, um eine Austrocknung

des Gels und der Membran zu vermeiden. Die PVDF-bMam wurde zur Aktivierung fir 15 s in
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Methanol getrankt, fir 2 min in Wasser bidest. géspnd anschlieend in den Transferpuffer gelegt.
Der Proteintransfer erfolgte in Transferpuffer wnater Verwendung eines vertikalen Kilhleinsatzes
fir 90 min bei 200 mA.

2.4.6 Immunfarbung

Die Detektion von Proteinen auf einer PVDF-Membgafolgte mittels spezifischer primarer und
sekundarer Antikorper (Kapitel 2.1.5), wobei letetemit einerHorse Radish PeroxidaséHRP)
gekoppelt waren. Die PVDF-Membran wurde zunéchst fth bei RT in Blockpuffer (5%
Magermilchpulver bzw. 5% BSA in TBST) inkubiert, unmspezifische Bindestellen der Membran
abzudecken. AnschlieBend wurde der primére Antdédrin entsprechender Konzentration in
Blockpuffer zugegeben und fiir 1 h bei RT oder UN4&C inkubiert. Es folgten drei Waschschritte
mit TBST fur jeweils 10 min. Danach wurde der zweXntikérper in Blockpuffer verdinnt und die
Membran darin fir 45 min bei RT geschuttelt. Naoéi dveiteren Waschschritten mit TBST wurde die
Feuchtigkeit von der Membran entfernt, 1 ml Rod€&i. BVestern Blotting Detection Reagents auf die
Membran pipettiert und fiir 5 min im Dunkeln inkuthieDie Peroxidase des sekundaren Antikorpers
katalysierte die Chemilumineszenzreaktion. Die Ghenineszenzsignale wurden mit Hilfe des Las
4000 mini-Imagers von Fujifilm in geschwarzte Aealmgewandelt, die densitometrisch mit dem
Programm Multi Gauge (Version 3.2) ausgewertet eerkonnten. Dabei war darauf zu achten, dass
keine Sattigung der Schwarzung auftrat. Die Quiaigifung der spezifischen Proteinsignale erfolgte
letztendlich in Relation zur Proteinmenge auf desnibran oder in Relation zur Glycerinaldehyd-3-
Phosphat-Dehydrogenase (GAPDH), da die untersuc@emppen in Bezug auf GAPDH keine
Expressionsunterschiede zeigten. Um die Proteifiedeu PVDF-Membran zu visualisieren, wurde
diese fur 1 min mit Coomassie-Blau gefarbt und hins@end fir 20 min in Entfarber-Losung entfarbt.
Mindestens drei gefarbte Proteinbanden wurden dizett, gemittelt und zur Auswertung

herangezogen.

2.4.7 Katalaseaktivitat

Die Katalase ist ein Enzym des antioxidativen St®gstems und beschleunigt die Umsetzung von
Wasserstoffperoxid (#D,) zu Wasser (kD) und Sauerstoff (§. Zur Aktivititsmessung wurde die
Methode von Beers und Sizer [137] angewandt, bei dle Katalase aus Proteinhomogenaten
zugefugtes KD, umsetzt und dessen Abnahme photometrisch bestivenaien kann. Fir die Reaktion
wurden 150 pl Katalase-Puffer inklusive®4 und 4 pl Proteinhomogenat der NRCM bei RT in einer
Kivette gemischt und der,B,-Abbau Uber einen Zeitraum von 45s bei 240 nm gsere Als
Leerwert diente der Katalase-Puffer inklusivgOsl Um sicherzustellen, dass dig®4-Abnahme auf

die Katalaseaktivitat zurlckzufiihren war, wurden Kantrolle 50 mM Katalase-Inhibitor (3-Amino-
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1,2,4-Triazol) zugefugt. Zur Berechnung der Ak#viwwurde der millimolare Extinktionskoeffizient
von HO, (¢=0,0436 mM cm'l) und das Gesamtvolumen des Reaktionsansatzes vorul154
miteinbezogen. Die Berechnung der Enzymaktivitéiblgte in Units pro mg Protein mit Hilfe des
Lambert-Beerschen Gesetzes. Dabei katalysiert aaynk bei einer Aktivitat von 1 Unit 1 pmol

Substrat pro Minute unter den angegebenen Reakgdirggungen.

AA/MinxVGegdml]

Enzymaktitét [Units/mg]: -
E[mMM -1cm-1]xd[cm]xV Proteifml]x c[mg/ml]

Vees Gesamtvolumen des Reaktionsansatzes [ml]

&: spezifischer Extinktionskoeffizient [miMcmi']

d: Schichtdicke der Kuvette [cm]

Verotein: YOluMen der eingesetzten Proteinsuspension [ml]

c: Proteinkonzentration der eingesetzten Proteinsisspe [mg/ml]

2.4.8 Proteincarbonylierungen im Gewebe

Sauerstoffradikale verursachen oxidative Proteirifikadionen, die zur schnellen Proteindegradation
beitragen. Eine Modifikation ist die Proteincarbbesung, die durch metallkatalysierte
Proteinoxidation entsteht. Dabei binden Kationee W&? oder CG* an Aminogruppen von Lysin,
Arginin, Prolin und Histidin. Durch D, oder Q werden diese Aminogruppen in Carbonylgruppen
transformiert. Die Quantifizierung der Carbonylgoep erfolgte mittels 2,4-Dinitrophenylhydrazin
(DNPH), das an die Carbonylgruppen bindet, zu dritidphenylhydrazon derivatisiert und mittels
Spektrophotometer bei einer Wellenlange von 37@emessen werden kann [138].

Fur die Messung wurden ca. 30 mg Herzgewebe mipb@0oteincarbonylierungs-Puffer versetzt und
mit Hilfe des Ultra-Turrax homogenisiert. Das Horeogt wurde 15 min bei RT stehen gelassen und
bei 1000xg fur 10 min abzentrifugiert. Um Nukleinsgkontaminationen zu vermeiden, erfolgte eine
Behandlung von 500 pl des Uberstandes mit 50 (dp&tmycin-Losung fiir 20 min bei RT. Nach
erneuter Zentrifugation wurden jeweils 150 pl Ubsmd auf drei Reaktionsgefal3e verteilt und in zwei
davon 600 pul DNPH-L6sung pipettiert. Diese bestanu$ 10 mM DNPH in 2,5M HCI. Zur
Behandlung der Referenzprobe wurden 600 pl 2,5 M WBvendet. Es folgte eine Inkubation der
Reaktionsansatze fur 1 h im Dunkeln bei RT, wobdejProbe alle 15 min gevortext werden musste.
Um nun die derivatisierten Proteine zu fallen, veuré0 | eiskalte 20%ige Trichloressigsaure (TCA)
zugefugt, die Proteine flr 45 min bei -20 °C inlarbiund erneut fir 10 min bei 4 °C und 16100xg
abzentrifugiert. Im anschlieenden Waschschrittdenrzunéachst 600 pl TCA (10%) und danach 3-
mal 600 ul Ethanol/Ethylacetat (1:1) zugeflgt. Zatlewurde das Proteinpellet in 200 pl
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Guanidinhydrochlorid-Lésung resuspendiert, fir 1f tmei 37 °C geldst und fir weitere 10 min beli
16100xg zentrifugiert.

Die Konzentrationsbestimmung von DNPH im Uberstarfdlgte anhand der gemessenen Absorption
bei 370 nm und dem molaren Extinktionskoeffizienten DNPH (22,000 Mcm™). Zusétzlich wurde
von allen Uberstanden eine Proteinbestimmung defihgt (Kapitel 2.4.3), um die ermittelten
DNPH-Mengen auf die jeweiligen Proteinmengen deybBn zu Ubertragen. Dazu wurde auch der
BSA-Standard in Guanidinhydrochlorid-Losung angasdder Referenzwert wurde letztendlich von
den beiden DNPH-behandelten Proben abgezogen entfelite gemittelt.

2.4.9 Peroxidkonzentration im Blutserum

Die Messung der Peroxidkonzentration im  Blutserumrfolgte mit Hilfe des
PeroXOquant' Quantitative Peroxide Assay Kits. Der Test detektReroxide wie beispielsweise
H,0,, das im Testsystem die Oxidation vorf'Ea F€" in Anwesenheit des Farbstoffs Xylenolorange
initiiert. Unter schwefelsaurehaltigen Bedingundg@mplexiert F&" mit Xylenolorange und bildet ein
violettes Farbprodukt mit einem Absorptionsmaximuom 560 nm. Fur die Reaktion wurde zunachst
ein H,O,-Standard angesetzt, der in jeweils 32 ul Volumeechs aufeinander folgende
Konzentrationen von 1-200 uM ,8, enthielt. Parallel dazu wurden 28,8 ul Serum mg |8
Methanol bzw. 3,2 ul einer TCEPxHCL-L6sung versata fir 30 min bei RT inkubiert. TCEPxHCL
steht fur Tris-(2-Carboxyethyl)-phosphin-Hydroclidbrund stellt eine reduzierende Substanz dar.
Durch Zugabe von TCEPxHCL wird die endogen&@nzentration im Serum jeder Probe ermittelt
und kann anschlieBend von den eigentlichen Messwattgezogen werden. Die Proben wurden nach
der Inkubationszeit mit 288 ul Reaktionslosung Ibeledt und fir weitere 30 min bei RT stehen
gelassen. Es folgte ein Zentrifugationsschritt H&000xg fur 10 min mit anschlielBender
Absorptionsmessung des Uberstandes bei 560 nm igktt®photometer. Die Berechnung der

Peroxidkonzentrationen erfolgte letztendlich anhdesl mitgefihrten ¥D,-Standards.

2.4.10 Ca**-Transport-Messung

Die Messung zur C&Aufnahme in das SR erfolgte nach einem modifizierProtokoll von Solaro
und Briggs [139] in Kooperation mit Dr. R. Vett@afir wurden Proteinhomogenate aus kardialem
Gewebe verwendet, die zuvor mit Homogenisationgpufergestellt wurden (Kapitel 2.4.1). Bei der
Homogenisation entstanden aus zellularen Membragierelne Membranfragmente, die sich zu
Membranvesikeln formierten und €a&ATPasen, Transporter und PLB enthielten. Die Vbildung
erméglicht grundsétzlich die &aTransport-Messung in Homogenaten von Herzgewelmheivin
Abhangigkeit der gewédhlten Methode sowohl retikaldds auch sarkolemmale Gdransporte

selektiv untersucht werden kdnnen [140].
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Die Abb. 2.4 beschreibt das Prinzip des”’Ciaransports in dem gewéhlten System: Die SE'Ca
ATPase SERCA2a transportiert unter ATP-Verbraudioaktiv markierte§°Ca* aus dem zugefiigten
Cd*-Reaktionspuffer (Kapitel 2.1.2) in das Lumen d&s\&sikels (Membranvesikels). Dieses bildet
zusammen mit Oxalatanionen, die Uber einen Aniomstaascher in die Vesikel gelangen, schwer
lésliches “Ca-Oxalat, was innerhalb der Vesikel prazipitieRadurch wird die freie Ch
Konzentration im Vesikel niedrig gehalten, sodas&ERSA2a gegen einen verminderten
Konzentrationsgradienten €adn die SR-Vesikel pumpt. Zudem kann somit der pasSCa*-Efflux

aus den Vesikeln minimiert und vernachlassigt werdge Oxalat-stimulierte GaAufnahme bewirkt
eine 100-fache Steigerung der transportiertefi-@&nge im Vergleich zum unstimulierten Transport.
Demzufolge kann die GaTransport-Messung aus Proteinhomogenaten erfolgene zuvor SR-
Membranfragmente zu praparieren.

Da die Proteinhomogenate auch Membranfragmente Sdekolemm und der Mitochondrien mit
anderen C#-Transportsystemen enthielten, wurden die Puffértgeshgen so gewahlt, dass nur der
retikulare SERCA2a-katalysierte €aransport gemessen wurde [139,141]. Dafiir entliettC&'-
Reaktionspuffer, neben dem zu transportiereri‘crﬁaCL, in zwei unterschiedlichen Konzentrationen
(3,68 uM und 0,35 pM) Natriumazid (NglN das die mitochondriale €aATPase inhibiert. Die
Hemmung des NCX erfolgte durch Arbeiten im “M@ien Milieu. Die gewahlten
Reaktionsbedingungen gewahrleisteten zudem, dagsndieil der PMCA bei unter 5% lag [141].

Fiir die Messung der Oxalat-stimulierter?Gaufnahme wurden zunéchst 30 ug Proteinhomogenat zu
150 ul vorgewarmten GaReaktionspuffer pipettiert und fiir 2 min bei 37it€ Wasserbad inkubiert.
Daraus wurden anschlieBend 150 pl Probe entnommaeh,eine Zellulosemembran (0,45 pum)
pipettiert und unter Verwendung einer Vakuumpumpéltgrt. Dabei blieben die Vesikel auf der
Membran haften, wahrend (iberschiissige$ Gad die weiteren Pufferbestandteile gefiltert veurd
Im Anschluss erfolgten zwei Waschschritte mit jd&/& ml eiskaltem Puffer, bestehend aus 100 mM
KCl, 2mM EGTA und 40 mM Imidazol (pH 7,0), bei dam extravesikulares Eamit EGTA
komplexiert und entfernt sowie noch andauernd&-Teansportvorgange abgestoppt wurden. Um die
verbliebene vesikulare é*aMenge zu bestimmen, wurden die Membranen fir 30 rm
Szintillationsréhrchen bei 60°C im Warmeschrank tragknet und anschlieend 5 ml
Szintillationsflissigkeit zugeflgt. Nach 12 h Inltibnszeit wurde dig-Strahlung als MaR fir die
membrangebunderf&C&*-Menge mit Hilfe eines Fliissigkeits-Szintillatioéstters bestimmt.

Um die C&"-Durchléssigkeit der RyR in den Vesikeln zu redrezie wurde dem G&Reaktionspuffer
20 pM Rutheniumrot beigefugt. Rutheniumrot hemna RiyR. In Kontrollexperimenten mit 10 pM
lonophore A23187 wurde die €aAufnahme vollstandig inhibiert. Die €aAufnahmerate wurde
insgesamt in nmol G&pro mg Protein pro min angegeben.
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Aufnahme

45Ca2+
Mg-ATP Mg-ADP+P,

Oxalat Membranvesikel

Anionenaustauscher
OxalatZ

45Ca-Oxalat (gelost)

11

45Ca-Oxalat ( Prazipitat)

Abb. 2.4: Mechanismus der Oxalat-stimulierten C&'-Aufnahme in SR-Vesikel. Die Vesikel aus
Proteinhomogenaten enthalten?Caransportproteine wie SERCA2a und das RegulatorprdteB. SERCA2a
pumpt unter ATP-Verbrauch®*C&* in das Vesikellumen. Parallel dazu wird Oxalat riibeinen
Anionenaustauscher in das Lumen transportiert uisl “3C&*-Oxalat prézipitiert. Dadurch wird die
intravesikulare freie C&Konzentration gering gehalten und erméglicht dieitere C&™-Aufnahme durch

SERCAZ2a gegen einen niedrigen Konzentrationsgrashefmodifiziert nach Suckau [142]).

2.5 Zellbiologische Analysen

2.5.1 Zellzahlbestimmung
Der Anteil an lebensfahigen Zellen in einer Zelfgrssion wurde durch Anfarben der Zellen mit
Trypanblau-Lésung in einer Neubauer-Zahlkammer rutem Mikroskop bestimmt. Trypanblau
passiert die Zellmembran von toten Zellen und faibse an. Die Berechnung der Zellzahl erfolgte
nach folgender Formel:

Zellzahl (Zellen/ml) = [(Q:+Qx+Q3+Q4)/4] x VF x 10

Q: Zellzahl in einem Grof3quadrat
VF: Verdinnungsfaktor
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2.5.2 Zellviabilitatstest

Um die Zellzahl der lebenden ausplattierten NRCMBeginn der Experimente zu Uberprifen, wurden
10 pl des almarBlfeCell Viability Reagenz zu 100 pl Medium eines W¢8§-Well-Platte) pipettiert
und fir 1-4 h bei 37 °C im Brutschrank inkubiertnsghlieend erfolgte die Messung mittels
Fluorometer bei einer Extinktionswellenlange von0®rm und einer Emissionswellenlange von
585 nm. Zur Auswertung wurden mindestens 4 Wellswi@ und ANT1-NRCM herangezogen und
die Mittelwerte gebildet.

2.5.3 ATP-Messung

NRCM wurden zu 5x10Zellen/Well einer 12-Well-Platte ausplattiert undter hypoxischen bzw.
normoxischen Bedingungen kultiviert. Die Zellen dein anschlieend 2-mal mit HBSS gewaschen
und eingefroren. Zu Beginn der Messung wurden eile# getaut, 300 pl PBS (eiskalt) auf jedes Well
pipettiert, die Zellen abgekratzt und fur 10 min #&8C und 900xg zentrifugiert. Anschlie3end wurde
das Pellet in 100 ul PBS resuspendiert und naclalZaigon 600 ul ATP-Puffer (Kapitel 2.1.2) fir
2 min bei 100 °C gekocht. Die Zellreste wurden 1@00xg fur 60 s abzentrifugiert und das Zelllysat
bis zur Messung auf Eis gelagert. Zur ATP-Messungden 100 pl Uberstand und 100 pl Luziferase
Assay aus den ATP Bioluminescence Assay Kit CL&etischt und im Luminometer gemessen. Die
Konzentrationsbestimmung erfolgte anhand des niitgegn ATP-Standards. Der ATP-Gehalt wurde
zur Lebendzellzahl normalisiert (Kapitel 2.5.1) undProzent zum normoxischen WT angegeben.

2.5.4 Laktatdehydrogenase-Aktivitat im Zellmedium

Die Laktatdehydrogenase (LDH) ist im Zytoplasma dellen lokalisiert und wird durch Zelllyse ins
umgebende Medium abgegeben, sodass die LDH-Aktigigi Mald fiur Zellschadigung verwendet
werden kann. Die LDH-katalysiert die Oxidation vbaktat zu Pyruvat, wodurch bei gleichzeitiger
Reduktion von NAD eine aquimolare Menge NADH/Hentsteht. Die LDH-Aktivitat wurde mittels
CytoTox-ONE"Homogeneous Membrane Integrity Assay bestimmt.dm destsystem wird unter
Verbrauch von NADH/A Resazurin zu Resorufin umgewandelt, das fluordssétigemessen werden
kann. Zur Durchfihrung der Analyse wurden 80 pliddduriiberstand und 80 ul Reagenz (Puffer und
Substrat) in einer Mikrotiterplatte gemischt und I min im Dunkeln bei RT inkubiert. Anschlie3end
wurden 40 pl Stopp-Lésung hinzugefigt und die Mersge produziertem Resorufin bei einer
Extinktionswellenldange von 560 nm und einer Emisswellenlange von 590 nm mittels

Spektrofluorometer gemessen.
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2.5.5 Caspase-3/7-Aktivitat

Die Caspase ist ein Schllsselenzym in der intnaizedin Apoptosekaskade. lhre Aktivitat diente daher
als charakteristischer Apoptosemarker und wurdeHilfié des Apo-ONE Homogeneous Caspase-3/7
Assays bestimmt. Fiir die Messungen wurden NRCM x2L05 Zellen/Well einer 96-Well-Platte
ausplattiert und unter hypoxischen bzw. normoxiacBedingungen oder in Gegenwart vorOql
kultiviert (Kapitel 2.3.1.3 bzw. 2.5.8). Nach dearschiedenen Behandlungen erfolgte die Zugabe von
100 pl Medium und 100 pl APO-Reagenz auf die Zedieres Wells. Das APO-Reagenz bestand aus
Lysepuffer mit profluoreszierendem Substrat Z-DERBedamin 110, das durch die Caspase-3/7 in
fluoreszierendes Rhodamin 110 gespalten wurdeFlbiereszenz konnte nach drei- bis vierstiindiger
Inkubationszeit im Spektrofluorometer bei einer iBionswellenlange von 499 nm und einer

Emissionswellenlange von 521 nm ermittelt werden.

2.5.6 TUNEL-Farbung

Am Ende einer intrazellularen Apoptosekaskade gtfolie Aktivierung von Endonukleasen, die
nukleare DNA fragmentieren [143]. Dabei entstehaedermolekulare doppelstrangige DNA-
Fragmente und Einzelstrangbriiche in hochmolekul2MA. An deren Enden befinden sich freie 3'-
OH-Gruppen, an die in einer enzymatischen Realilaoreszein-markiertes dUDP angehangt werden
kann (TUNEL; Terminal dUTP Nick End LabelipgMit Hilfe eines Fluoreszenzmikroskops kdnnen
anschlieBend die apoptotischen Zellen sichtbar getnaerden. Fir die TUNEL-Farbung wurden
1,9x10 Zellen/Well einer 24-Well-Platte ausplattiert umehter hypoxischen bzw. normoxischen
Bedingungen kultiviert. Vor dem Test wurden die |I@el zweimal mit PBS gewaschen und zur
Fixierung mit 500 pl Formalin (10%) bedeckt. Nacimee Stunde Inkubationszeit folgten drei
Waschschritte mit PBS, um das Formalin kompleteatiernen. Damit die Volumina der Reagenzien
fur die nachfolgenden Reaktionen gering gehaltemdere konnten, wurde der zu untersuchende
Bereich in jedem Well mit einem Fettstift markietie darin befindlichen Kardiomyozyten wurden
daraufhin mit Proteinase K (25 pg/ml in PBS) furn bei 37 °C permeabilisiert und infolge 3-mal
mit PBS gewaschen. Anschliel3end erfolgte eine Giitigie Inkubation der Zellen mit 50 pl TUNEL-
Farbelosung Ifi Situ Cell Death Detection Kit, AP) bei 37 °C im Brutsahk. Nach drei finalen
Waschschritten konnten 350-550 Zellen pro Grupptgerudem Fluoreszenzmikroskop ausgezahit

werden.

2.5.7 Messung reaktiver Sauerstoffspezies (ROS)

Die Messung von intrazellularer ROS in NRCM erfelgnit Hilfe von 27, 7°-Dichlorofluorescin
Diacetat (DCFH-DA) nach dem Protokoll von Waetgal [144]. Fiir die Durchfiihrung wurden 5%10
NRCM/Well einer 96-Well-Platte ausplattiert und enhypoxischen und normoxischen Bedingungen
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inkubiert. AnschlieRend wurden die Zellen mit 100HBSS gewaschen und 180 pl Volumen DCFH-
DA (5 pg/ml) in HBSS zugefugt. Nach 30-minttigekuibation erfolgte die Fluoreszenzmessung im
Spektrofluorometer bei einer Extinktionswellenlangen 480 nm und Emissionswellenlange von
540 nm.

2.5.8 Behandlung von NRCM mit H,O,
Zur Behandlung der NRCM mit 4, wurden diese zu 5xt0zellen/Well einer 96-Well-Platte
ausplattiert und am darauffolgenden Tag fur 24 h1@iuM HO, in serumfreiem Medium inkubiert.

Die Kontrollzellen erhielten nur serumfreies Medium

2.5.9 Zytokin-Stimulation von NRCM

Auf FBS-beschichtete 12-Well-Platten wurden 7%xNRCM/Well in NRCM-Medium ohne Serum
ausplattiert (Kapitel 2.1.8) und nach dem Absewtenuliert. Zur Stimulation wurden die Zytokine IL-
1B (30 ng/ml), TGFB1 (1 ng/ml) und TNE (30 ng/ml) zum Medium hinzu pipettiert und fir Rbei
37 °C inkubiert. Nach Beendigung der Inkubatiorispairden die Zellen lysiert, die mRNA isoliert
(Kapitel 2.6.2) und diese mitteleal-TimePCR (Kapitel 2.6.7) quantifiziert.

2.5.10 Morphologische Analysen von ARCM

Zur Bestimmung der ZellgréRe wurden mikroskopiséiesenkontrastaufnahmen von ARCM mit
Hilfe einer CCD Charge-Coupled-DevigeKamera erstellt. Fir die Auswertung wurden funf
willklrlich ausgewahlte Aufnahmen pro Zellpréapavati herangezogen und alle stabférmigen
Myozyten (insgesamt 60-100) in ihrer diastolischie@inge und Zellbreite gemessen (Software:
Analysis from SIS). Aus der Zelllange und Zellbeeiter Kardiomyozyten wurden der Zellquerschnitt
und das Zellvolumen errechnet: (Radfus)bzw. (RadiusknxZellldnge. Die gesamte Durchfilhrung
erfolgte nach dem Protokoll von Schatgral durch Dr. J. Heger vom Physiologischen Institet d

Justus-Liebig Universitat Giel3en [145].

2.5.11 Elektrische Stimulation und Messung der kardialen Kontraktion von ARCM

Die Kontraktionsparameter wurden im Physiologischestitut der Justus-Liebig Universitat Giel3en
mit einem Video-gesteuerten Zellgrenzenerkennurggesy der Firma Scientific Instruments
(Heidelberg) erfasst.

Dazu wurden kardiomyozytenhaltige Kulturschaleneurdem Mikroskop platziert und mit einem
speziellen Deckel abgedeckt. Dieser enthielt zwemialfel angeordnete AgCI-Elektroden, die ins
Zellmedium ragten. Zwischen den Elektroden wurdehgimogenes elektrisches Feld aufgebaut, das
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einen gleichmafigen Stromfluss durch die ARCM geleidtete. Die Stimulation zur Kontraktion
erfolgte mit biphasischen Stromstol3en, die von zw&V starken, entgegengesetzten
Rechteckspannungen ausgeldst wurden und jeweilm$,&ndauerten. Dadurch wurden die ARCM
mit der vorgegebenen Frequenz stimuliert und dieggmtlich auftretenden Spontankontraktionen
vereinheitlicht. Durch eine Veranderung der Stirtialsfrequenz konnte die Kontraktionsfrequenz
beliebig variiert werden.

Zur Messung der Kontraktionsparameter wurden zweam&ras am Mikroskop befestigt: Eine
Videokamera zur Beobachtung der Kontraktion auf dangeschlossenen Monitor und eine
Zeilenkamera, die durch Dokumentation von hell-dtinkdnterschieden, z.B. zwischen den ARCM
und dem umgebenden Medium, die Zellgrenzen det@&rhinUm eine Kontraktion mit der
Zeilenkamera zu beobachten, wurde die Kamera sitigpoert, dass beide Zellenden im Bild der
eindimensionalen Zeile lagen. Dabei bewegte marKditurschale, sodass sich die Zelle genau in der
Mitte des Okularbildes befand, und drehte danrZzdieenkamera, bis im Videobild zu sehen war, dass
beide Zellen im Erfassungsbereich der Zeilenkanegan. Die gemessenen Helligkeitsunterschiede
und die damit verbundenen Bewegungen der Zellgremagden in Form von elektrischen Signalen
von der Zeilenkamera auf einen Oszillographen tisgen. Anhand der entstehenden y-Auslenkungen
konnten dann die Zelllangen und damit die Zellkakiionen der ARCM gemessen werden. Die
Auswertung erfolgte mit Hilfe des Programms Muckels Messdaten von finf Kontraktionen mittelte.
Die Messparameter umfassten die diastolische umtblische Zelllange in um, die fraktionelle
Zellverkirzung (dL/L),Time To PeaKTTP) und die halbmaximale Relaxationszeit (RT&&) Zellen.
dL/L entsprach der Differenz zwischen diastolisched systolischer Zelllange (dL), bezogen auf die
diastolische Lange der Zelle (L). Die Angaben gfiah in Prozent der Zellverkiirzung. TTP beschrieb
die Zeit von Beginn der Kontraktion bis zur maxieralKontraktion der ARCM in Millisekunden.
RT50 war die Zeit von maximaler Kontraktion bis z&elaxation um 50% der gesamten
Zellverkiirzungsstrecke. Fur die Kontraktionsmessangurden jeweils drei ARCM pro Kulturschale
4-mal im Abstand von 15 s mit drei verschiedenasgienzen (0,5 Hz, 1 Hz und 2 Hz) stimuliert. Aus
den vier Messungen pro Frequenz wurde letztendlinhMittelwert gebildet. Insgesamt wurden 18

ARCM pro Gruppe aus sechs unabhéngigen Praparat&ngesetzt.

2.5.12 Transfektion und Zytokin-Stimulation von HL-1-Zellen

Die zur Transfektion kultivierten HL-1-Zellen wundeu 1,5x18 Zellen pro Well einer 24-Well-Platte
ausplattiert, sodass 24 h spater eine 70%ige Kemflu erreicht war. Der eingesetzte
Transfektionsansatz bestand aus 800 ng Plasmid-(208 ng Zielplasmid, 20 ng phRL-TRenilla
Plasmid und 580 ng pEGFP-c1-Plasmid zur Transfegkiontrolle), 2 ul Lipofektami' 2000 und
Opti-MenTl. Die DNA und das Lipofektamin wurden zundchstaap in 50 pl serumfreiem Opti-
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Mem®| verdiinnt und fir 5 min bei RT inkubiert. Ansciffend konnten die Ansétze zusammengefiigt
und weitere 20 min bei RT stehen gelassen werdémr¥ddessen wurden die Zellen einmal mit PBS
gewaschen und 500 pl Opti-M&mauf die Zellen pipettiert. Nach Zugabe der Trak&bnslosung
erfolgte die Transfektion fir 4 h bei 37 °C im Bsthrank. Darauf folgte ein Waschschritt mit
vorgewarmten PBS und anschlieBender Zugabe vorub@aycomb-Medium mit 10% FBS pro
Well. Am néchsten Tag wurde ein Mediumwechsel &fF2BS fur 24 h durchgefiihrt, damit sich die
Zellen an geringere FBS-Konzentrationen adaptie#en Stimulation der HL-1-Zellen wurden 131
(30 ng/ml), TGFB1 (10 ng/ml), IL-4 (90 ng/ml), IFN(30 ng/ml), TNF (40 ng/ml), IFNS (30 ng/ml),
TNFB (100 ng/ml) und IL-6 (200 ng/ml) zum Medium dadpaitiert und fir 8 h bei 37 °C inkubiert.

2.5.13 Reportergenanalysen in HL-1-Zellen

Um das Transaktivierungspotential von ANT1-speeifen Promotorbereichen zu analysieren, wurden
im Rahmen dieser Arbeit Plasmide konstruiert, ddesghieden grof3e Promotorabschnitte enthielten
und mit einem Luziferase-Reportergen gekoppelt wékepitel 2.6.18). Die Plasmide wurden in HL-
1-Zellen transfiziert, die Zellen mit Zytokinen rstiliert (Kapitel 2.5.12) und anschlie3end die
Luziferase-Aktivitat ermittelt. Diese war propomia zur Aktivitdt des untersuchten Promotors. Fir
die Messungen wurde das Dual-Lucifef#eporter Assay System eingesetzt. Dessen Mesgprinzi
beruhte auf defFirefly-Luziferase und zusatzlicheRenillaLuziferase auf den Plasmiden, wobei
letztere konstitutiv exprimiert wurde. DidRenillaLuziferase diente zur Normalisierung der
gemessenehirefly-Luziferase-Aktivitat. Die zu analysierenden Zellwarden nach der Kultivierung
einmal mit PBS gewaschen und mit 100 ul des Lydemufir 15 min unter Schitteln lysiert. Nach
dem Abkratzen der Zellen wurden diese in ein Reakgefal3 Uberfuhrt und fir 5 min bei 4 °C und
13200 rpm zentrifugiert. 10 pl des Uberstandes emiid Reaktionsrohrchen tberfiihrt und 50 pl der
ersten Substratldsung zugefiigt. Im Luminometer t@mmach 10 s di®elative Light Units der
Firefly-Luziferase gemessen werden. Nach Zugabe von ®iqd and GlowReagenz wurden die

Relative Light UnitglerRenillaLuziferase ermittelt.

2.6 Molekularbiologische Analysen

2.6.1 Isolierung von DNA aus Schwanzspitzenbiopsien zur &énotypisierung

Zur Genotypisierung von WT- und ANT1-Ratten wurdeengmische DNA aus
Schwanzspitzenbiopsien isoliert. Dazu wurde dasiigre PCR Template Preparation Kit verwendet.
Die Lyse der Schwanzspitzenbiopsien (ca. 3 mm)lgitdozunachst in 200 ul Lysepuffer und 40 pl
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Proteinase K-Losung (Substanzen aus dem Kit) bePC53JN im Wasserbad. Die weitere
Aufreinigung der DNA erfolgte am nachsten Tag nAcigaben des Herstellers. 1-2 pl der isolierten

DNA wurden letztendlich in der Genotypisierungs-P@Rpitel 2.6.5) eingesetzt.

2.6.2 Isolierung von RNA aus NRCM

Zur lIsolierung von Gesamt-RNA aus NRCM wurde dietidee von Chomczynski und Sacchi
gewahlt [146]. Das Prinzip basiert auf der Verwemgluvon TRIzof, welches Phenol und
Guanidinisothiocyanat  enthalt. Durch das chaotrop&uanidinisothiocyanat  werden
Wasserstoffbriickenbindungen aufgel6st, Zellstruktenstort und RNasen inaktiviert. Mittels Phenol
werden Proteine denaturiert und kleinere DNA-Fragimaus dem Lysat entfernt.

Zu Beginn der RNA-Isolierung wurden 600 pl TRZ@luf die Zellen eines 6-Wells pipettiert, durch
mehrmaliges Auf- und Abpipettieren die Zellen géléad in ein neues Reaktionsgefall tberfuhrt.
Nach Zugabe von 60 pl Chloroform wurden die Prolienl5 s gevortext und fir 5 min auf Eis
inkubiert. Durch die anschlieBende Zentrifugatiogi £2000xg fur 15 min bei 4 °C erfolgte die
Auftrennung der Ldsung in 3 Phasen. Ca. 300 ul fddslosen, oberen Phase wurden sorgféltig
abgenommen und in ein neues ReaktionsgefalR Uberidizu wurden 300 ul eiskaltes Isopropanol
gegeben, der gesamte Ansatz mehrfach invertierffiunchindestens 30 min auf Eis inkubiert. Nach
anschlieRender Zentrifugation bei 12000xg fur 16 nmmd 4 °C wurde das RNA-Pellet einmal mit
800 pl 75%-igem Ethanol gewaschen und bei RT fumitb getrocknet. Das RNA-Pellet wurde
danach in 30 ul RNase-freiem Wasser (DEPC-Wasagigeaommen, fir 10 min bei 60 °C im
Heizblock gelést und die Konzentration der RNA giiitSpektrophotometer (NanoDfoplD-1000)
bestimmt. Die RNA-Qualitdt konnte mit Hilfe der Awgae-Gelelektrophorese uberprift werden
(Kapitel 2.6.8).

2.6.3 Isolierung von Plasmid-DNA ausE.coli

Die Isolierung von Plasmid-DNA aus.coli erfolgte im kleinen MaRstab mittels E.Z.NRlasmid
Miniprep Kit | und im grof3en Maf3stab mittels Qiagdaxi Kit nach Angaben des Herstellers. Diese
Methode basiert auf der alkalischen Lyse von Bakterwobei durch NaOH auch die Plasmid-DNA
und chromosomale DNA der Zellen denaturieren. Uatechlieenden Hochsalzbedingungen erfolgt
eine reversible Renaturierung der Plasmid-DNA, watirchromosomale DNA ausféllt. Die Plasmide
werden anschlieRend auf eine Silica-Membran Ulgggtramit 70% Ethanol gewaschen, in sterilem
Wasser eluiert und in Klonierungsreaktionen einggse
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2.6.4 Konzentrationsbestimmung von Nukleinsduren

Die Konzentration von DNA und RNA wurde mit Hilfénes Spektrophotometers (NanoDFd{D-
1000) ermittelt. Die Absorption der Nukleinsaurearde bei 260 nm gemessen und nach folgender
Formel berechnet: Nukleinsdurekonzentration (ugfniaktorxAyso.

Der Faktor bei Doppelstrang-DNA entspricht 50 pg/omd bei Einzelstrang-RNA oder -DNA
40 ug/ml. Diese Angaben beziehen sich auf RNA-BR&A bzw. DNA-freie RNA. Verunreinigungen
durch Proteine und Salze kénnen bei 280 nm bzwn23@detektiert werden, weshalb die Reinheit der
Nukleinsauren aus dem Quotienten vogd g0 bzw. Aos/Asszg ermittelt wird. Die Quotienten flr
reine DNA sollten bei 1,8 und fur RNA bei 2,0 liegd 47].

2.6.5 Polymerasekettenreaktion

Die Polymerasekettenreaktion (PCR) ist eine Methadeschnellen Amplifikation von Nukleinsauren
und zum Nachweis spezifischer DNA-Fragmente mittéigermostabiler DNA-Polymerase. In
Abhéangigkeit von den Primerlangen, der Basenzusameteung und Lange der zu amplifizierenden
DNA, wurden die PCR-Reaktionen unter verschiedeoetimierten Bedingungen durchgefiihrt. Fir
die Genotypisierungs-PCR wurde die Anijalg DNA-Polymerase verwendet. Zur Amplifikation von
Fragmenten, die fir spatere Klonierungsreaktionestimmt waren, wurde die PlatinGfagq DNA-
PolymeraseHigh Fidelity eingesetzt. Dieser Polymerasemix besteht aus t@oamter Taq DNA-
Polymerase und einePyrococcus speciesGB-D-Polymerase, die auf Grund ihrer —25°-
Exonukleaseaktivitdt eine Proof-Reading Funktionsitatb und daher eine sechsfach héhere
Genauigkeit aufweist als difag DNA-Polymerase. Die Zusammensetzung eines Readiwatzes

sowie die Reaktionsbedingungen sind in den Tabé&ll&é und 2.17 angegeben.

Tab. 2.16: Zusammensetzung eines PCR-Reaktionsansatze

Reagenzien 25 pl Reaktionsvolumen
10xPolymerasepuffer 2,5 ul

dNTPs (20 mM) 0,5 ul

Forward-Primer (20 uM) 0,5 pl

Reverse-Primer (20 uM) 0,5 pl

DNA-Template (0,2-0,5 ug DNA) x i

DNA-Polymerase (5 Units/ul) 0,25 ul

steriles Wasser auf 25 pl aufiillen
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Das PCR-Programm enthielt eine initiale Denaturigrder DNA bei 94 °C fur 2 min. Im Anschluss

folgten 35 Zyklen nach folgendem Programm im Theryater von Peglab.

Tab. 2.17 PCR-Reaktionsbedingungen

Reaktionsschritt Temperatur Zeit
Denaturierung 94 °C 30s
Primeranlagerung 55°C-61°C 30s
Elongation 72 °GAmpliTag DNA-Polymerase) 45s-60s

— Genotypisierungs-PCR
68 °C(PlatinunPTagDNA Polymerase 2-3 min
High Fidelity)

— Klonierungs-PCR

Die Temperatur der Primeranlagerung und die DagerEtbngation wurden fir alle Primer und jede
DNA-Sequenz optimiert. Um eine vollstdndige Amidtion der DNA-Sequenzen zu gewahrleisten,
wurde ein finaler Elongationsschritt von 10 min B&i°C bzw. 68 °C nach Beendigung des letzten
Zyklus eingebaut. Zur Analyse der amplifizierten ARrodukte wurden 10 ul des Ansatzes mit 5 pl
DNA-Ladepuffer versetzt, auf ein 1%-iges Agaroseasfigetragen und elektrophoretisch aufgetrennt
(Kapitel 2.6.8).

2.6.6 cDNA-Synthese mittels Reverser Transkriptase

Die Herstellung von cDNAdppyDNA) basiert auf der Umschreibung von einzelstigag RNA in
doppelstrangige DNA mittels Reverser-Transkriptadie, eine RNA-abhéngige DNA-Polymerase
darstellt. Die synthetisierte cDNA wurde nachfoldéfiir die quantitativeReal-TimePCR (Kapitel
2.6.7) eingesetzt.

Da die Primer deReal-TimePCR zum Teil auch genomische DNA-Sequenzen erkernmerde vor
der Umschreibung der RNA ein DNA-Verdau mittels D&¢A durchgefiihrt. Hierzu wurden 1,25 ug
RNA, 1,25 ul 10xDNasel-Puffer, 2,5 ul DNasel (1 o) und DEPC-Wasser in einem 12,5 ul
Ansatz zusammenpipettiert und im Heizblock bei @7iir 30 min inkubiert. AnschlieRend wurde die
DNasel durch Zugabe von 1,25 ul 25 mM EDTA und bétion fir 10 min bei 65 °C inaktiviert. Es
folgte die cDNA-Synthese, bei der zunachst 10 plARMNIs dem DNasel-Verdau mit 1 ul Random
Hexamers (500 pug/ml) gemischt und fur 5 min bef®5denaturiert wurden. AnschlieBend wurden
4 ul 5%irst Strand Buffer 2 ul 200 mM DTT, 1 ul 20 mM dNTPs, 1 ul RNasinN@se-Inhibitor
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Gold; 30 Units/pl) und 1 pl der Reversen TransksptMMLYV (200 Units/ul) zugegeben und fir 1 h
bei 37 °C inkubiert. Die synthetisierte cDNA wurldei -20 °C gelagert. Um die erfolgreiche cDNA-
Synthese und einen vollstandigen DNA-Verdau zu dbegn, wurde eine PCR (Kapitel 2.6.5)
durchgefiihrt und die Amplifikate im Agarosegel (Rap2.6.8) aufgetrennt.

2.6.7 Quantitative Real-Time PCR

Eine Méglichkeit zum quantitativen Nachweis verscieiner mRNAs stellt die TagM&hPCR dar,
ein automatisierter PCR-Assay, bei dem das gekil®&@R-Amplifikat nach jedem Zyklus tber ein
Signal von fluoreszenzmarkierten Sonden (TagMaGene Expression Assays) detektiert wird
[148,149]. Zur Quantifizierung der Transkripte wend2-50 ng cDNA (in 4,5 pl sterilem Wasser) pro
Ansatz eingesetzt, sodass derWert der Messung zwischen 20 und 35 lag. Dazu &mriin
Gesamtvolumen von 10 pl, 5 pl TagM¥bniversal Master Mix UNG und 0,5 pl der spezifische
Primer-Sonde-Kombination gegeben und nach dem ibbtaer Firma Applied Biosystems im
Mastercycler amplifiziert. Im ersten Temperaturgtlis0 °C, 2 min) wurde die Uracil-N-Glykosylase
(UNG) aktiviert, um Ubertragungskontaminationen warmeiden. AnschlieRend erfolgten die
Deaktivierung der UNG und Denaturierung der DNAaBge bei 95°C fur 10 min. Die
Amplifizierung und Messung der Emission erfolgtendi0 Reaktionszyklen bei 95 °C fur 15 s bzw.
60 °C fur 1 min. Als interner Expressionsstandamgrde die Hypoxanthin-Guanin-Phosphoribosyl-
Transferase (HPRT) mitgefuhrt und zur relativen Qifizierung eingesetzt. Dabei wurden dig-C
Mittelwerte aus drei Messungen pro Probe ermitiell mit dem & Wert des HPRTSs ins Verhaltnis
gesetzt ACr= CrgenyCrirrm). Aus demAC-Wert einer unbehandelten Prob&Cgl) und einer
behandelten Probe AC:2) wurde der AACr-Wert (=ACt2-AC;1) gebildet. Der relative
Expressionsunterschied (R) zwischen Probe 1 undr@eMetztendlich anhand der folgenden Formel
berechnet: R =929 [150].

R wurde in dieser Arbeit in Prozent zur Referenbprdargestellt. Zur qualitativen Analyse wurden
10 ul des PCR-Ansatzes gelelektrophoretisch awgigetr(Kapitel 2.6.8), und anhand der Grol3e sowie
der Menge der PCR-Produkte die Spezifitdt des Asghgrprift.

2.6.8 Agarose-Gelelektrophorese

Die Elektrophorese dient zur Analyse von Nukleimsau (DNA- bzw. RNA-Fragmente), die
groRenabhangig im elektrischen Feld innerhalb eifeisgermaterials aufgetrennt werden. Die
elektrophoretische Auftrennung von DNA erfolgte 1irR%igen Agarosegelen bei einer angelegten
Spannung von 6-8 V/cmZur Herstellung der Agarosegele wurden 1-2 g Agamit 100 ml 1xTAE-
Puffer gemischt, aufgekocht und nach Zugabe vohEhpidiumbromid (10 mg/ml) in den Geltrager

gegossen. Ethidiumbromid ist ein Fluoreszenzfafhster auf Grund seiner planaren Struktur in die
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Nukleinsauren interkaliert und deren Sichtbarmaghunter UV-Licht (254-366 nm) ermdglicht. Die

Probe wurde im Verhdltnis 2:1 mit DNA-Ladepuffer gfitel 2.1.2) versetzt und aufgetragen.
Zusatzlich wurden 5 pl eines Gré3enstandards niitgef um die Grof3e der DNA-Fragmente zu
bestimmen.

Die Auftrennung von RNA erfolgte analog zur DNA, b& 3%ige Gele zur Auftrennung eingesetzt
wurden. Zudem wurde RNase-freies Wasser (DEPC-Wagsen Ansetzen des Puffers und des
Standards eingesetzt. Diese Methode ermdglichtsgsheelle Analyse um die Intaktheit der RNA zu
Uberprifen. Die RNA wurde als nicht degradiert esigft, wenn die 28S- und 18S-rRNA deutlich
scharf erkennbar waren und die Bande der 28S-rRN#kexr als die der 18S-rRNA war. Die

Dokumentation der Gele erfolgte mittels Transillnator.

2.6.9 Extraktion von DNA aus Agarosegelen

Die Aufreinigung von DNA-Fragmenten aus Agarosegdl€apitel 2.6.8) erfolgte mittels High Pure
PCR Cleanup Micro Kit. Dazu wurden die gewinscHi®A-Fragmente unter UV-Licht mit einem
Skalpell aus dem Gel geschnitten und in ein Reag&tjefa Uberfuhrt. Durch Zugabe von 300 pl
Binding Buffer(Kit-Bestandteil) pro 100 mg Agarose und anscldied®r Erwarmung bei 56 °C fir
10 min, wurde die DNA gel6st. Die Aufreinigung deNA erfolgte durch Bindung an eine Silica-
Membran und anschlieBendem Waschen mit 70% Eth&wool DNA-Elution wurden 25 ul steriles
Wasser eingesetzt.

2.6.10 Restriktion von DNA

Bei der Spaltung von DNA durch Restriktionsendorakken entstehen stumpfe EndBiuift End3
oder kohasive Enders{icky Endgmit 3'- oder 5"-Uberhangen. Fir einen Reaktiosaanvon 1 pig
DNA in 50 pl Reaktionsvolumen wurden 5-10 Units ®kgonsenzym, der entsprechende NEB-
Puffer und gegebenenfalls BSA verwendet. Der gesdRdeaktionsansatz wurde fir 2 h bei 37 °C
inkubiert und die geschnittene DNA zur Ligation (el 2.6.13) bzw. zur gelelektrophoretischen
Analyse eingesetzt (Kapitel 2.6.8). Fir anschlielden Enzymreaktionen wurden die
Restriktionsenzyme durch Hitze inaktiviert oder BiINA von Uberschissigen Enzymen und Puffern
gereinigt (Kapitel 2.6.12).

2.6.11 Herstellung von Blunt End-DNA-Molekilen

Zur Ligation von DNA-Fragmenten mit nicht kompaéhl Enden ist es notwendBjunt Endszu
generieren. Daflir wurde die DNA-Polymerase | Lafg¢genow) Fragment verwendet, die eine
5— 3’-Polymeraseaktivitat und gleichzeitig eine-35"-Exonukleaseaktivitat besitzt. Die Polymerase
kann somit 5 -Uberhdnge auffillen und 3"-Uberhangguzieren. Fiir die Reaktion wurden 10 pl
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Volumen aus der DNA-Gelextraktion (Kapitel 2.6.9D0 uM dNTPs (je 100 uM dATP, dCTP, dGTP
und dTTP), 1 Unit DNA-Polymerase | Large (Klenowga§ment und der entsprechende Enzympuffer
eingesetzt. Der Ansatz wurde fiir 15 min bei 25 ACWasserbad inkubiert. Anschlieend wurden
10 mM Na-EDTA zugegeben und die DNA-Polymerase Pflimin bei 75 °C inaktiviert.

2.6.12 Reinigung von DNA

Um DNA aus enzymatischen Reaktionen oder PCR-Aaeaton Uberschiissigen Enzymen, Puffern
und Primern zu befreien, wurde das High Pure PGRuiip Micro Kit verwendet. Dieses Testsystem
basiert auf der Adsorption von DNA an eine Silicaiwbran, wéhrend tberschissige Substanzen die
Membran passieren. Nach mehreren Waschschritterigtrfdie DNA-Elution mit 30 pl sterilem

Wasser.

2.6.13 Ligation von DNA mittels T4-DNA-Ligase

Bei der Ligation wurden geschnittene PCR-Produktéd Blasmide (Kapitel 2.6.10) bzBlunt End
DNA-Molekile (Kapitel 2.6.11) mit Hilfe der T4-DNAigase ligiert. Das Enzym katalysiert die
Bildung von Phosphodiesterbindungen zwischen fré&efhosphat- und 3"-Hydroxylgruppen der
Uberhdngenden DNA-Enden unter ATP-Verbrauch. Um Ldigtion innerhalb eines Plasmids zu
vermeiden, wurden diese gegebenenfalls 1 h mit alkalischen Phosphatase (CIP) behandelt, die die
5’-Phosphatgruppen entfernt. Ein Ligationsansatthielh 1 pul T4-DNA-Ligase, Ligationspuffer,
100 ng Plasmid-DNA und die dreifache molare Mengelressert-DNA. Der Ansatz wurde auf ein
Endvolumen von 10 pl eingestellt, UN bei 12 °C ibieut und die Ligase anschlieRend durch Hitze
inaktiviert. Nach erfolgter Ligation wurden 5-10 ¢i¢s Ansatzes in chemisch kompetdbteoli-XL-
10-Gold transformiert (Kapitel 2.6.15).

2.6.14 Ligation von DNA in den TOPO®-Vektor

Fir die Ligation von DNA in den Vektor pCR-TOPC wurde das TOPO TA Cloning Kitfor
Sequencing verwendet. PCR-Amplifikate, die mit ld@genden Adenosinen ausgestattet waren,
konnten mittels vektorassoziierter Topoisomeraggdrt werden. Fir die Reaktion wurden 2 ul PCR-
Amplifikat, 1 pul Salzlésung und 1 pl Vektor in 6 lesamtvolumen fir 15 min bei RT inkubiert.
AnschlieRend erfolgte die Transformation (Kapite.25) in chemisch kompetente.coli-TOP10-
Zellen.
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2.6.15 Transformation von kompetentenE.coli-Zellen

Die Aufnahme von freier DNA in kompetente Zellenravials Transformation bezeichnet. Daflir
wurden 100 pl chemisch kompeteftecoli-XL-10-Gold bzw.E.coli-TOP10 bei RT aufgetaut, bis der
Eiskern gerade geschmolzen war und fir 10 min daf géstellt. AnschlieRend wurden 5-10 pl
Ligationsprodukt (Kapitel 2.6.13 bzw. 2.6.14) zuglbgn und weitere 45 min inkubiert. Nach einem
Hitzeschock bei 42 °C fir 30-60 s im Wasserbadlgtdodas Abkihlen der Zellen fur 2 min auf Eis.
Die Zellsuspension wurde danach mit 900 ul LB-Mediwersetzt und im quer gestellten
Reaktionsgefal fiur 60 min bei 37 °C und 140 rpm ftsageschittelt. Nach anschlieRender
Zentrifugation (5000x%g, 5 min) wurden die Zellen geeigneter Verdiinnung auf Agarplatten mit
Ampicillin (100 pg/ml; LB/Amp-Platten) ausplattietind UN bei 37 °C inkubiert. Fir spatere
Klonierungsreaktionen erfolgte die Uberfilhrung elner Kolonien in 5 ml LB/Amp-Medium
(100 pg/ml) und eine Inkubation UN mit darauf faider Plasmidisolierung (Kapitel 2.6.3).

2.6.16 Herstellung von chemisch kompetenteik.coli

Kompetente Zellen kénnen fremde lineare oder zinleuDNA aus ihrer Umgebung aufnehmen. Zur
Herstellung der chemisch kompetenten Zellercgli-XL-10-Gold) wurden diese zunachst auf einer
LB-Agarplatte ausgestrichen und UN bei 37 °C inkubiDaraufhin wurde eine Kolonie gepickt, in
5ml LB-Medium tiberfiihrt und bei 37 °C UN geschiitt® ml dieser Ubernachtkultur wurden
anschlieend in 250 ml vorgewarmtes LB-Medium Uidetfund ca. 2-3 h bei 37 °C und 225 rpm bis
zum Beginn der logarithmischen Wachstumsphase;¢@0n 0,5) vermehrt. Im Anschluss wurde die
Bakterienkultur in vorgekihlte 50 ml-Zentrifugenréhen tberfuhrt, fur 10 min auf Eis inkubiert und
fur 5 min zentrifugiert (3000xg, 4 °C). Nach Resersgiierung des Pellets in 50 ml steriler, eiskalter
100 mM MgC}-Ldsung, wurden die Zellen erneut abzentrifugi@rimin, 3000xg, 4 °C), in 50 ml
eiskalte 100 mM Ca@lLosung aufgenommen und fur 20 min auf Eis stehelasgen. Es folgte ein
weiterer Zentrifugationsschritt. Das daraus restétide Zellpellet wurde in 5 ml eiskalter 100 mM
CaCb-Losung mit 15% Glycerin resuspendiert, im Volumeru 100 ul in vorgekihlte

Eppendorfgefalie aliquotiert und bei -80 °C gelagert

2.6.17 Kryokonservierung von E.coli-Kulturen

Um Bakterienkulturen zu konservieren, wurden digdebei 37 °C in LB/Amp-Medium angezogen.
Davon wurden 800 pl entnommen, mit 70 ul DMSO wuetsesofort gemischt und in flissigem
Stickstoff eingefroren. Die Lagerung erfolgte &0 ~C.
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2.6.18 Plasmid-Konstruktion

2.6.18.1pLuc

Zur Konstruktion des Kontrollplasmids pLuc wurdesdsusgangsplasmid pAd5Tef®RE]JAFP-Luc
[151] verwendet (Abb. 2.5). Es enthielt bereits dasnétigte Luziferasegen (Luc). Um die
vorgeschalteten, unnétigen Sequenzen AdS7ERE]JAFP zu eliminieren, wurde das Plasmid
zunachst mitBamH geschnitten (Kapitel 2.6.10) und religiert (Kagi2.6.13). Dabei wurden die
Sequenzen [HREJAFP entfernt. AnschlieBend erfolgteitere Restriktionen midatl und Kpnl, um
letztendlich Ad5Tet® zu eliminieren. Nach dem Verdau wurden mit Hilfeee DNA-Polymerase |
Large (Klenow) Blunt Ends generiert (Kapitel 2.6.11) und das Plasmid religieEine
Kontrollrestriktion mit BamH und Notl bestétigte die erfolgreiche Ligation. Das Konfptasmid
wurde algpLuc bezeichnet.

Konstruktion von pLuc

Aatll Kpnl
BamHI| BamHlI

Luziferase

Restriktion des Plasmids mit
BamHI und Religation

N\

pAd5TetO ,[HRE]JAFP-Luc

Aatll Kpnl

Ad5-5 | TetO, Luziferase

BamHI

pAd5TetO ,-Luc

Luziferase

Notl

Restriktion des Plasmids mit Aatll und Kpnl,
Reduktion der 3"-Uberhénge mit der DNA-Polymerase |
(Klenow), Blunt End Ligation des Plasmids

Abb. 2.5: Klonierungsschema furpLuc. Genaue Erklarungen siehe Text. Die SequenzensAdsTetO, und
[HRE]AFP waren im Ausgangsplasmid enthalten [1514.\@urden fir die Experimente dieser Studie elignini
Luziferase: Luziferase-Reportengen, AmpR: AmpicilResistenz.
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2.6.18.2pANT1Prg">Luc
Fir die Konstruktion von pANT1PI8-Luc wurde mit Hilfe einer PCR (Kapitel 2.6.5) die

Expressionskassette eines 1,5 kB-Fragments des AMdihotors amplifiziert (Nukleotide -1391 bis

+108 relativ zum Transkriptionsstart). Daflir wurdiar Forward-Primer ANTKpnl)-F und Reverse-
Primer ANT18amH)-R eingesetzt, sowie genomische Maus-DNA als Tlatapverwendet (Kapitel
2.1.6.1und 2.1.6.2) (Abb. 2.6).

Konstruktion von pANT1Prol5-Luc

(ﬁ\ genomische
Maus-DNA

PCR +

BamHI
ANT1(Kpnl -F,:>
(Kpn) <):, ANT1(BamHI)-R MCS

L acZa-ccdB

Kpnl BamHI

ANT1Prols H —_—

Ligation

linearisiert
pCR®4-TOPO®-Vekt0r

AmpR = KanR

Kpnl
Kpnl BamHI / Aatll P BamHI BamHI
Luziferase

pAd5TetO ,[HREJAFP-Luc

AmpR P KanR

N\

Restriktion der Plasmide
mit Kpnl und BamHI

Aatll Kpnl BamHI / Ligation von ANT1Prol5

Luziferase
Restriktion mit Aatll und Kpnl, Reduktion der

pAd5TetO ;-ANT1Pro 15-Luc = 3"-Uberhénge mit der DNA-Polymerase |
(Klenow), Blunt End Ligation des Plasmids

/

Sall BamHl

Luziferase

pPANT1Pro %5-Luc
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Abb. 2.6: Klonierungsschema firpANT1Pro™>Luc. Genaue Erklarungen siehe Text. Die Sequenzen Ad5-
sitr: 1€t0 und [HREJAFP waren im Ausgangsplasmid enthalteri]ifd wurden fiir die Experimente dieser
Studie eliminiert. Rac: Lac-Promotor mit dem Fusionsgen LaeZcdB, KanR: Kanamycin-Resistenz, MCS:

Multiple Cloning Site

Das PCR-Produkt wurde anschlieBend in denEROPC-Vektor ligiert (Kapitel 2.6.14), ifE.coli
amplifiziert, die Plasmide isoliert und vorab mardPCR-Primern ANTXpnl)-F und ANT1B8amH)-

R sequenziert (Kapitel 2.6.19). AnschlieBend wisaleohl der TOP®-Vektor mit inseriertem ANT1-
Promotorfragment, als auch das Ausgangsplasmid pé&tdbHRE]JAFP-Luc mit Kpnl und BamH
geschnitten. Die darauf folgende Ligation ergabRlasmid pAd5Tet@ANT1Pra">Luc. Um nun die
Sequenz Ad5TetOzu eliminieren, erfolgte eine Restriktion ndiatll und Kpnl, wobei inkompatible
DNA-Enden entstanden. Mit Hilfe der DNA-Polymerabd.arge (Klenow) wurdenBlunt Ends
generiert (Kapitel 2.6.11) und die Plasmidendeigimat (Kapitel 2.6.13). Eine Kontrollrestriktionitm
BamH und Sal sowie die abschlieBende Sequenzierung bestatidierRichtigkeit des Plasmids
PANT1Pro*™*Luc.

2.6.18.3pANT1Prd-Luc
Zur Herstellung des Plasmids pANT1Rtaic, der 4 kB des murinen ANT1-Promotors enthislirde
mittels PCR ein 2,5 kB-Promotorfragment amplifizi¢Nukleotide -2488 bis -1389 relativ zum

Transkriptionsstart) und vor den bereits vorhandenk5 kB-ANT1-Promotor des Plasmids
pAd5TetG-ANT1Pra">Luc ligiert (Kapitel 2.6.18.2). Zur Amplifikatiordes Promotorfragments
wurden der Forward-Primer ANT1(2/atl)-F, Reverse-Primer ANT1(2,Bpnl)-R sowie
genomische Maus-DNA eingesetzt (Kapitel 2.1.6.1 214d6.2).

Das PCR-Produkt wurde zunachst in den BGROPC-Vektor ligiert (Kapitel 2.6.14) und mit Hilfe
der verwendeten PCR-Primer sequenziert (Kapitel19)6 AnschlieRend wurden die Plasmide
pAd5TetG-ANT1Pro*-Luc und der TOP®Vektor mit inseriertem 2,5 kB-ANT1-Fragment einer
Restriktion mitAatll und Kpnl unterzogen (Kapitel 2.6.10). Dabei wurde die SsgquAd5Tet@ aus
dem Zielplasmid eliminiert. Nach erfolgter Ligatides Inserts entstand das Plasmid pANT4Pug.
Eine Kontrollrestriktion mitAatll und Kpnl sowie die abschlieRende Sequenzierung des kowmplet
Inserts bestétigten die Richtigkeit des PlasrpilsIT1Pro*Luc.
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Konstruktion von pANT1Pro4-Luc

[ﬁ\ genomische
Maus-DNA

PCR +
Kpnl
ANT1(2,5 Aatll)-F ,:>
<;:’ ANT1(2,5 Kpnl)-R
Aatlll
MCS
Aatll Kpnl L acZa-ccdB . B
linearisiert
ANT1Pro25 —_— pCR®4-TOPO®-Vektor
Ligation
AmpR | KanR
Aatll Kpnl Aatll Kpnl BamHI

AmpR = KanR }

N\

Restriktion der Plasmide mit Aatll und Kpnl
und Ligation von ANT1Pro25

l

Aatll Kpnl BamHI

Luziferase

PANT1Pro 4-Luc

Abb. 2.7: Klonierungsschema fiipANT1Pro*-Luc. Genaue Erklarungen siehe Text.
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2.6.19 Sequenzierung

Sequenzanalysen der konstruierten Plasmide wurdem der Firma SeglLab aus Goéttingen
durchgefiihrt. Die Proben enthielten 600 ng Plasbiith, 20 pmol der zur Klonierung verwendeten
Primer und steriles Wasser im Volumen von 7 pl. Bigsswertung der Sequenzen erfolgte unter

Verwendung des Programms Chromas Lite 2.01 un®dtnbank GenBank.

2.7 Statistische Evaluierungen

Der statistische Vergleich zweier Gruppen erfolgi¢ Hilfe des Mann-Whitney U-Tests. Sind mehr
als zwei Gruppen miteinander verglichen wordenwsode der einfaktorielle ANOVA-Test bzw. der
Kruskal-Wallis-Test angewandt (Programm Graphpadsn®r Bei der Uberprifung von
Haufigkeitsverteilungen wurde der Chi-Quadrat-Teiagesetzt. Statistische Signifikanz wurde bei p-

Werten, die kleiner als 0,05 waren, angenommer Aflgaben erfolgten als Mittelwert + SEM.
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3. Ergebnisse

3.1 Kardioprotektive Wirkung von ANT1 bei Hypoxie

Hypoxie fuhrt zu zahlreichen Veranderungen in delteZ In eigenen Vorversuchen wurde festgestellt,
dass NRCM nach 24 h bzw. 48 h Hypoxie (akuter bazhkronischer Hypoxie) gravierende
Regulationsunterschiede auf Protein- und Aktivégbene aufwiesen, sodass diese Zeitpunkte fir die
folgenden Hypoxie-Experimente gewahlt wurden.

3.1.1 Intrazellularer ATP-Gehalt

Hypoxie vermindert die Funktionalitdt der mitochaaten Atmungskette und reduziert dadurch die
ATP-Produktion. Wie in Abb. 3.1 zu sehen ist, natten ATP-Gehalt in den WT-NRCM nach 24 h
und 48 h Hypoxie, im Vergleich zum normoxischen Vgietig ab. In den ANT1-NRCM blieb der
ATP-Gehalt, im Vergleich zum normoxischen ANT1, m&e h Hypoxie unbeeinflusst und wurde erst
nach 48 h reduziert. Nach 48 h war ein signifikakbeterschied zwischen der WT- und ANT1-Gruppe
erkennbar. Generell waren zwischen WFoxie 24 n UNd WT normoxie 48 h DZW.  ANT Lyormoxie 24 n UN
ANT1 vormoxieash IN den gemessenen Parametern keine Unterschiedbeabachten, sodass die
Gruppen jeweils als eine Kontrollgruppe dargestelitden.

Insgesamt zeigten die Ergebnisse, dass ANT1-NRCMr Zwasal einen niedrigeren ATP-Gehalt
besal3en, der jedoch Uber 24 h Hypoxie konstarit bhel nur langsam reduziert wurde.
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Abb. 3.1: ATP-Gehalt in NRCM bei Hypoxie. WT- und ANT1-NRCM wurden unter normoxischen und

hypoxischen Bedingungen fiir 24 h bzw. 48 h kultivi®ie ATP-Messungen im Zelllysat erfolgten mit fdil

eines Lumineszenz-Assays. Die Daten zeigen den @&lralt in Prozent zum normoxischen WT. *** p<0,001
A

vs. WT (Normoxie)?* p<0,001 vs. ANT1 (Normoxie} p<0,05 vs. entsprechender Hypoxie-Bedingung; n=6-
12.
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3.1.2 Expression von ANT

Um zu Uberprifen inwieweit die Expression von AN Blypoxie beeinflusst wird, wurden die ANT-
Proteinmengen mittels Western-Blot-Analyse bestimbie ANT1-NRCM besalRen durchschnittlich
25,0% mehr ANT-Protein bei Normoxie und 24 h Hymokn Vergleich zum jeweiligen WT (Abb.
3.2). Nach 48 h Hypoxie stieg der ANT-Gehalt in déiT1-NRCM, im Vergleich zum normoxischen
ANT1, um weitere 37,5% an. Auch die WT-NRCM wieseth 48 h Hypoxie eine signifikante ANT-
Erhéhung um 86,0+12,0% auf.

WT ANT1 WT ANTL WT ANT1
ANT wewe S - o G G
GAPDH e T-m» wee = O T
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‘o\: *
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o
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Abb. 3.2: Expression von ANT bei Hypoxie. WT- und ANT1-NRCM wurden unter normoxischen und
hypoxischen Bedingungen flur 24 h bzw. 48 h kultividNT wurde im Zellextrakt der NRCM mittels Western-
Blot-Analyse nachgewiesen. Im oberen Teil der Aliid @xemplarisch Western-Blots dargestellt. Die Breh
unteren Teil zeigt die Proteinmengen in Prozent nammoxischen WT. Die Quantifizierung von ANT edt#

in Relation zu GAPDH. * p<0,05, ** p<0,01 vs. WT (Nwoxie); * p<0,05 vs. ANT1 (Normoxie) p<0,05 vs.
entsprechender Hypoxie-Bedingung; n=5-12.

3.1.3 Bildung von ROS

Mitochondriale Dysfunktionen und andere intrazéltel Schadigungen verstarken die Bildung von
ROS, die mit Hilfe des Fluoreszenzindikators DCFA-emessen wurden. Die WT-NRCM verflgten
bei Hypoxie insgesamt Uber mehr ROS, als die gheibhndelten ANT1-NRCM (Abb. 3.3). Letztere

zeigten, im Vergleich zum normoxischen ANT1, ersth 48 h Hypoxie eine signifikante ROS-

Erhdhung.
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Abb. 3.3: ROS-Produktion bei Hypoxie. WT- und ANT1-NRCM wurden unter normoxischen und hyipohen
Bedingungen fiir 24 h bzw. 48 h kultiviert. Nach Zngales Fluoreszenzindikators DCFH-DA, wurde die Meng
an gebildetem ROS fluorometrisch ermittelt. Die Dateeigen die DCF-Fluoreszenz in Prozent zum
normoxischen WT. *** p<0,001 vs. WT (Normoxi€¥: p<0,01 vs. ANT1 (Normoxie)® p<0,01,%%¥ p<0,001 vs.
entsprechender Hypoxie-Bedingung; n=5-10.

3.1.4 Aktivierung des antioxidativen Stress-Systems

Um zu ermitteln, inwieweit das antioxidative Str&stem bei erhohter ROS-Produktion aktiviert
wird, wurden die Katalase und MnSOD2 mittels WestBlot-Analyse quantifiziert (Abb. 3.4 A und
B). Beide Enzyme wurden in den WT-NRCM nach 48 ékie um 40,2% hochreguliert. In den
ANT1-NRCM war zu keinem Zeitpunkt der Hypoxie eim&here Expression messbar.

Ob neben den Enzymexpressionen auch verandertentakfiyitdten auftraten, wurde anhand der
Katalaseaktivitdit gemessen (Abb. 3.4 C). Diese imaden WT-NRCM nach 24 h Hypoxie um
9,5£3,3% und nach 48 h um 51,5+4,0% erhoht. Dengefovurde zunéchst die spezifische
Enzymaktivitat gesteigert und erst spater die Rrotenge erhoht. Die Katalaseaktivitat der ANT1-
NRCM war nicht verandert.

Zusammenfassend war zu beobachten, dass hypoxXi%dR&IRCM, parallel zur erhéhten ROS-
Produktion, die Aktivitdt und Expression der antitativen Stress-Enzyme steigerten. In den
hypoxischen ANT1-NRCM war die ROS-Produktion seéfrimg und das antioxidative Stress-System
nicht aktiviert.
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Abb. 3.4: Expression und Aktivitdt von antioxidativen Stress-Enzymen bei HypoxieWT- und ANT1-
NRCM wurden unter normoxischen und hypoxischen Bediggn fir 24 h bzw. 48 h kultiviert. Die Expression
von (A) Katalase und (B) MnSOD2 wurden im Zellextrdkr NRCM mittels Western-Blot analysiert. Im oberen
Teil der Abb. sind exemplarisch Western-Blots datgkt. Die Grafik im unteren Teil zeigt die Prateiengen in
Prozent zum normoxischen WT. Die Quantifizierunfplgte in Relation zu GAPDH; n=5-12. (C) Bestimmung
der Katalaseaktivitat im Zellextrakt der NRCM; n=6-1$<0,05, ** p<0,01, *** p<0,001 vs. WT (Normoxie);
# n<0,01 vs. ANT1 (Normoxief p<0,05,% p<0,01 vs. entsprechender Hypoxie-Bedingung.

3.1.5 Nekrotische Zellzerstérung

Eine erhthte ROS-Produktion und ATP-Mangel fuhrem Zellzerstérung. Um das Ausmald der
nekrotischen Zellschadigung zu analysieren, wuiddBH-Aktivitat, als MalR der LDH-Freisetzung,

im Zellmedium gemessen. Insgesamt wiesen die ANRCM wesentlich weniger nekrotische
Zellzerstorungen auf, als die gleichbehandelten N\RGM. Schon bei Normoxie war die Nekroserate
der ANT1-NRCM um 31,5% reduziert (100,0+5,4% vs,562,2%; Abb. 3.5). Nach 24 h Hypoxie

stieg die nekrotische Zellzerstérung der ANT1-NR@M das Doppelte an, wahrend die WT-NRCM
eine 3,5-fache Erhohung aufwiesen. Nach 48 h Hypaeigten die WT-NRCM eine weitere
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Steigerung der nekrotischen Zellzerstorung um 39,9%€ Nekroserate der ANT1-NRCM blieb
dagegen unverandert.
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Abb. 3.5: Nekrotische Zellzerstérung bei HypoxieWT- und ANT1-NRCM wurden unter normoxischen und
hypoxischen Bedingungen fur 24 h bzw. 48 h kultiviBie Messung der LDH-Aktivitat im Medium, als Mar
fur nekrotische NRCM, erfolgte mittels fluorimetriseh Test. Angegeben ist die LDH-Aktivitat im Medium

Prozent zum normoxischen WT. *** p<0,001 vs. WT (hmxie); “*p<0,001 vs. ANT1 (Normoxie® p<0,01,

858 p<0,001 vs. entsprechender Hypoxie-Bedingung; 18:6-

3.1.6 Apoptotische Zellzerstdrung

Ob apoptotische Prozesse bei der Zellzerstérung Bialle spielen, wurde zunachst anhand der
Caspase-3/7-Aktivitdt ermittelt. Fur die WT-NRCM rkde zu beiden Hypoxiezeitpunkten ein

signifikanter Aktivitdtsanstieg von durchschnittli®4,7% gemessen werden. Die Aktivitdtserhfhung
in den hypoxischen ANT1-NRCM betrug im Durchschdi& 2% im Vergleich zum normoxischen

ANT1 (Abb. 3.6). Diese Werte zeigten deutlich, dalés Caspasen der ANT1-NRCM wesentlich

inaktiver waren, als die der WT-NRCM.
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Abb. 3.6: Caspase-3/7-Aktivitat in NRCM bei Hypoxie WT- und ANT1-NRCM wurden unter normoxischen
und hypoxischen Bedingungen fur 24 h bzw. 48 h \elti. Die Messung der intrazellularen Caspase-3/7-
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Aktivitat als Marker fur apoptotische Zellzerstoguerfolgte mit Hilfe von fluorimetrischen Tests. gegeben ist
die Aktivitat in Prozent zum normoxischen WT. *@®@1, *** p<0,001 vs. WT (Normoxie)?* p<0,01,
###1n<0,001 vs. ANT1 (Normoxie¥;p<0,05,%% p<0,001 vs. entsprechender Hypoxie-Bedingung; r&4-1

Aktivierte Caspasen leiten Uber DNasen die Fragimemtg von nuklearer DNA ein. Diese wurde mit
Hilfe der TUNEL-Farbung detektiert, um dadurch ajtische Nuklei der NRCM zu visualisieren.
Die Apoptoserate der WT- und ANT1-NRCM lag bei Naooie jeweils bei 17,3% bzw. 17,8%
(Abb. 3.7 A und B). Nach 24 h Hypoxie stieg die Ahkan apoptotischen WT-NRCM signifikant auf
36,7% an, wahrend die ANT1-NRCM noch keine Zunaleigten. Nach 48 h blieb die Apoptoserate
der WT-NRCM unverandert hoch, die der ANT1-NRCMegtiauf 23,8% an. Auch diese Ergebnisse
zeigen deutlich, dass hypoxische ANT1-NRCM insgdsaesentlich weniger Apoptose ausldsen.
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Abb. 3.7: Detektion von apoptotischen Nuklei mitted TUNEL-Farbung. WT- und ANT1-NRCM wurden
unter normoxischen und hypoxischen Bedingungen fih Dzw. 48 h kultiviert. (A) Fragmentierte DNA im
Nukleus wurde mit Fluoreszein markiert und im Fasgzenzmikroskop bei 20-facher Vergrof3erung sichtbar
gemacht. (B) Ausgezahlt wurden n=350-550 NRCM pro @euie Anteile der apoptotischen und lebenden
NRCM wurden in Prozent zum normoxischen WT angegebem<0,001 vs. WT (Normoxie)? p<0,05 vs.
ANT1 (Normoxie);® p<0,05,%% p<0,001 vs. entsprechender Hypoxie-Bedingung.
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3.1.7 Nekrotische und apoptotische Zellzerstérung in Gegavart von H,0,

Um zu Uberprifen, ob die ANT1-NRCM auch bei direktexidativen Stress weniger Nekrose und
Apoptose aufweisen, wurden die Zellen fiir 24 h I0ipuM HO, inkubiert und die zellulare Caspase-
3/7-Aktivitdt und LDH-Aktivitat im Zellmedium gemesn. Beide Ergebnisse zeigten deutlich, dass
WT-NRCM in Gegenwart von #D, eine hohere Nekrose- und Apoptoserate aufwiesksndia
gleichbehandelten ANT1-NRCM (Abb. 3.8 A und B). Bee reagieren somit wesentlich
unempfindlicher auf oxidative Einflisse wie®}. Die ANT1-Kontrollgruppe zeigte parallel zu den
normoxischen ANT1-NRCM eine signifikant niedrigétekroserate (vgl. Abb. 3.5).
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Abb. 3.8: Nekrotische und apoptotische Zellschadigugen in Gegenwart von HO,. WT- und ANT1-NRCM
wurden fur 24 h mit 10 uM #D, inkubiert. AnschlieRend erfolgten die Messungen BH-Aktivitat im
Zellmedium und der Caspase-3/7-Aktivitat in den NRCMgegeben sind die Aktivitaten in Prozent zum
unbehandelten WT. * p<0,05, ** p<0,01, *** p<0,00k. WT (Kontrolle);” p<0,001 vs. ANT1 (Kontrolle);
%38 p<0,001 vs. KO,-Bedingung; n=8-10.

3.1.8 Aktivierungen von ERK1/2

Die Untersuchungen haben bislang ergeben, dass ANRGM bei Hypoxie und in Gegenwart von
H.,O, wesentlich besser geschitzt sind und weniger Neknond Apoptose aufweisen als die
gleichbehandelten WT-NRCM. Da die ERK1/2- und Akgrtalwege eine entscheidende Rolle in
diesen Prozessen spielen, wurden die Aktivierumieser Kinasen im Folgenden untersucht.

Die Aktivierungen der ERK1/2-Kinasen erfolgen duidtergeordnete MEK1/2-Kinasen, die ERK1/2
an Thf*? und Tyf* phosphorylieren. Die Phosphorylierungen von ERK@EHZERK1/2), sowie die
gesamte ERK1/2-Proteinmenge, konnten mit Hilfe \gpezifischen Antikdrpern nachgewiesen
werden. Insgesamt war zu beobachten, dass dieidktngen der beiden Kinasen ERK1 und ERK2
ahnlich verliefen (Abb. 3.9).
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Die Gesamt-ERK1-Proteinmenge, dargestellt in Ab®.BB nahm nach 24 h Hypoxie in den WT- und
ANT1-NRCM, im Vergleich zur jeweiligen Normoxiegrpe, signifikant ab, normalisierte sich in den
WT-NRCM nach 48 h und blieb in den ANT1-NRCM sigkdfnt erniedrigt. Die ANT1-NRCM
besalRen auch bei Normoxie weniger Gesamt-ERK1. ierschied dazu blieb die Gesamt-ERK2-
Proteinmenge in den ANT1-NRCM bei Normoxie und 24ypoxie unverandert (Abb. 3.9 F).

Die Aktivierungen der ERK1/2-Kinasen (P-ERK1/2) adgten hauptsachlich in den ANT1-NRCM.
Diese wiesen nach 24 h Hypoxie eine Zunahme vornl324,2% bzw. 298,4+17,8% auf (Abb. 3.9 C
und G). Nach 48 h Hypoxie nahmen die Phosphoryligen beider Proteine drastisch ab. In den WT-
NRCM war nur eine geringe Aktivierung von ERK1 n&hh Hypoxie messbar (28,7+5,6%).

Die gebildeten Verhéltnisse aus P-ERK1 zu GesankKidEBRzw. P-ERK2 zu Gesamt-ERK2 spiegeln
den jeweiligen Phosphorylierungsstatus von ERK1ERK&2 in der Zelle wieder (Abb. 3.9 D und H).
Besonders auffallig waren erneut die starken Erhghn in den ANT1-NRCM nach 24 h Hypoxie.
Die geringe Zunahme an aktiviertem ERKL1 in normoxé&n ANT1-NRCM war nicht durch eine
Erhéhung von P-ERK1 zu erklaren, sondern kam aoffyruler reduzierten Gesamt-ERK1-

Proteinmenge zustande. Dies wurde auch fur ERK2mMWT-NRCM nach 24 h Hypoxie beobachtet.
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Abb. 3.9: AusmaR der ERKI1/2-Aktivierungen bei Hypoxe. WT- und ANT1-NRCM wurden unter
normoxischen und hypoxischen Bedingungen fir 24vi. B8 h kultiviert. Die Proteine wurden im Zelleadtt

der NRCM mittels Western-Blot-Analyse nachgewiesenu(@d E) Exemplarisch dargestellte Western-Blots. (B
und F bzw. C und G) Graphische Darstellung der Rnotengen von Gesamt-ERK1/2 bzw. P-ERK1/2 in Prozent
zum normoxischen WT. Die Quantifizierung erfolgteRelation zu GAPDH. (D und H) Ermitteltes Verh&itni
von P-ERK1/2 zu Gesamt-ERK1/2p<0,05, ** p<0,01, *** p<0,001 vs. WT (Normoxie)* p<0,05,” p<0,01

vs. ANT1 (Normoxie)? p<0,05,58 p<0,01 vs. entsprechender Hypoxie-Bedingung; n4.5-1

3.1.9 Aktivierung von Akt

Um die Aktivierung von Akt zu untersuchen, wurdeklnier Gesamt-Akt und phosphoryliertes Akt
(P-Akt) mittels Western-Blot-Analyse bestimmt.

Die Gesamt-Akt-Proteinmenge, dargestellt in AbL.03B, nahm in den WT-NRCM im Verlauf der
Hypoxie kontinuierlich ab. In den ANT1-NRCM war daskt-Level bei Normoxie signifikant
reduziert, blieb jedoch nach einer weiteren Abnabgie€24 h Hypoxie konstant.
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Abb. 3.10: Ausmalfd der Akt-Aktivierung bei Hypoxie. WT- und ANT1-NRCM wurden unter normoxischen
und hypoxischen Bedingungen fur 24 h bzw. 48 h \elti. Die Proteine wurden im Zellextrakt der NRCM
mittels Western-Blot-Analyse nachgewiesen. (A) Exkamgch dargestellte Western-Blots. (B) Graphische
Darstellung der Proteinmengen von Gesamt-Akt und BPEAkt in Prozent zum normoxischen WT. Die
Quantifizierung erfolgte in Relation zu GAPDH. (Dintitteltes Verhaltnis von P-Akt zu Gesamt-Akt. *(p&€5,

** n<0,01 vs. WT (Normoxie)? p<0,05,% p<0,01 vs. ANT1 (Normoxie} p<0,05,%® p<0,01 vs. entsprechender
Hypoxie-Bedingung; n=4-11.

Die Aktivierung von Akt wird auch Uber Phosphoryliagen gesteuert. Wie in Abb. 3.10 C gezeigt,
war das P-Akt-Level in den WT-NRCM nach 24 h Hymoldicht erhdht, wahrend die ANT1-NRCM
zu diesem Zeitpunkt eine Erhéhung von 114,1+2, 1%iasen, die nach 48 h sogar auf das 16-fache
anstieg. Das Verhdltnis, gebildet aus P-Akt zu @wgskt fir jede Gruppe, ist in Abb. 3.10 D
dargestellt. Es verdeutlicht insgesamt, dass ANRENI nach 48 h Hypoxie eine enorme Steigerung
an P-Akt aufwiesen. Die geringe Zunahme in den waischen ANT1-NRCM war nicht auf eine
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veranderte Phosphorylierung von Akt zurtickzufihsemdern kam aufgrund der reduzierten Gesamt-
Akt-Proteinmenge zustande.

Beim Vergleich der Aktivierungen von ERK1/2 und Aktden ANT1-NRCM im Verlauf der Hypoxie
zeigt sich, dass ERK1/2 und Akt nicht synchron heguwerden. Die ERK1/2-Kinasen werden nach
24 h Hypoxie verstarkt aktiviert, wahrend die Alitiung von Akt hauptséchlich nach 48 h erfolgt.

3.1.10 HIF-1 a-Expression

Aktivierte ERK1/2- und Akt-Kinasen kénnen Transkigmsfaktoren aktivieren, die das Zelliiberleben
sichern. Ein Beispiel ist HIFel HIF-1a wird dartber hinaus sauerstoffabhangig reguliad dient
daher als charakteristischer Hypoxiemarker. Die Wiid ANT1-NRCM zeigten nach 24 h Hypoxie
einen signifikanten Anstieg der HiF=Proteinmenge im Vergleich zur jeweiligen Normoxiggpe,
wobei der Anstieg in den ANT1-NRCM wesentlich holagsfiel (121,1+2,4% vs. 39,1+5,6%; Abb.
3.11). Nach 48 h sank der Hlf=Gehalt der WT-NRCM auf Normniveau, wahrend die ANNRCM
noch eine signifikant erhohte Expression aufwiesesgesamt war die HIFelProteinmenge in den
ANT1-NRCM zu beiden Hypoxiezeitpunkten wesentliéihar als in den WT-NRCM.
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Abb. 3.11: Expression von HIF-Ir bei Hypoxie. WT- und ANT1-NRCM wurden unter normoxischen und
hypoxischen Bedingungen fiir 24 h bzw. 48 h kultivi¢dlF-1o. wurde im Zellextrakt der NRCM mittels
Western-Blot-Analyse nachgewiesen. Im oberen TeilAd®h. sind exemplarisch Western-Blots dargestBiie
Grafik im unteren Teil zeigt die Proteinmengen inZ&nt zum normoxischen WT. Die Quantifizierung Vifr-

1a erfolgte in Relation zu GAPDH. ** p<0,01 vs. WT (hwoxie); * p<0,05,” p<0,01 vs. ANT1 (Normoxie);

% p<0,05,% p<0,01 vs. entsprechender Hypoxie-Bedingung; nt4-1
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3.1.11 Hsp90-Expression

Hsp90 stabilisiert als Chaperon essentielle Komptameder ERK1/2- und Akt-Signalwege. Western-
Blot-Analysen bestétigten eine erhéhte Hsp90-Exgioesin den ANT1-NRCM nach 24 h und 48 h
Hypoxie im Vergleich zur ANT1-Normoxiegruppe, bzzu den hypoxischen WT-NRCM (Abb. 3.12).

In den WT-NRCM blieb Hsp90 nach 24 h unveranded sank nach 48 h Hypoxie um 43,0%.
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Abb. 3.12: Expression von Hsp90 bei HypoxieWT- und ANT1-NRCM wurden unter normoxischen und
hypoxischen Bedingungen flr 24 h bzw. 48 h kultivielsp90 wurde im Zellextrakt der NRCM mittels Wegte
Blot-Analyse nachgewiesen. Im oberen Teil der Alifd gxemplarisch Western-Blots dargestellt. Die &rauh
unteren Teil zeigt die Proteinmengen in Prozent monmoxischen WT. Die Quantifizierung von Hsp9Mmégfe

in Relation zu GAPDH. ** p<0,01 vs. WT (Normoxi€)p<0,05 vs. ANT1 (Normoxie} p<0,05,%® p<0,001 vs.
entsprechender Hypoxie-Bedingung; n=5-11.

3.2 Kardioprotektive Wirkung von ANT1 bei Ischamie

Die spezifische ANT1-Uberexpression fiihrte bei Hyipdn vitro zu protektiven Effekten. Um zu
Uberprifen, ob diese Effekte aurhvivo zu beobachten waren, wurden adulte WT- und tranesge
ANT1-Ratten fir 24 h einer LAD-Ligation im Herzemterzogen. Diese flihrte zur Ischamie, die im

Gewebe Hypoxie ausloste und letztendlich zum Mydikdarkt flhrte.

3.2.1 Mortalitatsrate und myokardiale Infarktgré3e bei Is chamie
Wie in Abb. 3.13 A gezeigt, verstarben deutlich igen ANT1-Tiere als WT-Tiere (42,9% vs. 72,1%)
an den Folgen der Ischamie. Parallel dazu warrdaktgro3e im ANT1-Herzen um 22,4% erniedrigt
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(Abb. 3.13 B). Somit wird schon hier deutlich gegedass die gezielte Hochregulation von ANT1 im

Herzen bei Ischamie kardioprotektiv wirkt.
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Abb. 3.13: Mortalitatsrate und myokardiale Infarktg rof3e bei Ischamie WT- und ANT1-Ratten wurden fur
24 h einer LAD-Ligation unterzogen und die Herzewmm# ischdmischen Bedingungen ausgesetzt. (A)
Mortalitatsrate nach 24 h Ischamie. ANT1: n=21; WiE43; ® p<0,05 vs. WT. (B) Myokardiale InfarktgroRie
(Verhaltnis von infarziertem Gewebe zum gesamtekel Ventrikel in Prozent); ANT1: n=9; WT: n=8;
8 p<0,05 vs. WT (Ischamie).

3.2.2 Oxidativer Stress bei Ischamie

Bei myokardialer Ischamie werden ebenfalls ROSIdebiDazu gehéren Peroxide wie®, die im
Blutserum nach Gewebeschadigung nachgewiesen wé&ideren. Bei der Analyse zeigten die WT-
Tiere mit myokardialer Ischamie eine deutlich h&h®eroxidkonzentration im Serum, als die WT-
Kontrollen (182,6£25,4% vs. 100,0£13,2%; Abb. 344 Der Peroxidanteil im Serum der ANT1-
Ratten mit myokardialer Ischdmie war im Vergleicit ANT1-Kontrolle nicht verandert.

Parallel dazu wurden oxidative Schadigungen in Forom Proteincarbonylierungen direkt im
infarzierten Herzgewebe der Tiere untersucht. Diesdling ergab, dass WT-Tiere signifikant mehr

Proteincarbonylierungen im Herzen besal3en, alscligimischen ANT1-Tiere (Abb. 3.14 B).

Zusammenfassend war festzustellen, dass ANT1-Rattach 24 h Ischdmie eine geringere
Mortalitatsrate und myokardiale InfarktgréRe aufseie als die gleichbehandelten WT-Ratten. Parallel
dazu waren die Peroxidkonzentrationen im Blutsedan ANT1-Ratten und damit verbunden die
Proteinmodifikationen im infarzierten Herzgewebehtierhéht. Somit konnten diese vivo-Studien
kardioprotektive Effekte von ANT1 nachweisen.
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Abb. 3.14: Oxidativer Stress in WT- und ANT1-Ratten bei Ischamie. (A) Peroxidkonzentration im
Blutserum; n=8-12. (B) Proteincarbonylierungen im etmndelten und infarzierten Herzgewebe; n=6-10. Die
Messparameter wurden prozentual zum unbehandel®eanyegeben. * p<0,05, ** p<0,01 vs. WT (Kontrojle)
$p<0,05 vs. WT (Ischamie).

3.3 Kontraktiler Mechanismus im Herzen der ANT1-Ratten

Neben der kardialen Protektion war von besondemserdsse, ob eine ANT1-Uberexpression auch
basal das Herz beeinflusst und moglicherweise digriktile Funktion steigert. Daher wurden im
Folgenden die Expression der kontraktilen Proteing der C&-transportierenden Komponenten in
ANT1-Rattenherzen untersucht, die fur die Initintider Kontraktion und Relaxation verantwortlich
sind. AuRerdem wurden die Morphologie sowie die tfaktions- und Relaxationsparameter von

ANT1-ARCM unter basalen Bedingungen analysiert.

3.3.1 Expression kontraktiler Proteine und Ca*-transportierender Komponenten
Western-Blot-Analysen zeigten, dass die kontraktfeoteine MyosinNlyosin Heavy ChaitMHC);
51,8+£12,8%), diep-Isoform des Myosins BMHC; 22,945,0%), Aktin (23,8+8,8%) und Tnl
(51,5+13,7%) in den ANT1-Rattenherzen im Vergleizhm WT verstarkt exprimiert wurden
(Abb. 3.15 A-D).

Auch war zu beobachten, dass die essentielléfi-AEPasen PMCA (23,8+4,8%) und SERCA2a
(22,2+4,7%) in den ANT1-Herzen vermehrt auftratélf. 3.16 A und B). Die Proteinmengen des
NCX hingegen blieben zwischen den WT und ANT1-Hermaveréndert. Des Weiteren wurde die
Expression von PLB analysiert, das als inhibitdrésc Protein SERCA2a reguliert. PLB zeigte keine
veranderte Expression (Abb. 3.16 B), sodass dakaitais von PLB zu SERCA2a in den ANT1-
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Herzen deutlich reduziert war (29,0+5,6%; Abb. 3C)6Eine Reduktion dieses Verhéltnisses kann die
SERCAZ2a-Aktivitat positiv beeinflussen und somié dviuskelkontraktion steigern. Weiterfiihrende

Untersuchungen ergaben, dass sich die ProteinmeamgefRyR2 und DHPR, die in der SR- bzw.

Plasmamembran der Zellen lokalisiert sind, nichteiten. Auch die Expression des SR‘ca

Bindeproteins Calsequestrin war in den WT- und ANHelrzen nicht verandert (Daten nicht gezeigt).
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Abb. 3.15: Expression kontraktiler Proteine.Die einzelnen Komponenten (A) MHC, (BMHC, (C) Aktin
und (D) Tnl wurden in Proteinhomogenaten aus WTd AMNT1-Herzen mittels Western-Blot analysiert. Der
obere Teil der Abb. zeigt exemplarische WesternsBlater untere Teil reprasentiert die Proteinmenigen
Prozent zum WT. Die Quantifizierung erfolgte relatiur aufgetragenen Proteinmenge. Die Proteine evurd
dafiir mit Coomassie-Blau geféarbt. * p<0,05, ** p<O0y&l WT; n=7-12.
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Abb. 3.16: Expression der C&-transportierenden Komponenten.Die dargestellten Proteine (A) NCX und
PMCA sowie (B) SERCA2a und PLB wurden in Proteinhomotgmaus WT- und ANT1-Herzen mittels
Western-Blot analysiert. (C) Ermitteltes Verhaltnisnv PLB zu SERCA2a. Die linke Bildhélfte zeigt
exemplarische Western-Blots, die rechte Seite reptiést die Proteinmengen in Prozent zum WT. Die
Quantifizierung erfolgte relativ zur aufgetrager®oteinmenge. Die Proteine wurden dafiir mit CoorsaBiu
gefarbt. ** p<0,01 vs. WT; n=8-12.

3.3.2 Bestimmung der SERCA2a-Aktivitat

Da eine erhdhte SERCA2a-Proteinmenge haufig mirejesteigerten SERCA2a-Aktivitéat einhergeht,
wurde die Aktivitat anhand der Aufnahme von Oxaltatauliertem C4&' in SR-Vesikel gemessen. In
Abb. 3.17 wird deutlich, dass ANT1-Herzen im Veighezum WT, sowohl bei submikromolarer
(0,35 pumol/L) als auch gesattigter (3,68 pmol/L@idr C&'-Konzentration, eine hdéhere SR¥a
Aufnahmerate von durchschnittlich 33,5% aufwieselm sicherzustellen, dass die signifikanten
Unterschiede zwischen den Tieren nicht auf Grund waterschiedlichen Membrandurchlassigkeiten
Uber die RyR zustande kamen, wurden die Messungdébegenwart von 20 umol/L Rutheniumrot
(RR) vollzogen. RR ist ein RyR-Inhibitor. Die Infgioung verursachte eine héhere netto*Ca
Aufnahme von ca. 65% in beiden Gruppen und bestasgmit, dass die Unterschiede auf der
SERCAZ2a-Aktivitat beruhten.
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Abb. 3.17: Bestimmung der SERCA2a-Aktivitat. Die Messung der Oxalat-stimulierten?Gaufnahme ins SR
erfolgte in Proteinhomogenaten aus WT- und ANT1zder Dafiir wurden zwei unterschiedliche fré@aCl-
Konzentrationen mit 0,35 umol/L (submikromolar) uB@8 pmol/L (gesattigt) eingesetzt. Zusatzlich aeur
20 pmol/L RR zugefiigt, um die Durchlassigkeit der Ry iiberpriifen. Die G&Aufnahmerate wird in
Nanomol C&' pro Milligramm Protein pro Minute angegeben. **(y81 vs. WT; n=7-8.
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3.3.3 Morphologische Veranderungen der ANT1-ARCM

Eine Zunahme an kontraktiien Proteinen war mit kitmellen und morphologischen

Zellveranderungen verbunden. Mikroskopische Analys®mn ARCM zeigten eine signifikante
Zunahme der diastolischen Zelllange (6,3+2,0%) Xealtbreite (19,3+4,8%) in den ANT1-ARCM im

Vergleich zum WT (Abb. 3.18 B und C). Die zunehmerkllbreite fihrte zur Vergrolierung der
Zellquerschnittsflache um 43,8+14,1% und steigede Zellvolumen um 52,6£12,0% (Abb. 3.18 D
und E). Die ANT1-ARCM wiesen somit eine zellul&tgpertrophie auf.
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Abb. 3.18: Morphologische Veranderungen der ANT1-ARGA. (A) Mikroskopische Aufnahmen von
exemplarisch dargestellten WT- und ANT1-ARCM (26He Vergrofierung). (B) Die diastolische Zelllangd un
(C) Zellbreite einzelner ARCM wurden im Bereich des (ge®» Durchmessers bestimmt. (D) Die
Zellguerschnittsflache und (E) das Zellvolumen vamrdnhand des Zellradius und der Zelllange berechiie
die Auswertung wurden n=120 WT-ARCM und n=96 ANT1-ARC¥krwendet. * p<0,05, ** p<0,01,
*** p<0,001 vs. WT.

3.3.4 Kontraktile Funktion der ANT1-ARCM

Um die kontraktile Funktion der hypertrophierten RNARCM in vitro zu untersuchen, wurden die
Kardiomyozyten mit zunehmenden elektrischen Fregeerstimuliert und die kontraktilen Parameter
dL/L, TTP und RT50 gemessen (Kapitel 2.5.11). DieROM besalRen unter gegebenen
Kulturbedingungen bei der Stimulation mit Frequenzeon 0,5Hz, 1Hz und 2Hz die

charakteristische negative Zellverkiurzungs-/Fregeigeziehung (Abb. 3.19 A). Die Amplitude von

dL/L war zwischen den WT- und ANT1-ARCM nicht vedamt. Im Gegensatz dazu waren die
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ladungsunabhangigen Zeitparameter TTP und RT5G&mMANT1-ARCM signifikant reduziert, was

auf eine beschleunigte Kontraktion und Relaxatiariigkzuftihren ist (Abb. 3.19 B und C).
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Abb. 3.19: Kontraktion von WT- und ANT1-ARCM. ARCM wurden fiir eine Minute mit zunehmenden
elektrischen Frequenzen stimuliert (0,5 Hz, 1 Hd @Hz) und die kontraktilen Parameter (A) dL/L, (B)P

und (C) RT50 mit Hilfe eines Video-gesteuerten Zeligenerkennungssystems gemessen. Es wurden 18 ARCM

pro Gruppe aus 6 unabhéngigen Praparationen eimgesp<0,05, *** p<0,001 vs. WT.

Insgesamt zeigten die Ergebnisse, dass ANT1-Ratteeh die kontraktilen Proteine sowie dig’€a
ATPasen PMCA und SERCA2a verstarkt exprimiertensafzlich stieg die SERCAZ2a-Aktivitat

signifikant an. Diese Protein- und Aktivitatsandegan waren mit einer beschleunigten kontraktilen

Funktion der ANT1-ARCM verbunden und resultiertareine physiologische zellulare Hypertrophie.
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3.4 Identifizierung von ANTL1 regulierenden Substanzen

Im letzten Teil der Studie sollten intrinsische Siamzen identifiziert werden, die ANT1 auf
transkriptioneller Ebene regulieren. Fir diese #sah wurden zunachst Plasmidkonstrukte
hergestellt, die unterschiedlich groBe murine ANPrbmotorbereiche enthielten und mit einem
Luziferase-Reportergen gekoppelt waren. Die Stitmarlader Promotoren fiihrte zur Modulation der
Firefly-Luziferase-Expression. Als Expressionssystem i@Pasmide wurden mausspezifische HL-1-
Zellen gewahlt. Diese wiesen im Vergleich zu NRCMeeausreichende Transfektionseffizienz auf
(ca. 30-35%). Die Transfektionseffizienz von NRCRktrog lediglich 5-10%.

3.4.1 Stimulation des ANT1-Promotors

Die Generierung der Plasmide pANT1Pthuc und pANT1Pr&-Luc, die mit 1,5 kB bzw. 4 kB des
murinen ANT1-Promotors und defirefly-Luziferasegen ausgestattet waren, wurden in Klehigel8
beschrieben. In Abb. 3.20 A sind die Plasmidseqgeiersechematisch dargestellt: Die 1,5 kB-ANT1-
Promotorsequenz umfasst die ANT1-Nukleotide -1380+t.30 relativ zum Transkriptionsstart. Direkt
im Anschluss folgt dagirefly-Luziferasegen. Der 4 kB-Promotor beinhaltet zus#taveiter distal
gelegene Sequenzen, die fur die Regulation dersKkrgntion essentiell sein konnen. Das Plasmid
pLuc besitzt keinen Promotor und wurde als Negatittolle eingesetzt.

Um die basale Transkriptionsaktivierung der eingeliPlasmidkonstrukte zu untersuchen, wurden
konfluente HL-1-Zellen transfiziert und die Luziése-Aktivitit gemessen. Die Ergebnisse zeigten,
dass pANT1Prb™Luc im Vergleich zu pLuc unter basalen Bedingunganskriptionelle Aktivierung
vermittelte (900,1+34,5% vs. 100,0+6,3%; Abb. 3B)0 Die Verlangerung des ANT1-Promotors auf
4 kB (pANT1Pré-Luc) erhdhte die Aktivierung und damit die bashleziferaseaktivitait noch um
weitere 63,6% auf 1473162,6%. Die Unterschiede i dranskriptionsinduktion zwischen
pANT1Prd>-Luc und pANT1Pr&Luc kénnten durch fehlende TranskriptionselemereStande
kommen, die weiter distal lokalisiert sind. Dahearrde pANTlPréLuc fir die Stimulationsversuche
eingesetzt.

Die Zellstimulation mit TGH1, TNFox und IL-4 fur 8 h flhrte nicht zur veranderten ANT1
Promotoraktivierung. Auch fiuhrten weitere Zytokimée IFN-, IFNy, TNF3 und IL-6 nicht zur
Regulation des ANT1-Promotors (Daten nicht gezeidt)-1p induzierte hingegen eine signifikante
Reduktion der Luziferase-Aktivitdt um 19,0% (1198:%%), die aus der Hemmung des ANT1-
Promotors resultierte. Somit konnte im HL-1-Zeltgys IL-1f als Substanz identifiziert werden, die
die murine ANT1-Promotoraktivitat herunterregulgert
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Abb. 3.20: Stimulation des ANT1-Promotors in HL-1-Zelen. (A) Schematische Darstellung der
Plasmidsequenzen. Eine 4 kB- bzw. 1,5 kB-Promotprsez von ANT1 wurde im Plasmid pANT1Pdauc
bzw. pANT1Pro™-Luc vor ein Firefly-Luziferasegen kloniert. Das Plasmid pLuc enthiedine ANT1-
Promotorsequenz. (B) HL-1-Zellen wurden mit den Riden pLuc, pANT1Pro™-Luc und pANT1PréLuc
transfiziert und stimuliert. Die hinter die ANT1dmnotoren geschaltetd=irefly-Luziferase diente als
Detektionssystem (zurRenilla-Luziferaseaktivitat normalisiert).”” p<0,001 vs. pLuc, *** p<0,001 vs.
pANT1Prd>-Luc, * p<0,05 vs. pANT1PfLuc; n=3-11.

3.4.2 ANT1-Genregulation in NRCM

Um zu uberprifen, ob die Zytokine den endogenen BiRTomotor in NRCM regulieren, wurden die
NRCM stimuliert und ANT1-mRNA mittelReal-TimePCR quantifiziert (Abb. 3.21). Auch in diesen
Experimenten konnte eine Regulation von ANT1 dulictify beobachtet werden (100,0+4,1% vs.
59,0+5,1%). Die Zytokine TGPB1 und TNF: sowie IFN$ (Daten nicht gezeigt) hatten auf die
endogene ANT1-Regulation keinen Einfluss.
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Insgesamt zeigten die Experimente, dassflirltransfizierten HL-1-Zellen und in NRCM als ANT1
Regulator fungierte. Eine Hochregulation konntehhigezeigt werden und bleibt ein Ziel weiterer

Untersuchungen.
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Abb. 3.21: ANT1-Genregulation in NRCM nach Zytokin-Simulation. NRCM wurden fir 24 h mit den
Zytokinen IL-18, TGF$1 und TNF stimuliert und mRNA isoliert. Die ANT1-mRNA und HPRMWRNA zur

Normalisierung wurden mitteReal-TimePCR quantifiziert. *** p<0,001 vs. Kontrolle; n=4-8.
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4. Diskussion

Der ANT ist ein multifunktionales Protein, das ierdMM lokalisiert ist und den Austausch von ATP
und ADP vermittelt. Darliber hinaus spielt der ANifieeessentielle Rolle bei der Regulation der
mitochondrialen oxidativen Phosphorylierung und Apoptose.

Der ANT1 ist die vorherrschende Isoform im Herzdfutationen oder Dysfunktionen des ANT1
haben schwere intrazellulare Schadigungen zur FHdlggl4]. Bei der myokardialen Ischamie wird
beispielsweise die ANT1-Aktivitat reduziert, wastmeiner Fehlfunktion der Atmungskette, ATP-
Mangel, einer vermehrten ROS-Produktion und Zedizgung verbunden ist [58-61]. In dieser Studie
wurde zuerst untersucht, ob eine transgene heiifispee ANT1-Uberexpression bei Hypoxie bzw.
Ischamie vor Zellschadigungen schitzt. Die Analyskmonstrierten, dass die herzspezifische
Uberexpression des ANT1 im Mitochondrium [50] sowalr Zell- als auch Kardioprotektion fiihrte.

Im zweiten Teil der Studie wurde untersucht, ob spiezifische ANT1-Uberexpression unter basalen
Bedingungen den kontraktilen Mechanismus des Herberinflusst. Die ANT1-Rattenherzen zeigten
eine vermehrte Produktion von kontraktilen Proteined essentiellen €aATPasen. Auch war die
Kontraktilitat der ANT1-ARCM gesteigert.

Die Regulation des ANT1 spielt in vielen kardialerozessen eine essentielle Rolle. Im letzten Teil
der Studie wurde nach Substanzen gesucht, die ANJulieren. Dabei wurde ILBLidentifiziert, das

die ANT1-Expression in Kardiomyozyten senkt.

4.1 Kardioprotektive Wirkung von ANT1 bei Hypoxie

4.1.1 Die ANT1-Uberexpression beeinflusst den intrazellé@ren ATP-Gehalt

Hypoxie verursacht Dysfunktionen der mitochondnalstmungskette, die zum ATP-Mangel fihren
[52,60]. Die Analysen dieser Studie zeigten entdpead, dass der ATP-Gehalt der WT-NRCM bei
akuter (24 h) und chronischer (48 h) Hypoxie statigahm. In den ANT1-NRCM hingegen blieb der
ATP-Gehalt bei akuter Hypoxie konstant und war bestchronischer Hypoxie leicht reduziert. Somit
verfiigen die ANT1-NRCM bei chronischer Hypoxie Ultgthere ATP-Mengen, die fiir essentielle
energieabhangige Prozesse eingesetzt werden kdnnen.

Erstaunlicherweise konnte bei Normoxie ein leieliter signifikant, geringerer ATP-Gehalt von 17%
in den ANT1-NRCM beobachtet werden. Dies konnteeding milde Entkopplung von mitochondrialer
Respiration und ATP-Synthese durch ANT1 zuriickzigilhsein [152-154]. Bei der Entkopplung
werden die Atmungskettenfunktion und der Elektraressport aufrechterhalten, die Protonen
indessen an langkettige Fettsauren gebunden uneélsnANT Uber die IMM transportiert. Dies
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reduziert den Protonen-Rickstrom durch die ATP4s3%¢ und senkt die ATP-Produktion [152].
Somit konnte der niedrigere ATP-Gehalt mit einetdem Entkopplung zusammenhangen. Zweitens
zeigten Loerset al, dass der ANT1 in der Plasmamembran von Neurof€R nach aufRen
transportiert, um dort fur extrazellulare Prozegse Verflgung zu stehen [155]. Eine vermehrte
ANT1-Expression konnte diesen Vorgang verstarked die ATP-Menge in der Zelle reduzieren.
Allerdings wurde die intrazellulare Homoostase dallviabilitat (Kapitel 4.1.3) der ANT1-NRCM
von der ATP-Reduktion nicht negativ beeinflussts\ii@ eine effizientere Nutzung der zur Verfligung
stehenden Energie spricht.

Eine Senkung des ATP-Gehalts war an eine ZunahmeAWT gekoppelt. Die Messung des ANT-
Gesamtproteins ergab, auf Grund der transgenen elj@ssion von ANT1, eine signifikante
Proteinerhéhung von 25% bei Normoxie und akuter d*yg in den ANT1-NRCM. Bei chronischer
Hypoxie stieg die ANT-Proteinmenge in den ANT1-NRQCkh weitere 38% an, wahrend sie bei den
WT-NRCM um 86% zunahm. Es ist bekannt, dass dielséHting durch eine Expressionszunahme der
ANT2-Isoform zustande kommt [156]. Der ANT2 wird ifme Ubergang von oxidativem zu
glykolytischem Metabolismus hochreguliert, um ingayengesetzter Richtung zytosolisches ATP aus
der anaeroben Glykolyse ins Mitochondrium zu pumpBieses soll als Gegenregulation die
Aufrechterhaltung der mitochondrialen oxidativeno&phorylierung und anderer energieabhéangiger
Prozesse gewahrleisten [17], die bei Hypoxie beightigt werden.

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass bei Hygexi@TP-Gehalt der NRCM drastisch reduziert
wird und parallel dazu die ANT-Proteinmengen amggei Somit spielt der ANT bei der Regulation
des Energiemetabolismus eine entscheidende Rolégesamt besitzen ANT1-NRCM zwar basal
weniger ATP als die WT-NRCM, kénnen dieses jedoehalkuter Hypoxie konstant halten und weisen
bei chronischer Hypoxie sogar héhere ATP-Mengen dig letztendlich fur lebensnotwendige

Prozesse eingesetzt werden kénnen.

4.1.2 Die ANT1-Uberexpression schiitzt bei Hypoxie vor erthter Radikalbildung

Hypoxie und mitochondriale Dysfunktionen fiihren Bildung von ROS. Die Messdaten zeigten, dass
ANT1-NRCM bei Hypoxie wesentlich weniger ROS aufeeéa, als die gleichbehandelten WT-NRCM.
Letztere besalRen bei akuter und chronischer Hypairie erhbhte ROS-Menge, wahrend die ANT1-
NRCM nur bei chronischer Hypoxie vermehrt ROS hide

ROS entstehen hauptsachlich durch einen gestortektr@nentransport in der mitochondrialen
Atmungskette, der zur unkontrollierten Ubertragwmm Elektronen auf Sauerstoff fiihrt. Wie oben
bereits erwadhnt, agiert der ANT als milder Entkeppdler mitochondrialen Respiration und ATP-
Synthese. Bei diesem Prozess wird der Protonempiaingntkoppelt und der Elektronentransport
aufrechterhalten, was zur Senkung des elektroclobermsGradienten und des Membranpotentials fihrt
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[152]. Ein reduziertes Membranpotential vermindéet ROS-Produktion und schiitzt vor den Folgen
wie Apoptose [157]. Somit wére die Entkopplung elgtANT1, die ein reduziertes Membranpotential
hervorruft, ein mdglicher Mechanismus zum Schutz \RWOS bei Hypoxie. Experimentelle
Vorversuche unterstiitzen diese Annahme, da ANT1MREI Normoxie und Hypoxie ein geringeres
Membranpotential aufwiesen. Dies steht allerdingsWiderspruch zu Befunden, die an isolierten
Mitochondrien von adulten ANT1-Rattenherzen erhobamden [50]. ANT1-Rattenherzen besitzen
unter basalen Bedingungen eine hohere respirateristontrollrate, die als Parameter fir eine
effektivere energetische Kopplung gilt und eine dréhfunktionelle Integritdt der Mitochondrien
angibt. NRCM und Mitochondrien adulter Rattenherdmesitzen jedoch voéllig unterschiedliche
energetische Systeme, die nicht immer vergleicsbad. Dies wird auch anhand des intrazellularen
ATP-Gehalts deutlich: Die ANT1-NRCM besitzen baganiger ATP als die WT-NRCM, wahrend
sich zwischen den adulten ANT1-Rattenherzen und/d&Herzen keine Unterschiede ergaben [50].
Parallel zur ROS-Entstehung werden Enzyme des xamditiven Stress-Systems aktiviert, um als
Schutzmechanismus zu fungieren [158,159]. Dazu rgehdvor allem die Katalase und die
mitochondriale MNSOD2. Die Katalase wurde langd ks peroxisomales Enzym angesehen. Radi
al. identifizierten indessen die Katalase im Mitoctlomm von Rattenherzen, wo sie als
Schlisselenzym der antioxidativen Abwehr agierO]16h den WT-NRCM stieg die Katalaseaktivitat
bei akuter und chronischer Hypoxie, zusammen mit B®S-Produktion, signifikant an. Die
Proteinmengen von Katalase und MnSOD2 nahmen iasgesangsamer zu, waren aber bei
chronischer Hypoxie signifikant erhdoht. Somit stisg den WT-NRCM zundchst die spezifische
Aktivitat der Katalase und wurde anschlielend dudah Expressionszunahme der antioxidativen
Enzyme unterstitzt.

In den ANT1-NRCM waren bei akuter und chronischeypbkie die ROS-Mengen signifikant
niedriger als in den WT-NRCM und die Aktivitat ulitkpression der antioxidativen Stress-Enzyme
nicht verandert. Das der ANT1 bei der Regulation eaidativem Stress eine essentielle Rolle spielt,
zeigten bereits mehrere Studien anhand von ANTbitiin oder -Mutation: ANT1Knock-Out
Mause weisen beispielsweise im Herzen und im Skelskel unter basalen und pathophysiologischen
Bedingungen eine stark erhdhteQaProduktion auf und aktivieren die antioxidativemzigme
MnSOD2 und Glutathion-Peroxidase 1 [46]. Auch btdagWonet al, dass eine Herunterregulation
des ANT1 mittels siRNA zur erhdhten ROS-Bildungrubnd die Proteinmengen von Katalase und
MnSOD ansteigen [59].

Interessanterweise waren auch bei chronischer Hgpalke Aktivitdt und Expressionen der
antioxidativen Enzyme trotz geringer ROS-Entstehaiaht erhdht. Dies bedeutet, dass die Zellen
offensichtlich weitere Mechanismen besitzen, uminger ROS-Vorkommen zu kompensieren und
Zellschadigungen abzupuffern, ohne das antioxide®itvess-System zu aktivieren.
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4.1.3 Die ANT1-Uberexpression wirkt bei Hypoxie zellprottiv

ATP-Mangel, oxidativer Stress und unzureichendeiogidative Stressmechanismen filhren zu
intrazellularen Schadigungen [52,66,70,98,161]. RKd8nen beispielsweise Proteine modifizieren
und mehrfach ungesattigte Fettsduren der Phospd®lipon Membranen oxidieren, was die
Membranpermeabilitdt der Mitochondrien und der &edirhdht. Dieses resultiert letztendlich in
zellularer Apoptose und Nekrose. Um das Ausmalne&rotischen Zellzerstérung zu analysieren,
wurde die Aktivitat der freigesetzten LDH im Zelldiem erfasst. Die Messdaten zeigten insgesamt,
dass WT-NRCM bei zunehmendem ATP-Mangel und erhdRt@S-Produktion eine dazu parallel
ansteigende Nekroserate aufwiesen. Das bedeutests ddP-Mangel und ROS sowie ein
unzureichendes antioxidatives Stress-System zlzefstérung beitragen.

Die ANT1-NRCM wiesen zu beiden Hypoxiezeitpunkterdwsogar bei Normoxie, trotz geringerem
ATP-Gehalt, wesentlich weniger Nekrose auf, als\Wi€-NRCM, was die hohere Zellstabilitat und
Viabilitat dieser Zellen erklart. Auffallig war, da die Nekroserate der ANT1-NRCM bei akuter
Hypoxie zwar um das Doppelte anstieg, aber beirobcber Hypoxie konstant blieb. Die ATP-
Reduktion und Erhéhung von ROS waren erst bei d¢bcbrr Hypoxie messbar. Demnach kénnen
ANT1-NRCM ATP-Mangel und ROS besser kompensiered ativieren andere intrazellulare
Mechanismen, die die Zellen vor Zerstérung schitEeme direkte Behandlung der NRCM mis®4
bestatigte, dass ANT1-NRCM wesentlich unempfindiichuf ROS reagieren und oxidativem Stress
effektiver entgegenwirken.

Neben der Nekrose ist auch die Apoptose am Zellied Hypoxie beteiligt. Im extrinsischen
Apoptoseweg kdnnen so genannte Todesliganden digefisierung von Todesrezeptoren induzieren
und Uber die Caspase-8 Effektorcaspasen-3/6/7ialdiv. Die intrinsische Apoptose ist unter anderem
durch die Offnung der MPTP charakterisiert. Die @P@ffnung wird durch ein vermindertes
Membranpotential, ROS und ATP-Mangel induziert ufithrt zur Freisetzung von Cygf das
schlieBlich die Effektorcaspasen-3/6/7 aktiviertied® leiten die DNA-Fragmentierung und
Zellzerstdrung ein [162]. Da sich bei den Effekempasen-3/6/7 beide Apoptosewege kreuzen,
wurden die Caspase-3/7-Aktivitdt und die anschliel@éeDNA-Fragmentierung als charakteristische
Apoptosemarker verwendet. Die WT-NRCM wiesen beitak und chronischer Hypoxie einen
signifikanten Anstieg der Caspase-3/7-Aktivitdt ur®5% auf und zeigten zu beiden
Hypoxiezeitpunkten eine vermehrte DNA-Fragmentigruibie erhdhte Apoptoserate ging mit
reduziertem ATP-Gehalt und erhéhter ROS-Produltioher.

Die ANT1-NRCM zeigten hingegen eine signifikantdrigere Caspase-3/7-Aktivitat und wesentlich
weniger nukleare DNA-Fragmentierung im Zellkern dis hypoxischen WT-NRCM. Auffallig war,
dass die Caspase-3/7-Aktivitdt zunachst bei alkdigroxie anstieg, jedoch bei chronischer Hypoxie
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auf gleicher Hohe blieb. Somit wird auch hier debtl dass ANT1-NRCM effektive
Schutzmechanismen einschalten, die der weitererptdpe-Induktion entgegenwirken. Die DNA-
Fragmentierung charakterisiert ein spates ApopErseéanis und findet nach der Caspase-Aktivierung
statt. Die geringe Erhéhung an fragmentierter DNAIén ANT1-NRCM bei chronischer Hypoxie ist
vermutlich auf die bereits aktivierten Caspaserakater Hypoxie zuriickzufiihren.

Insgesamt wurde deutlich, dass hypoxische ANT1-NRGb&r eine hohere Zellviabilitat und -
stabilitat verfligten und weniger Apoptose ausléstesndie WT-NRCM. Die Befunde werden durch
die Studie von Hegeat al unterstitzt, in der ANT1-ARCM nach apoptotiscBéimulation mit TGF-

B1 eine reduzierte Caspase-3/7-Aktivitdt und wenagsoptotische Nuklei aufweisen als WT-ARCM
[163]. Auch zeigten Walthegt al weniger Apoptose-Induktion in hypertrophen ANTatRRnherzen
als in gleichbehandelten WT-Herzen [50]. Diese Biele machen deutlich, dass die ANT1-vermittelte
Zellprotektion stimulusiibergreifend ist und in isdlen Kardiomyozyten sowie im Herzgewebe
stattfindet.

Der ANT spielt eine essentielle Rolle in der Apsetpda er als regulatorische Komponente die
Offnung der MPTP kontrolliert. Hegeat al. demonstrierten, dass ANT1-ARCM nach apoptotischer
TGF{1-Stimulation eine geringere Senkung des mitochiater Membranpotentials aufweisen als
WT-ARCM, und dass Bcl-2 in ANT1-ARCM signifikantheiht ist [163], was die Offnung der MPTP
verhindert [87,88,164]. Zudem konnte an isolieméitochondrien von ANT1-Ratten gezeigt werden,
dass die Porendéffnung unter Calciumstimulation ldgutverzégert stattfindet. Die TGFt-
Untersuchungen demonstrierten, dass die Stabilisierder MPTP bei der Zellprotektion in den
ANT1-ARCM und ANT1-Herzen eine Rolle spielt und dabie intrinsische Apoptose blockiert wird.
Dieses scheint auch in hypoxischen ANT1-NRCM zuocRhde der Apoptose beizutragen, da das
Membranpotential bei akuter Hypoxie stabil bleidaten nicht gezeigt). Uberdies ist eine Verbindung
zum rezeptorvermittelten extrinsischen Signalwegliob. Zum einen zeigten Bouwmeestdr al,
dass der ANT mit dem TNF-Rezeptor 2 interagiert5]16nd dadurch die Signaltransduktion des
extrinsischen Apoptosewegs blockieren kénnte. Zndeeen demonstrierten eigene Vorversuche, dass
der intrinsische Marker Bax in den ANT1-NRCM bei pdxie unverandert war. Somit kann die
Zellprotektion des ANT1 sowohl Uber die Blockierudgs extrinsischen als auch intrinsischen Wegs
erfolgen.

Im Gegensatz zu den beschriebenen Effekten der ABrexpression, demonstrierten Studien in
HelLa-Zellen bei erhdhtem ANT1 und ANT3 Apoptosedhkton [86,166,167]. HeLa-Zellen sind
proliferierende Krebszellen, die hauptsachlich AN&2primieren. Daher sind die protektiven
Eigenschaften von ANT1 wahrscheinlich zelltyp- uadformspezifisch und nicht auf jedes Modell
Ubertragbar [168]. Im Ubrigen fiihrt auch die spaetdberexpression von ANT1 mittels viraler
Vektoren in NRCM zur Apoptose [169]. Die Protektiamurch eine ANT1-Uberexpression ist
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demzufolge von einer Adaptation des Gesamtsystéshangig. In unseren Studien wurde gezeigt,
dass eine transgene ANT1-Uberexpression in vemehe Prozesse wie Energiestoffwechsel [50],
Kontraktion (Kapitel 4.3; [170]) und die intrazdbimie Kommunikation [163] eingreift, was
zellstabilisierend wirkt und die Zellen schiitzt. rD&NT1 ist somit Teil eines kardioprotektiven

Programms und tragt zusammen mit anderen Faktoreilardioprotektion bei.

4.1.4 Die ANT1-Uberexpression fiihrt zur Aktivierung von zellprotektiven Signalwegen
Obwohl die ANT1-NRCM bei chronischer Hypoxie germg ROS-Mengen und ATP-Mangel
ausgesetzt waren, wurden sie effektiv vor weitéxpoptose- und Nekrose-Induktion geschiitzt. In
diesen Zellen missen somit Schutzmechansimen exgisti die diese Zellschadigungen verhindern.
Diese Studie konnte zeigen, dass die protektivenagén ERK1/2 und Akt aus intrazellularen
Signalwegen, sowie Hsp90 und HIk-In den ANT1-NRCM bei Hypoxie massiv aktiviert bzw.
exprimiert wurden und dadurch die Zellprotektiordirten.

Die Aktivitat von ERK1/2 und Akt wird Gber Phosplberungen reguliert. Vergleicht man insgesamt
die ERK1/2- und Akt-Phosphorylierungen im Verlawdr dHypoxie, so wird deutlich, dass diese zu
unterschiedlichen Zeitpunkten stattfanden. Bei @kuHypoxie traten (berwiegend ERKZ1/2-
Phosphorylierungen auf, die bei chronischer Hypoxastisch abnahmen. Akt hingegen war vor allem
bei chronischer Hypoxie massiv aktiviert. Die Déadktung von ERK1/2 bei chronischer Hypoxie
kann sogar durch Akt erfolgen, da dieses eine @oedmete Raf-Kinase phosphoryliert und somit die
Signalweiterleitung Richtung ERK1/2 hemmt [171].

Die protektiven Wirkmechanismen von ERK1/2 und Addziehen sich zum einen direkt auf die
Inhibierung der Apoptose und zum anderen auf dipr&ssion von zellprotektiven Genen. Beide
Kinasen kénnen zur Inhibierung der Apoptose die Konenten Bad und Caspase-9 phosphorylieren,
was die Porendffnung verhindert und zur BlockadeGispase-Kaskade fiihrt [98,100,109,172-174].
In Bezug auf die Genregulation ist bekannt, dass HRK1/2-Kinasen die Expression des
Transkriptionsfaktors HSF1 férdern, der daraufhia 8ynthese von Hsp90 antreibt [175,176]. Die
Hochregulation von Hsp90 in den ANT1-NRCM kann somiif die enorme ERKZ1/2-Aktivierung
zurlickgefiihrt werden. Hsp90 ist ein Chaperon, daslie korrekte Proteinfaltung und Translokation
von Ziel-Proteinen verantwortlich ist. Hsp90 gewaéistet beispielsweise die Translokation von ANT1
zum Mitochondrium und stellt daher eine essentikilenponente im ANT1-Wirkmechanismus dar
[5]. Dartber hinaus interagiert Hsp90 mit vielemgukatorischen Proteinen und kann dadurch zur
Apoptose-Regulation beitragen. Im Zytosol hemmt94sp.a. die pro-apoptotischen Faktoren Apaf-1,
Cytc und EndoG [177], die normalerweise die Bildung dgmptosoms induzieren und DNA-
Fragmentierung hervorrufen. AuRerdem kann Hsp90 Hiife von Akt ins Mitochondrium
translozieren und tUber CypD die MPTP reguliererB[179]. Des Weiteren wurde beschrieben, dass
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Hsp90 mit intrazellularen Kinasen wie Akt, Raf uRdEK1/2 interagiert und zur Stabilisierung und
Aktivierung dieser Kinasen fuhrt [175,176,180].dasamt konnen die ERK1/2-Kinasen also aktiv zur
Proteinerh6hung von Hsp90 beitragen und umgeketm IHsp90 eine starkere Aktivierung von Raf
und MEK1/2 hervorrufen, die letztendlich ERK1/2 ppborylieren. Zusammenfassend ist Hsp90 eine
essentielle Komponente im kardioprotektiven Mecbiamis, da es direkt in die Apoptose-Induktion
eingreift und protektive Signalwege wie ERK1/2 ulkt unterstitzt. Diese Studie und Arbeiten von
Wanget al und Chenret al zeigten Ubereinstimmend Hochregulationen von Bsp®d P-Akt bei
Hypoxie, die antiapoptotisch und zellprotektiv vark[109,115].

Ein weiteres Zielprotein von ERK1/2 und Akt ist deanskriptionsfaktor HIF1, der mit HIF-B das
physiologisch aktive HIF-1 bildet. HIF-1 ist einighitar exprimierter Transkriptionsfaktor, der Gene
fur das Zelliiberleben, die Zellproliferation, Angenese und den Glukosemetabolismus induziert und
kardioprotektiv wirkt [181,182]. Bei der Bildung moHIF-1 ist die HIF-&k-Untereinheit die
limitierende Komponente. Sie wird sauerstoffunalgiginsynthetisiert und sauerstoffabhangig
degradiert.

Die HIF-1o-Synthese wird Uber ERK1/2 und Akt gesteuert [183}1Beide Signalwege flhren zur
p70S6 Kinase, die das ribosomale S6 Protein (PB63pghoryliert und die Translation von Hlk-1
stimuliert. Western-Blot-Analysen zeigten eine #igante Erhéhung der PS6-Phosphorylierung in
ANT1-NRCM bei chronischer Hypoxie, wahrend die WREGM zeitgleich eine Herunterregulation
aufwiesen (Daten nicht gezeigt). Somit kann dieehidh~-1a-Proteinmenge der ANT1-NRCM, sofern
diese auf einer erhdhten Synthese beruht, mit #8vidrung von Akt in Verbindung stehen.

Diese Studie zeigte insgesamt, dass hypoxische ANRCM die ERK1/2- und Akt-Signalwege
massiv aktivierten und protektive Komponenten wisp®D und HIF-& verstarkt exprimierten.
Dadurch kdnnen apoptotische Prozesse gezielt lddcknd Nekrose reduziert werden. Die direkten
Zusammenhange zwischen dem erhéhten ANT1 und dgralBomponenten sind jedoch weitgehend
unklar. Erste Hinweise auf eine Interaktion zwisthdNT1 und Akt lieferten Kobayaslet al mittels
Immunprazipitation [186]. Zudem identifizierten Edrmdsonet al spezifische Interaktome, in denen
der ANT1 zusammen mit ERK1/2, HIFeelund Akt kolokalisiert ist [187]. Demzufolge istrd&NT1
eine essentielle Komponente im Netzwerk des zed#uldSignalings Anderungen der ANT1-
Expression und folglich Funktion kénnen das SysteafRgeblich beeinflussen.

Auf der Suche nach potentiellen Kinasen, die inbietung mit ANT1 die Akt- und ERK1/2-
Signalwege weiter aufwargtimulieren, traten die Proteinkinase (PKCe) und die Src-Kinase in den
Fokus, wobei letztere ANT1 im Mitochondrium phospiiert [188]. Western-Blot-Analysen zeigten
jedoch, dass sich die Src-Aktivierungen zwischernTANund WT-NRCM bei Hypoxie nicht anderten
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(Daten nicht gezeigt). Demnach scheidet diese Kinesmutlich als Hauptaktivator in den ANT1-
NRCM aus. Die PKE€ bildet im Herzen Multiproteinkomplexe mit dem ANTder PI3K, Akt, Ras,
ERKZ1/2 und der Src-Kinase und ist als kardiopratekkomponente beschrieben [189,190]. Die Rolle
der PKG bei Hypoxie muss in weiteren Experimenten Ubetpridrden. Insgesamt bestétigten
verschiedene Studien, dass der ANT1 direkt odeirdkd mit Signalkomponenten interagiert und
vermutlich als Energielieferant die notwendige Eiefir die Phosphorylierungen liefert [155,191].
Der Einfluss des ANT1 auf die intrazellularen Sigaakaden lasst sich auch Gber die Modulation von
Membranrezeptoren erklaren. Zum einen fiihrt die ANJberexpression zur Reduktion von TG~
Rezeptoren auf der Plasmamembran, was eine verrténdasprechbarkeit von ANT1-ARCM auf
TGF-1 hervorruft und in der Zelle die Apopotseinduktiemterdriickt [163]. Zum anderen wird der
ANT1 in der Plasmamembran von Neuronen lokalisied,er direkt mit dem Zelladhasionsprotein L1
interagiert und das Neuritenwachstum fordert [1Br ANT1 kann somit durch die Interaktion mit

Membranproteinen Signale ins Extra- bzw. Intrazétke vermitteln.

Zusammenfassend zeigten die Ergebnisse diesereStiatis eine transgene ANT1-Uberexpression in
hypoxischen NRCM ATP-Mangel und ROS-Bildung reddzieor Nekrose und Apoptose schitzt und
die Zellviabilitat fordert. Dieser Effekt basiertglicherweise auf einer massiven Aktivierung det-Ak
und ERK1/2-Signalwege, die in Verbindung mit Hsp®@ HIF-Jo. protektiv wirken.

4.2 Kardioprotektive Wirkung von ANT1 bei Ischamie

Eine ANT1-Uberexpression demonstriefite vitro bei Hypoxie protektive Effekte. Daher wurde
analysiert, ob die Protektion audah vivo bei kardialer Ischamie zu beobachten ist. Die Dalex
Isch&mie betrug 24 h, parallel zur akuten HypoXetsachlich wiesen die ischdmischen ANT1-Ratten
eine geringere MyokardinfarktgroRe und eine deuthdhere Uberlebensrate auf als die WT. Die
hohere Uberlebensrate war auch in diesem Modeltediiziertem oxidativen Stress gekoppelt. Dieser
wurde anhand der Peroxidkonzentration im Blutsegemessen. Wahrend die ischamischen WT-
Ratten im Vergleich zu den WT-Kontrollen eine sfik@int héhere Peroxidmenge im Serum
aufwiesen, blieb diese in den ANT1-Ratten unveréndearauf basierend waren die oxidativen
Proteinmodifikationen im Gewebe der ischAmischenRéften erhoht, wohingegen die ischamischen
ANT1-Ratten keine Erh6hung zeigten. Demnach basitie ANT1-Tiere einen effektiveren Schutz
vor oxidativem Stress, dar vitro undin vivovor Zerstérung schitzt.

Im Modell des ischamischeRreconditioningswerden Tiere einzelnen kurzen Ischamie-Episoden

ausgesetzt, die vor Zerstérung schitzen, sobaédlaimge gewebeschadigende Ischamie-Phase erfolgt
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[192]. Als Schutzmechanismus wird der ANT hochregrul die mitochondriale Atmungskette
stabilisiert, oxidativer Stress reduziert und inéidulare Signalkaskaden wie ERK1/2 aktiviert [193-
196]. Eine ANT1-Uberexpression induzierte ahnlicféekte (Kapitel 4.1;[50]), sodass die zentrale
Rolle des ANTL1 bei der Kardioprotektion bestatigtdw

4.3 Einfluss des ANT1 auf den kontraktilen Mechanismusles Herzens

Bislang konnte gezeigt werden, dass eine herzspetzif ANT1-Uberexpression viele intrazellulare
Prozesse positiv beeinflusst und bei Herzerkranknnkardioprotektiv wirkt. Die Induktion eines

ANT1-Knock-Outs hingegen verursacht in Mausen eine mitochondriigmpathie mit kardialer

Hypertrophie [45]. Hypertrophierte Herzen besitzaistorte und unstrukturierte Muskelfasern mit
veranderten Sarkomerstrukturen, die insbesonderehdighlende kontraktile Proteine wie Myosin
charakterisiert sind [197]. Diese Defekte filhremzderlust der kontraktilen Funktion. Zudem treten
Einschréankungen im GaHaushalt auf, die durch verminderte?G@iransportprozesse insbesondere
von SERCAZ2a gekennzeichnet sind [197]. Daher wundkersucht, ob eine ANT1-Uberexpression

diese Prozesse grundsatzlich beeinflusst und ditrdddile Funktion der Kardiomyozyten fordert.

Zur Untersuchung der kontraktilen Funktion wurdeRGM mit steigenden Frequenzen von 0,5 Hz,
1 Hz und 2 Hz stimuliert und die Parameter TTP ®RWb0 gemessen. Die ANT1-ARCM zeigten
anhand der Reduktion von TTP und RT50 bei allenql@azen eine enorme Steigerung ihrer
Kontraktilitat. Zusatzlich ergaben mikroskopischeadysen, dass ANT1-ARCM in ihrer Zelllange und
Zellbreite vergrof3ert waren, folglich die Zellvolura anstiegen und die Zellen eine physiologische
Hypertrophie aufwiesen. Die physiologische Hypgiie der Zellen kann mit der Gewichtszunahme
und VergrolRerung der Herzen assoziiert sein, dieimer friheren Studie unserer Arbeitsgruppe
beobachtet wurde [50]. Da die Gewichtszunahme @gzétin vivo an ein héheres Kérpergewicht der
ANT1-Tiere gekoppelt war, ergaben sich dabei fig dilativen Herzgewichte keine signifikanten
Unterschiede.

Wir postulieren, dass die morphologischen Veranagean der ANT1-ARCM zur gesteigerten
kontraktilen Funktion beitragen und mit der verntehrExpression kontraktiler Proteine wie Aktin,
Tnl und insbesondere Myosin assoziiert sind. Myasatit das haufigste Protein der Herzmuskelzellen
dar. In kardialem Gewebe kommen die HomodimeredMildC und BMHC am haufigsten vor. Die
verwendeten Ratten besitzen ca. 8@RAHC und 20%BMHC im Herzen [198]. Grundsétzlich wird
BMHC als langsames Myosin beschrieben, wahwe#IC als schnelle Isoform gilt [199]. Da die

ANT1-Herzen nur eine leichte Expressionserh6hungpMHC aufwiesen, ist die Hauptzunahme des
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gesamten Myosins aadMHC, der schnellen Isoform, zurtickzufiihren, waskantraktionssteigerung
beitrdgt. Dass die zusatzlichen kontraktilen Pretedie Sarkomerstruktur und Organisation nicht
beeintrachtigen, zeigten elektronenmikroskopisclénahmen von Langsschnitten der Herzen [50].
Sowohl die WT- als auch ANT1-Herzen besitzen eegeimalige Anordnung der Myofibrillen und
einzelnen Sarkomere, die deutliche I-Banden, A-Bandyut definierte Z-Banden sowie M-Linien
aufweisen. Somit assemblieren die ANT1-Herzen véialumehr neu gebildete Myofibrillen in der
Zelle, die in geordneter Struktur zur gesteigerk@ntraktilitdét und einem erhdhten Zellvolumen
beitragen.

Neben dem kontraktilen Material, wurden auch diergieabhéngigen aATPasen SERCA2a und
PMCA in den ANT1-Herzen hochexprimiert. Diese torsieren zusammen mit dem NCX, dessen
Proteinmengen unveréandert blieben, zytosolische¥ Ba Extrazellulare und leiten dadurch die
Relaxation ein. Da der NCX und die PMCA nur gerifgiff zur diastolischen GaReduktion
beitragen [200,201], ist SERCA2a die essentiellangonente bei der Relaxation im kontraktilen
Mechanismus [200,202,203]. Abgesehen vom erhoht&RCRA2a-Proteinlevel, war auch die
SERCAZ2a-Aktivitat signifikant erhoht. Somit ist dieschleunigte Relaxationszeit (RT50) der ANT1-
ARCM vermutlich auf einen erhéhten SERCA2a-abhammigcd"-Riicktransport zuriickzufiihren.
Diese Ergebnisse stimmen mit anderen Studien (ihdéredenen eine Hochregulation von SERCA2a
zu einem beschleunigten TRiicktransport fiihrt, der die Kontraktilitat steigi204-208]. Del Monte

et al beschrieben beispielsweise, dass eine SERCA2eekiiression in Myozyten von Patienten mit
Herzinsuffizienz die SERCA2a-Aktivitat erhéht unigk kontraktile Funktion verbessert [205]. Auch
war ein erhthtes SERCA2a-Proteinlevel im Atrium JVRatten mit einer erh6hten Pumpfunktion
verbunden, die in eine geringere atriale Kontralgieit mindet [209].

Die Pumpaktivitdt von SERCA2a wird im Wesentlichdurch die dephosphorylierte Form von PLB
reguliert, das als inhibitorisches Protein an SER&Aindet und die GhAffinitat sowie die SR C3-
Aufnahme reduziert. Daraus folgt eine Verlangsamimgigkardialen Relaxation und Reduktion der SR
Ca*-Konzentration. Die Phosphorylierung von PLB hebh dnhibitorischen Einfluss auf [210,211].
Untersuchungen in dieser Studie ergaben, dass @@iséNhis von dephosphoryliertem PLB zu
SERCAZ2a in den ANT1-Herzen um 30% abnahm, was vlichudie SERCA2a-Aktivitat steigert und
die Relaxationszeit verkdirzt.

Die Kontraktionsamplitude wird in Myozyten mit sffescher Vorspannung durch systolische’a
Einwartsstrome bestimmt. Diese erfolgen Uber DHRRRIasmamembran und RyR des SRs, wobei
letztere fiir den gréRten Anteil desGEinstroms verantwortlich sind [212]. Die Proteinmgen der
DHPR und RyR waren in den ANT1-Herzen im Vergleimhm WT nicht verédndert (Daten nicht
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gezeigt). Unabhangig davon ist das AusmaR dét-Baisetzung aus dem SR von der freied"Ca
Konzentration abhangig [119,125,213]. Die hohe SBR&ELAktivitat der ANT1-Herzen in
Verbindung mit gleichbleibender Calsequestrin-Rmoteenge (Daten nicht gezeigt), das als’’Ca
Bindeprotein C& im SR bindet, erhdht vermutlich die freie “G&onzentration. Daraus folgt ein

vermehrter Cd-Ausstrom und Aktivierung der kontraktilen Proteine

In diesen Analysen konnte gezeigt werden, dass ARattenherzen basal Uber gréRere Mengen an
kontraktilen Proteinen verfigen, die vermutlicheephysiologische Hypertrophie verursachen und zur
schnelleren Kontraktion beitragen. Somit konnen dieere Defekte, die bei myokardialen
Dysfunktionen auftreten, effektiver kompensierenaltver et al zeigten beispielsweise, dass
doppeltransgene ANT1/REN-Ratten Uber signifikantniyer pathologische Verédnderungen im
Myokard verfligen als die reinen REN-Tiere [50]. €eentwickeln einen fulminanten Bluthochdruck
mit kardialer Hypertrophie. Die Hypertrophie ist rda eine deutliche interstitielle Fibrose
charakterisiert, die zerstdrte kontraktile Struktuaufweist. Im Gegensatz dazu besitzen ANT1/REN-
Ratten eine intakte myokardiale Struktur mit sidgaint reduzierter Fibrose. Auch kénnen die Tiee di
kardiale Funktion aufrechterhalten und einer Hypgtiie entgegenwirken. Ferner sind myokardiale
Dysfunktionen haufig mit reduzierter SERCA2a-Prnoteénge und -Aktivitdt verbunden
[203,214,215], die mit Hilfe einer SERCA2a-Ubereegsion kompensiert werden [208]. Demzufolge
kann die hohe SERCA2a-Proteinmenge und -AktivitAANT 1-Rattenherzen kompensatorisch bei
myokardialer Dysfunktion wirken. Zusammenfassendivdeutlich, dass sich eine transgene ANT1-
Uberexpression im Myokard positiv auf das kontlakBystem auswirkt. Die kontraktilen Proteine
sowie C&'-ATPasen werden basal hochreguliert und die SEROW@mitat verstarkt, was die
Kontraktion und Relaxation beschleunigt.

4.4 1L-1p reguliert die Genexpression von ANT1

Die kardiale ANT1-Uberexpression ist in vielen Kkaeitsmodellen mit kardioprotektiven
Eigenschaften verbunden. Daher war es von besandeteresse Substanzen zu identifizieren, die die
ANT1-Genexpression regulieren. FiUr diese Untersogho wurden Plasmidkonstrukte mit
unterschiedlich langen murinen ANT1-Promotorbereithergestellt. Als Expressionssystem dienten
mausspezifische HL-1-Zellen, die eine hohe Trarigfekeffizienz aufwiesen und zudem uber die
morphologischen, biochemischen und elektrophysistdbggn Eigenschaften von adulten
Kardiomyozyten verfigen [216,217]. Unter basaleniBgungen wies der 4 kB-ANT1-Promotor die

grodte Transkriptionsaktivierung auf, sodass didserdie weiterfihrenden Stimulationsversuche
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eingesetzt wurde. Die Stimulation mit den intrickisn Faktoren TGB4, TNFo und IL-4, die den
Energiestoffwechsel beeinflussen, filhrte nicht werdnderten Promotoraktivierung. Auffallig war,
dass IL-B die ANT1-Promotoraktivitat signifikant reduziertéduch zeigten Untersuchungen in
NRCM eine Herunterregulation der endogenen ANT1-rARNrch IL-18. IL-1p ist ein Zytokin, das
bei Herzinsuffizienz von Kardiomyozyten sezernienid Uber Rezeptoren Nachbarzellen stimuliert.
IL-1B setzt die mitochondriale Funktion herab, verurs&ibrose und Apoptose und fiihrt schlieBlich
zur Myokardhypertrophie [218]. Diese Krankheitsbilgind gleichzeitig mit einer reduzierten ANT1-
Expression verbunden [24]. Deshalb kdénnte die Hengrdes IL-B-Signalingszur Stabilisierung der
ANT1-Expression und der mitochondrialen Funktionhrn und unter pathophysiologischen
Bedingungen Fibrose und Apoptose reduzieren [219].

Die Arbeiten von Buclet al und Cheret al lieferten Hinweise auf eine Hochregulation desTAN
durch TGFB1 und IL-18 in priméren Astrozyten bzw. beta-Zellen des Paa[89,220]. Die TGHB1-
Stimulation in Astrozyten erfolgt Uber rezeptoraktite SMADs, die nachfolgend SP1-
Transkriptionsfaktoren aktivieren und die Promatoktion des ANT1 erhéhen. SP1 bindet an eine
spezifische Sequenz im proximalen ANT1-Promotag,alich im kardialen ANT1 vorhanden ist. Trotz
allem konnten wir fir TGB1 keine vermehrte ANT1-Promotorstimulation und Ggmession
beobachten. Uberdies belegten eigene experimeniatarbeiten, dass ARCM keine verdnderte
endogene ANT1-Genexpression nach T@FStimulation aufwiesen. Auch zeigten kardiale &ell
nach IL-1B-Stimulation keine ANT1-Promotoraktivierung bzw.elerung der endogenen ANT1-
Expression. Im Gegenteil, ILBlregulierte ANT1 herunter. Demzufolge sind die T@EF-und IL-13-
Effekte offensichtlich zelltypspezifisch. Zusammesgend ist festzustellen, dass i transfizierten
murinen HL-1-Zellen und in NRCM als ANT1-Regulatbungiert. Eine Inhibierung des ILB1
Wirkmechanismus kann unter pathophysiologischen irggeoigen die ANT1-Genexpression

stabilisieren und kardioprotektive Effekte erzielen

4.5 ANT1-spezifische Charakteristika und Kardioprotektion

Basierend auf den Ergebnissen dieser Arbeit und O&tang publizierten Studien kann
geschlussfolgert werden, dass die transgene ANTdrd¥pression in Rattenherzen bzw.
Kardiomyozyten unter pathophysiologischen Bedingumprotektiv wirkt. Auch im basalen Zustand
konnen Veranderungen intrazellularer Prozesse algeFder ANT1-Uberexpression beobachtet
werden, was gute Vorraussetzungen schafft, um das ¥br krankheitsbedingten Zellschadigungen

Zu schitzen.
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1) Die ANT1-Uberexpression steigert basal die ANAroteinmenge (Kapitel 4.1.1) und -Aktivitat
und beschleunigt dadurch den ATP/ADP-Transport igleerIMM [50]. Sie erhoht die Aktivitat der
Atmungskettenkomplexe CII-CIV, was zur bessererrgateschen Kopplung der Atmungskette fiihrt
[50]. Somit kénnen Defekte der Atmungskettenfuriktiowie bei Hypoxie oder Hypertonie-induzierter
Hypertrophie, kompensiert werden. Dariiber hinausbiligiert die ANT1-Uberexpression das
Kreatinkinase-System bei Hypertonie-induzierter elgophie, was die Energiezufuhr sicherstellt
[50].

2) Uber die Regulation der Apoptose ist bekannssdder ANT1 in ANT1-ARCM die MPTP
stabilisiert und in Gegenwart von ¥alie Offnungswahrscheinlichkeit der MPTP reduziine
Verhinderung der Apoptose-Induktion bei T@E-Stimulation durch die ANT1-basierte Stabilisiegun
der MPTP und des Membranpotentials, schutzt diée@etor Zerstérung [163]. Die ANT1-ARCM
weisen auflerdem nach T@E-Stimulation eine Expressionserhéhung von BclL alas die MPTP-
Offnung verhindert. Auch unter anderen pathophgsiischen Bedingungen wie Hypoxie (Kapitel
4.1.3) oder Hypertonie-induzierter Hypertrophie][&2 eine geringere Apoptoserate messhar. Ob die
verminderte Apoptoserate in diesen Krankheitshild&tsachlich mit der Blockierung der MPTP
assoziiert ist oder Uber den extrinsischen Wegdiuéitl muss tberprtft werden.

3) Die ANT1-Uberexpression schiitzt bei Ischamid Hypoxie vor oxidativem Stress (Kapitel 4.1.1
und 4.2). Offensichtlich verfigen die ANT1-Rattemwb ANT1-NRCM unter pathophysiologischen
Bedingungen uber effektivere Abwehrmechanismeneitie Uberproduktion von ROS verhindern.

4) Die ANT1-NRCM aktivieren bei Hypoxie verstarktiedintrazellularen Akt- und ERK1/2-
Signalwege, die in Verbindung mit Hsp90 und Hlr-halRgeblich zur Zellprotektion beitragen
(Kapitel 4.1.4). Durch die Interaktion des ANT1 miellularen Signalkomponenten und
membranstéandigen Proteinen bzw. Rezeptoren kannAdtArl direkt in die Zellkommunikation
eingreifen [155,163].

5) ANT1-Rattenherzen verfigen basal Uber grof3e Mengn myofibrillaren Proteinen, die zur
Stabilisierung der Myozytenstruktur beitragen ungsammen mit einer hoheren Expression und
Aktivitat von SERCA2a die kontraktile Funktion dbtyozyten steigern (Kapitel 4.3). Die basalen
Kontraktionssteigerungen kénnen unter pathophygisthien Bedingungen protektiv wirken. Bei der
diabetischen Kardiomyopathie und Hypertonie-indueie Herzerkrankung konnte die kontraktile
Funktion durch die ANT1-Uberexpression stabilisigerden [50,51].

Insgesamt fuhren alle genannten Charakteristika trasalen Stabilisierung der Myozyten und
verleihen dem ANT1 kardioprotektive Wirkungen.
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5. Zusammenfassung

Der Adeninnukleotid-Translokator (ANT) ist eine methe Komponente des mitochondrialen
Energiestoffwechsels. Er erméglicht den Austausch gytosolischem ADP und mitochondrialem
ATP Uber die innere mitochondriale Membran. Darittiaaus ist der ANT ein essentieller Regulator
der Apoptose.

Herzerkrankungen wie Ischdmie und Hypoxie sindeitiem gestorten Energiestoffwechsel und einer
ANT-Dysfunktion verbunden. Dies fuhrt zur Reduktiates intrazellularen ATP-Gehalts, zur
Entstehung von oxidativem Stress und zum Zusammehlder zellularen Homdostase, was Nekrose
und Apoptose auslost. Im ersten Teil der Arbeitdeudaher analysiert, ob eine ANT1-Uberexpression
bei Hypoxie und Ischdmie protektiv wirkt.

Im Hypoxie-Modell wurden WT- und ANT1-neonatale RRakardiomyozyten (NRCM) fir 24 h (akut)
und 48 h (chronisch) hypoxischen Bedingungen awetpesind in Bezug auf die zuvor genannten
Veranderungen analysiert. Hypoxische WT-NRCM zeigim Verlauf der Hypoxie einen stetig
abnehmenden ATP-Gehalt, der in den ANT1-NRCM hiegegunadchst unbeeinflusst blieb und sich
erst bei chronischer Hypoxie reduzierte. Darlibeahs war die Produktion von Sauerstoffradikalen in
den ANT1-NRCM signifikant geringer und parallel dazurde das antioxidative Stress-System nicht
aktiviert. Ein stabilerer Energiemetabolismus uedwinderter oxidativer Stress trugen zur Hemmung
der Apoptose- und Nekrose in den ANT1-NRCM bei ekutnd chronischer Hypoxie bei. Zudem
mussten weitere Schutzmechanismen existieren, ididANT1-NRCM effektiver vor Apoptose und
Nekrose-Induktion schitzten. Diese Studie zeigissdlie zellprotektiv wirkenden Akt- und ERK1/2-
Signalwege in den ANT1-NRCM verstarkt aktiviert war Auch wurde das Hitzeschockprotein 90,
ein Chaperon und Stabilisator der aktiven Akt, t&#kd gebildet. Die Akt- und ERK1/2-Kinasen
fordern das Uberleben der Zelle durch Aktivierungj-apoptotischer Zielproteine und Hemmung pro-
apoptotischer Faktoren, wie die Initiator-Caspases die verminderte Aktivierung von Caspase-3/7
und die geringere DNA-Fragmentierung in ANT1-NRCHklart. Dariiber hinaus aktivieren Akt und
ERK1/2 den Transkriptionsfaktor HIFelder das Uberleben der Zellen sichert und in ANREM
vermehrt gebildet wurde. Insgesamt flihren ein edyi Energiemetabolismus, geringerer oxidativer
Stress sowie die massive Aktivierung von protektivét- und ERK1/2-Signalwegen bei Hypoxie in
ANT1-Uberexprimierenden NRCM zu einer erhéhten &esz gegen Apoptose- und Nekrose.

Auchin vivowar ein deutlich positiver Effekt der ANT1-Uberegpsion zu beobachten. ANT1-Ratten
zeigten bei myokardialer Ischamie eine hohere @berisrate, im Vergleich zum WT, nach Ligatur
der linken proximalen Koronararterie. Die ANT1-Rattbesalen zudem ein geringeres Infarktareal
und einen unauffalligen Peroxidanteil im Blutsergowie weniger Proteincarbonylierungen als

Zeichen von vermindertem oxidativen Stress.
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Frihere Studien belegen, dass eine ANT1-Uberexpressi Myokard unter pathophysiologischen
Bedingungen die Myozytenstruktur und -funktion disiert [50]. Daher wurde im zweiten Teil dieser
Arbeit untersucht, ob die transgene ANT1-Uberexgices schon unter basalen Bedingungen das
kontraktile System und den €aHaushalt sowie die Morphologie der Kardiomyozyteeinflusst.
ANT1-Ratten exprimierten im Vergleich zum WT verktdkontraktile Proteine wie Myosin, Aktin
und Troponin | sowie die Ga&ATPasen PMCA und SERCA2a im Myokard, die fiir dea"C
Rucktransport bei der Relaxation verantwortlichdsifParallel dazu nahm die SERCAZ2a-Aktivitat
signifikant zu. Diese Protein- und Aktivitdtsédndegen resultierten in einer zellularen physiologéth
Hypertrophie und einer beschleunigten Kontraktitén ANT1-adulten Rattenkardiomyozyten. Somit
nimmt der ANT1 nicht nur Einfluss auf die mitochoiade Funktion und die Apoptose, sondern
stabilisiert das kontraktile System [170], so dadisses protektiv kontraktile Dysfunktionen
kompensieren kann.

Die kardiale ANT1-Uberexpression beeinflusst basad unter pathophysiologischen Bedingungen
viele intrazellulare Prozesse. Daher war es voormerem Interesse, Substanzen zu identifizieren, di
die ANT1-Genexpression regulieren. Fir diese Untdrsngen wurde ein Reporterplasmid generiert,
bei dem eine Luziferase unter der Kontrolle vonnkstorelementen des murinen ANT1-Gens stand.
Nach Transfektion in kardiale HL-1-Zellen erfolgte Stimulation mit IL-B, TGF{$1, TNFa und IL-

4, die das Entzuindungsgeschehen, die Zelldiffeeenzg, Apoptose und den Energiestoffwechsel
beeinflussen. Parallel dazu wurde die Wirkung deim@anzen auf die endogene ANTI1-
Genexpression in NRCM untersucht. Auf Transkripgiglmene regulierte nur ILB1die ANT1-
Expression herunter und bewirkt somit eine vermited8tresstoleranz der Zellen.

Zusammenfassend wirkt die ANT1-Uberexpression wetbir auf die zellulare Stressresistenz. Uber
den gezeigten Einfluss auf den ApoptoseprozessSidigaltransduktion und die Kontraktilitat erweist
sich der ANT1 als zentrale Regulationsstelle imaim¢llularen Geschehen.
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6. Summary

The adenine nucleotide translocase (ANT) is a eentomponent of the mitochondrial energy
metabolism. It facilitates the exchange of cytas@lDP and intramitochondrial ATP across the inner
mitochondrial membrane and is also involved inrggulation of apoptosis.

Heart diseases like ischemia and hypoxia are linked disturbed energy metabolism and ANT
dysfunction that result into reduced ATP contentidative stress as well as cellular necrosis and
apoptosis. In this study we analyzed, whether ANV&rexpression has a protective effect against
hypoxia and ischemia inducing cell damage.

In the experimental model of hypoxia, WT and ANTé&onatal rat cardiomyocytes (NRCM) were
incubated under hypoxic conditions for 24 h (acatedl 48 h (chronic) and were analyzed regarding
the previously mentioned intracellular changes. MREM showed a continuous decline in ATP
content in the course of hypoxia, while ATP contemained unaffected in hypoxic ANT1-NRCM in
the acute phase and declined later during chroypoxia. In addition, ROS production was delayed
and measurably lower in hypoxic ANT1-NRCM than lieated WT cells. In parallel, expression and
activity of anti-oxidative stress enzymes remaingtchanged in ANT1-NRCM under hypoxic
conditions. A stable ATP content and less oxidaBteess in ANT1-NRCM support cell stability and
thus, contribute to inhibition of apoptosis and nosts observed in these cells. Besides, further
mechanisms were identified, to protect cells mdfiient against destruction. Those mechanisms
included the higher activation of cell protectiv&ktfand ERK1/2 signalling pathways in hypoxic
ANT1-NRCM, which was supported by elevated exprmssif Hsp90, a chaperone and stabilizer of
Akt. Both, Akt and ERK1/2 exert anti-apoptotic faioms by promoting inhibition of pro-apoptotic
components like Bad and caspase-9. These anit@poptfects might explain the reduced caspase-
3/7 activity and DNA-fragmentation observed in ANNRCM. Besides acting anti-apoptotic, both
Akt and ERK1/2 promote activation of the transédptfactor HIF-Li, which was enhanced in ANT1-
NRCM and accounts for adaptation and survival 86 curing hypoxia. Taken together, a stable ATP-
content, less oxidative stress and massive adaiivati protective Akt and ERK1/2 signalling pathways
during hypoxia in ANT1 overexpressing NRCM lead a&ohigh resistance against apoptosis and
necrosis.

The protective effect of ANT1 overexpression wasoaévidentin vivo. ANT1-rats exhibited a
reduction in infarct size and a higher survivakerdtiring myocardial ischemia than WT animals, after
ligation of the left descending coronary artery.id2%ive stress, measured by serum peroxide
concentration and myocardial protein carbonylativas also significantly lower in ischemic ANT1-
rats.
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Former studies reveal that myocardial ANT1 overegpion preserves cardiac structure and function
under pathophysiological conditions [50]. To asmertwhether the contractile system is directly
affected by ANT1 overexpression under basal comuti we analyzed contraction and relaxation
parameters, contractile protein expression?*@andling, and cell morphology in these animals.
ANT1-rat hearts displayed a marked increase inrectite proteins like myosin, actin and troponin |,
as well as the G&ATPases PMCA and SERCAZ2a, that are responsibleCif export during
relaxation. In addition to SERCA2a protein, SERCAR&ivity was significantly increased in ANT1-
rat hearts. These structural and functional charmedain the cellular physiologic hypertrophy
observed in isolated ANT1 adult rat cardiomyocydad remarkably contribute to accelerated cardiac
performance of these cells. Thus, ANT1 overexpossgifluences not only mitochondrial function,
apoptosis and signal transduction. It also staslsardiac structure and function [170] and possess
potency to compensate restricted cardiac contracinaer pathophysiological conditions.

As described above, cardiac ANT1 overexpressioeceffvarious intracellular processes. Therefore, it
was of particular interest, to identify substandleat regulate ANT1 gene expression. For these
analyses, reporter plasmids were generated, camjai luciferase under the control of promoter
elements of the murine ANT1 gene. After transfactid these plasmids in cardiac HL-1-cells, cells
were incubated with IL{1, TGF$1, TNFu and IL-4. These cytokines influence inflammatias]l
differentiation, apoptosis and cellular energy rhetsms. In addition, the impact of stimulants to
endogenous ANT1 gene expression in NRCM was andly&ke found out, that IL{1 downregulates
ANT1 gene expression and consequently causes rediimess tolerance of those cells in cardiac
diseases.

In conclusion, ANT1 overexpression directly affectsllular stress resistance. Due to impact on
apoptosis, signal transduction and contractileesgstANT1 plays an essential role in the intracalul

networks.
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