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[. Einleitung

Kardiovaskulare Erkrankungen sind die weltweit haufigsten Todesursachen.
Verschiedene Herzkrankheiten wie die hypertensive Herzkrankheit, die als Folge
eines chronisch erhdhten Blutdrucks auftreten kann, sind begleitet von einer
Beeintrachtigung des mitochondrial-zytosolischen Energietransfers. Dies kann zu
einer verminderten ATP-Versorgung des Kardiomyozyten fuhren (1, 2).

Durch die Unterversorgung mit energiereichen Phosphaten werden die die Zelle
schadigenden Vorgange Apoptose und Nekrose eingeleitet. Oxidativer Stress fuhrt
zu mitochondrialen Schaden, und die Funktion des Herzens wird beeintrachtigt (3).
Fur den zytosolisch-mitochondrialen Energietransfer spielen das Transportprotein
Adenin-Nukleotid-Translokase (ANT) und die Kreatin-Kinase (CK) eine zentrale
Rolle.

I. 1. Die Adenin-Nukleotid-Translokase (ANT)

Die ANT ist im Mitochondrion das Protein mit der hochsten Expressionsdichte (4, 5).
Sie wird beim Menschen von vier (ANT1-4), bei Nagetieren von drei (ANT1, 2 und 4)
unabhangigen Genen kodiert (4), die in gewebespezifischen Mustern exprimiert
werden (6, 7, 8). ANT1 ist die vorherrschende Isoform in Herz, Skelettmuskel und
Gehirn, wird aber in geringerem Umfang auch in anderen Organen exprimiert (6, 7).

Die ANT spielt eine wichtige Rolle im Metabolismus eukaryontischer Zellen. Sie ist
ein dimeres integrales Membranprotein der inneren Mitochondrienmembran und
tauscht zytosolisches ADP®* gegen mitochondriales ATP** aus. Damit ist sie ein
entscheidendes Bindeglied zwischen im Mitochondrion lokalisierten
energieliefernden und im Zytosol lokalisierten energieverbrauchenden Prozessen.
Daneben ist die ANT ein Bestandteil der Mitochondrial Permeability Transition Pore
(MPTP), womit sie eine zentrale Rolle in der Regulation des Apoptoseprozesses
spielt (5). Die Offnung dieser Pore fiihrt zur Destabilisierung der inneren
Mitochondrienmembran, zu Stérungen der oxidativen Phosphorylierung und zur
Freisetzung mitochondrialer proapoptotischer Faktoren. Proteine, wie das pro- bzw.
antiapoptotische Bax und Bcl-2, sind Interaktionspartner der ANT, beeinflussen ihre
Aktivitat (9) und regulieren den Offnungszustand der MPTP. Auch Proteine der
Signaltransduktion wie z. B. BART (Binder of Arl Two), ein I6sliches 19 kDa Protein

(10), und Transkriptionsregulatoren wie |-kappa-b-alpha (11) binden an die ANT.
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Durch Bindung viraler Proteine an die ANT kdnnen Apoptosevorgange eingeleitet
oder blockiert werden (12).

Zusammengefasst ist die ANT ein multifunktionales Protein, das durch ihre zentrale
Rolle in Energiestoffwechsel, intrazellularer Kommunikation und Apoptose einerseits

an der Zellerhaltung, andererseits am Zelluntergang beteiligt ist.

l. 2. Die Kreatinkinase (CK)

Von der CK sind vier Isoenzyme bekannt (13): Die mitochondriale Isoform der CK
(CKnit), die in ihrem aktiven Zustand Oktamere bildet (14), katalysiert die
Ubertragung einer Phosphatgruppe von ATP auf Kreatin (Hinreaktion). Das vom ANT
in den mitochondrialen Intermembranraum transportierte ATP wird von der
mitochondrialen Kreatinkinase (CKnit) zur Phosphorylierung von Kreatin verwendet
(Abbildung 2).

Drei weitere Isoenzyme liegen als dimeres zytosolisches Enzym (CKqy) vor, das aus
zwei Untereinheiten (M- und B-Untereinheit) gebildet wird, woraus sich die moglichen
Formen CK-MM, -BB, -MB ergeben. Die zytosolischen Formen Ubertragen eine
Phosphatgruppe von Kreatinphosphat (PCr) auf ADP, wodurch ATP gebildet wird
(Ruckreaktion).

Durch die reversible Ubertragung energiereicher Phosphatgruppen zwischen
Adenosin-Tri-Phosphat (ATP) und Kreatin unter Bildung von Adenosin-Di-Phosphat
(ADP) und Kreatin-Phospat stellt das Enzym bei plotzlichen Erhéhungen des
Energiebedarfs der Zelle kurzfristig energiereiches Phosphat zur Verfligung und
puffert damit eine mogliche Unterversorgung mit energiereichen Phosphatgruppen
ab.

Die Isoenzyme sind charakteristisch verteilt. Die CK-MM uberwiegt in der Muskulatur.
Sie ist im M-Band lokalisiert und an dessen Bildung beteiligt (13). Die CK-BB wird
hauptsachlich in Gehirnzellen exprimiert, wahrend die CK-MB neben der CK-MM in
Kardiomyozyten lokalisiert ist.

Die mitochondriale Form ist an der Aulenflache der inneren Mitochondrienmembran
lokalisiert (13). In Form kuboider Oktamere verknUpft sie die innere mit der aul3eren
Mitochondrienmebran, wodurch parallele Membranabschnitte gebildet werden
(Abbildungen 2 und 3) (15).



Durch Bindung der oktameren, aktiven CK,; an die ANT wird die Bildung der
Mitochondrial Permeability Transition Pore unterbunden und die Einleitung der
Apoptose behindert (15).

Durch die charakteristische Verteilung der Isoformen in Mitochondrion und Zytosol
kommt es zur Verbindung energiebereitstellender (mitochondrialer) und
energieverbrauchender (zytosolischer) Prozesse. Diese funktionelle und raumliche
Verbindung wird auch als ,Kreatinphosphat-Shuttle” (Abbildung 1) bezeichnet: PCr
wirkt hier als Trager (,Shuttle”) (13) fur energiereiche Phosphate zwischen dem
Mitochondrion als Energieproduzent und dem Zytosol als —konsument. So wird vor
allem der kurzfristige Energiebedarf z. B. fur den Kontraktionsvorgang abgedeckt,
ohne dass dafur Substrat oxidiert werden muss. Der Phosphataustausch zwischen
zwischen PCr und ADP erfolgt schneller als die ATP-Synthese Uber die oxidative
Phosphorylierung oder die Neusynthese (16).

Intermembrane

i = Space

P —— . 3 Cr
Pi b

Cytosol

Abbildung 1: Die mitochondriale Isoform der CK katalysiert die Ubertragung eines Phosphatrestes von ATP auf
Kreatin, wodurch Kreatinphosphat entsteht. Die zytosolische Isoform katalysiert die Rickreaktion, wodurch im
Zytosol kurzfristig ATP bereitgestellt wird (,Kreatinphosphat-Shuttle®, modifiziert nach Dolder. OxPhos=oxidative
Phosphorylierung, Pi=Phosphatrest, Cr=Kreatin, MMCK=zytosolische CK-MM).



I. 3. Interaktion zwischen ANT1 und CK

Die Versorgung jeder Herzmuskelzelle mit chemisch gebundener Energie ist
Voraussetzung fur eine regelgerechte Pumpfunktion des Herzens, durch welche der
Korperperipherie ein dem Sauerstoffbedarf entsprechendes Blutvolumen angeboten
wird. Wichtige Energietrager sind die Phosphatverbindungen Adenosin-Tri-Phosphat
(ATP) und Kreatin-Phosphat (PCr). ATP und ADP sind Substrate der ANT1 und der
mitochondrialen und zytosolischen Kreatinkinase. Transportproteine und Enzyme fur
Kreatinphosphat und energiereiche Adenylphosphate sind somit Bindeglieder
zwischen mitochondrialem ATP-Aufbau und zytosolischem ATP-Abbau (17).

In diesem Rahmen bilden die ANT1 und das System der mitochondrialen und
zytosolischen Kreatinkinase ein eng miteinander verbundenes funktionelles Netzwerk
von Transport und Ubertragung energiereicher Phosphate.

Die ANT1 ist an der inneren Mitochondrienmembran lokalisiert und transportiert
mitochondriales ATP im Austausch gegen zytosolisches ADP in den mitochondrialen
Intermembranspalt und beliefert die mitochondriale Isoform der CK mit ATP. Diese
katalysiert die Ubertragung eines Phosphatrestes von ATP auf Kreatin, wodurch
Kreatinphosphat (PCr) entsteht, das der Zelle als Energie-Puffer (14) fur eine
kurzfristige Energieversorgung bei abrupten Anderungen des Energiebedarfs neben
dem ATP zur Verfugung steht. Das Kreatinphosphat diffundiert Uber die aullere
Mitochondrienmembran ins Zytosol (,Kreatinphosphat-Shuttle®). Die zytosolische
Isoform katalysiert die Rickreaktion, wodurch im Zytosol kurzfristig ATP bereitgestellt
wird.

Aulerdem interagieren CKnit und ANT1 im Rahmen der Apoptose miteinander, die
Verbindung der beiden Proteine scheint die Einleitung der Apoptose zu behindern
und hat damit einen protektiven Effekt auf die Zelle (15).

Wie die Interaktion zwischen ANT1 und CK.i auf molekularer Ebene aussieht, ist
bisher noch unklar (17).

In mitochondrialen Kontaktpunkten konnten beide Moleklle nachgewiesen werden
(18). Kontaktpunkte sind aus Proteolipidkomplexen bestehende Bereiche, die die
innere mit der auReren Mitochondrienmembran verbinden (18).

In peripheren Proteolipidkomplexen kommen ANT1 und CKqit sich raumlich sehr
nahe. Sie bilden hier Mikrokompartimente, die den Austausch und den Transport von
Substraten und Produkten aufrechterhalten (18). Auch die MPTP, an der ANT1 und



CKmit zusammen mit dem VDAC im Rahmen der Apoptose beteiligt sind, ist ein
solcher Kontaktpunkt, ANT1 und CK,,; lassen sich gemeinsam isolieren (19).

Die Bildung dieser Strukturen ist abhangig vom Energiebedarf der Zelle und wird
besonders durch erhdhte Konzentrationen von ADP stimuliert (18).

Fur eine strukturelle Verbindung von ANT1 und CK,;; gibt es Hinweise. An isolierten
ANT1-Molekllen konnten jeweils 6 bis 8 eng aneinander liegende Cardiolipin-
Molekule nachgewiesen werden (20, 21, 22). Eine hierdurch vermittelte Bindung an
CKnit-Molekule ist moglich (Abbildung 2).

Zur Analyse einer funktionellen Beziehung wurde ein thermodynamisches Modell
entwickelt, in dem der direkte und der dynamische Transfer von Substraten zwischen
ANT1 und CKy,; berechnet wurden. Die Ergebnisse sprechen fur eine Mischform, d.
h. fur direkten und dynamischen, diffusionsabhangigen Transfer energiereicher
Substrate zwischen beiden Molekulen (17).

Eine Verbindung, sei sie funktionell oder strukturell, scheint auch uUber die
Atmungskette zu bestehen. Es wird diskutiert, dass die Atmungskette hierdurch
reguliert und stabilisiert wird, womit auch in diesem Rahmen beide Molekule
zusammen zu einer Aufrechterhaltung des Energiestoffwechsels der Herzzelle
beitragen (17).

Insgesamt gibt es starke Hinweise dafir, dass die Interaktion zwischen CKqit und
ANT1 sowohl im Rahmen des Energiestoffwechsels als auch im Rahmen der

Apoptose fiir das Uberleben der Zelle von zentraler Bedeutung ist.
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Abbildung 2: Interaktion der ANT mit der CK. Die ANT ist an der inneren Mitochondrienmembran lokalisiert und
transportiert mitochondriales ATP im Austausch gegen zytosolisches ADP in das Zytosol. Die mitochondriale
Isoform der CK katalysiert die Ubertragung eines Phosphatrestes von ATP auf Kreatin, wodurch Kreatinphosphat
entsteht. Die zytosolische Isoform katalysiert die Ruckreaktion, wodurch im Zytosol kurzfristig ATP bereitgestellt
wird. Das Kreatinphosphat diffundiert (iber die dufere Mitochondrienmembran ins Zytosol. Dieser Energietransfer

wird auch als ,Kreatinphosphat-Shuttle“ bezeichnet (Abb. modifziert nach Th. Wallimann, Zirich).
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Abbildung 3: Die mitochondriale CK in sog. ,Contact-sites” zwischen innerer und duf3erer Mitochondrienmembran.
Das Enzym ist als Oktamer dargestellt, im Gegensatz zu den zytosolischen Isoformen, die nur als Dimere
bekannt sind (Abb. modifiziert nach Th. Wallimann, Zirich).



I. 4. ANT1 und CK bei Herzerkrankungen

Anderungen der ANT1-Expression oder Mutationen im ANT1-Gen und die damit
verbundene ANT1-Funktionsstorung beeinflussen den Stoffwechsel und damit die
Leistungsfahigkeit des Herzens.

Eine verminderte ANT1-Funktion wirkt sich unglnstig auf beides aus. Die oxidative
Phosphorylierung wird beeintrachtigt, und es kommt zu Schadigungen der
mitochondrialen DNA (23) mit folgendem Funktionsverlust und Untergang der Zelle.
Dies wird bei verschiedenen, zum Teil schweren Erkrankungen beobachtet, z. B.
dem Sengers-Syndrom (24) oder der autosomal-dominanten, progressiven, externen
Ophthalmoplegie (adPEO) (25, 26). Beide konnen mit einer hypertrophen
Kardiomyopathie assoziiert sein. Hiermit im Einklang konnte im Tiermodell gezeigt
werden, dass ANT1-Knockout-Mause biochemische und physiologische
Charakteristika einer hypertrophen Kardiomyopathie zeigen (27). Es fielen
Veranderungen der mitochondrialen Proliferation und Stérungen der oxidativen
Phosphorylierung (27) auf.

AuRerdem kommt es zu erhohtem oxidativen Stress. Daraus folgt eine vermehrte
mitochondriale Freisetzung reaktiver Sauerstoffmolekile (ROS) wund einer
gesteigerten Expression an der ROS-Entgiftung beteiligter Enzyme, wie
Superoxiddismutase und Glutathion-Peroxidase (28). Als weitere Folge erhohten
oxidativen Stresses kann eine erhdhte Mutationsrate der mitochondrialen DNA
beobachtet werden (29).

Eine reduzierte kardiale ANT1-Transportkapazitat, die mit einer Verschiebung des
ANT-Isoformmusters einhergeht und eine Funktionsanderung des ANT-
Gesamtproteins bedingt, konnte bei Patienten mit dilatativer Kardiomyopathie und
Myokarditis gezeigt werden (30) Zudem sind die myokardialen Mitochondrien der
DCM-Patienten deformiert (31) und Aktivitdten von Atmungskettenkomplexen
deutlich reduziert (31, 32). Der Nachweis ANT-spezifischer AutoantikOrper im Serum
von Patienten mit Myokarditis (MC) und dilatativer Kardiomyopathie (DCM) wies
zusatzlich auf die Bedeutung der ANT innerhalb dieser Krankheitsbilder hin (33, 34,
35, 36, 37, 38, 39, 40).

Im Vergleich zu Personen, die nicht an einer kardialen Erkrankung litten, zeigten
beide Patientengruppen einen Isoformshift, der durch einen erhdhten ANT1-, einen
erniedrigten ANT2- und einen unveranderten ANT3-Anteil gekennzeichnet war (41).

Mit Hilfe von ANT-Rekonstitutionsanalysen konnte weiter gezeigt werden, dass die
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veranderte ANT-Isoformzusammensetzung zu einer Anderung der funktionellen
Eigenschaften des  ANT-Gesamtproteins und zu einer  erniedrigten
Austauschkapazitat bei DCM-Patienten fuhren kann (42).

In tierischen Krankheitsmodellen der ischamischen und hypertrophen
Kardiomyopathie lassen sich schwerwiegende mitochondriale Defekte, reduzierte
Aktivitaten der Atmungskettenenzyme und auch eine erniedrigte ANT1-Expression
beobachten (43), jedoch keine Verschiebung des ANT-Isoenzymmusters.

Daruber hinaus konnte zum Beispiel bei transgenen Mausen, die Wachstumshormon
Uberexprimieren und eine kardiale Hypertrophie entwickeln, ein verringerter Gehalt

von ANT1 mit herabgesetztem Energiestoffwechsel beobachtet werden (44).

I. 5. ANT1 als Bestandteil eines kardioprotektiven Programms

Wahrend eine unzureichende ANT1-Funktion wahrscheinlich zur kardialen
Schadigung beitragt, wird eine erhdéhte ANT1-Expression derzeit als Teil eines
Kardiomyozyten-protektiven Programms diskutiert, das in der Herzmuskelzelle unter
Stress wirksam wird.

Im ,Preconditioning” wird das Herz wiederholt kurzzeitig Stress in Form von Ischamie
oder Hypothermie (45) ausgesetzt. Die Ausdehnung von Infarkt-, Nekrose- und
Fibroseareal kann so nach Reperfusion verringert werden, es kommt zu einer
schnelleren Normalisierung der kontraktilen Funktion (45). Durch gezielte Stimulation
der Prozesse, die bei verschiedenen Erkrankungen eintreten und an sich schadlich
sind, kann das Myokard geschutzt werden.

Im Rahmen des Preconditionings konnte auf zellularer Ebene eine Zunahme von
Faktoren beobachtet werden, die den Energiestoffwechsel gunstig beeinflussen und
die Einleitung der Apoptose behindern und damit insgesamt kardioprotektiv wirken.
Es kommt hierbei zur Expressionzunahme von Genen, die Komplexe der oxidativen
Phosphorylierung kodieren, wie zum Beispiel die Cytochrom-Oxidase, Cytochrom C
sowie ANT1 (32, 46). Uberexpression von Proteinen wie Bcl-2 und PKCepsiion, die
direkt mit der ANT1 oder der MPTP interagieren (9, 47), verstarkt zusatzlich diesen
nach Preconditioning einsetzenden protektiven Effekt (48, 49). Bcl-2 gehdrt in die
Gruppe antiapoptotischer Faktoren und beeinflusst die Funktion der ANT1 positiv.
Eine stabilisiete ANT1- und ATPase-Aktivitat sowie eine verbesserte Kopplung
zwischen ANT1 und mitochondrialer Kreatinkinase tragen zur Stabilisierung des

zytosolischen Energiegehaltes bei (50, 51).
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Andere Arbeiten (43) zeigten zudem, dass eine kardiale Uberexpression von ANT1
zu einer deutlichen Verbesserung des Zustandes hypertropher Herzen
reninuberexprimierender, an arterieller Hypertonie leidender Ratten (s. I. 6.) fuhrt.
Auch der Transfer von ANT1 durch virale Vektoren in ANT1-defiziente
Skelettmuskelzellen flihrt durch Erhéhung des mitochondrialen Exports von ATP zur
Ruckbildung der histopathologischen Veranderungen, die mit einer mitochondrialen
Myopathie verbunden sind (52).

Durch die aufgezeigten Effekte konnte die ANT1 zu einem Zielprotein bei der
Entwicklung neuer Therapieansatze werden, die Uber eine Wirkung an ihr die

Apoptose modulieren.

I. 6. Renin-transgene Tiere

Diese Tiere uberexprimieren Renin durch Expression des murinen REN2-Gens.
Renin, als Teil des Renin-Angiotensin-Aldosteron-Systems, spielt eine zentrale Rolle
in der Regulation des Blutdrucks. Es katalysiert die Bildung von Angiotensin-Il aus
Angiotensinogen. Dauernde Uberexpression fiihrt zu einem erhdhten Angiotensin-II-
Spiegel und damit zu erhdhtem Blutdruck. Als Folge der stetig erhdhten
Druckbelastung entwickeln die Tiere eine konzentrische kardiale Hypertrophie mit
eingeschrankter kardialer Pumpfunktion.

Da es sich bei der arteriellen Hypertonie um einen systemisch wirksamen Faktor
handelt, sind aulRer dem Herzen auch andere Organe betroffen. Neben der
hypertensiven Kardiopathie kommt es zu Schaden besonders an Gefalken des
Gehirns und der Nieren (43).

Es konnte gezeigt werden, dass eine gleichzeitige Uberexpression von ANT1 (43)
auf die REN-Tiere einen gunstigen Einflud austbt. Die Herzstruktur und —funktion
sowie die Uberlebensrate der doppelt-transgenen Tiere sind gegenlber

Kontrolltieren signifikant stabiler bzw. langer (43).
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|. 7. Ziel der Arbeit

Die ANT1 und das System der mitochondrialen und zytosolischen Kreatinkinase
bilden ein eng miteinander verbundenes Netzwerk von Transport und Ubertragung
energiereichen Phosphats. Im Mitochondrion synthetisiertes ATP wird durch die
ANT1 zu der in der inneren Mitochondrienmembran lokalisierten mitochondrialen
Kreatinkinase (CKnit) transportiert, die Phosphat von ATP auf Kreatin Ubertragt. ADP
wird Uber die ANT1 wieder in das Mitochondrion zurlcktransportiert. Die zytosolische
Kreatinkinase (CK.y) katalysiert die Ruckreaktion und Ubertragt den Phosphatrest
unter Bildung von ATP von Kreatin auf ADP. Damit schliel3t sich der Kreislauf
energiebereitstellender mitochondrialer und energieverbrauchender zytosolischer
Reaktionen.

Aufgrund der engen Beziehung zwischen ANT1 und CK soll der Einfluss einer
kardialen ANT1-Uberexpression auf das Kreatinkinasesystem unter physiologischen
und pathologischen Bedingungen analysiert werden.

Dazu werden ANT1-, Renin- und fur beides transgene Ratten sowie Wildtyp-Tiere
verwendet. Die ANT1-transgenen Tiere Uberexprimieren die ANT1 unter Kontrolle
des Myosinschwerketten-Promotors herzspezifisch. Die Renin-transgenen Tiere
uberexprimieren Renin und entwickeln als Folge einer arteriellen Hypertonie eine
hypertensive Kardiopathie mit Zeichen der Herzinsuffizienz.

Die untersuchten Parameter sind die Aktivitdten und Isoformmuster der
mitochondrialen und zytosolischen Kreatinkinase

Der Einfluss der ANT1-Uberexpression auf diese Parameter soll unter
physiologischen Bedingungen an den ANT1-transgenen Tieren und unter
pathologischen Bedingungen an den doppelt-transgenen ANT1-REN-Tieren
bestimmt werden. Als Referenz flr physiologische beziehungsweise pathologische

Verhaltnisse dienen Wildtyp- und Renin-transgene Tiere.
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Il. Material und Methoden

[I. 1. Untersuchungsmaterial und Behandlung

Bei den untersuchten Ratten der Linie 3267 handelt es sich um jeweils acht
mannliche acht Monate alte Wildtyp-Ratten (WT) vom Stamm Sprague-Dawley,
ANT1-transgene MHCANT1-Ratten (ANT), Renin-transgene (REN) und ANT1-Renin-
transgene (ANT/REN) Tiere.

Die Tiere wurden unter konstanter Temperatur und Luftfeuchtigkeit bei einem Hell-
Dunkel-Zyklus von 12 h gehalten.

Die Haltung und Totung der Tiere erfolgte unter Einhaltung der behordlichen
Richtlinien des deutschen Tierschutzgesetzes (Totungsanzeige T 0041/06). Die
Entnahme der Herzen erfolgte nach CO,-Intoxikation. Das Gewebe wurde

schockgefroren und bei -80°C gelagert.

Il. 2. Gewebeaufschluss und Proteinlosung

Zur Aufbereitung werden die Myokardproben nach Zwischenlagerung in flissigem
Stickstoff im Morser zerkleinert und anschlielend mit einem sauberen und sterilen
Einwegskalpell zurechtgeschnitten.

Die gewogenen Gewebestlicke wurden nun in einem Phosphatpuffer mit 1:100
verdinntem Proteaseinhibitor (Protease-Inhibitor-cocktail P-8340, Sigma Aldrich, St.
Louis, USA) mit Hilfe eines Glas-Potters homogenisiert.

Das Homogenisat wurde bei 10 000 rpm fur 10 Minuten bei 4°C zentrifugiert.

Es erfolgte eine erneute Zentrifugation des Uberstandes bei 10 000 rpm fir 30
Minuten bei 4°C.

Das Pellet (mitochondriale Fraktion) wurde in 50 ul Extraktionspuffer mit
Proteaseinhibitor gegeben. Vom Uberstand (zytosolische Fraktion) und der
Mitochondrienlésung wurde mithilfe des BCA-Essays (BCA Protein Assay, Pierce,

Rockford, USA) die Proteinkonzentration bestimmt.
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Herstellung des Phosphatpuffers:

Stammldosung A: 0,1 M
1,3799 g Di-Natrium-Hydrogenphosphat in 100 ml Aqua dest.

Stammlésung B: 1,0 M
1,3799 g Di-Natrium-Hydrogenphosphat in 10 ml Aqua dest.

Von Lésung A 10 ml mit 90 ml Aqua dest., von Lésung B 1 ml mit 99 ml Aqua dest.

mischen, dann 50 ml des ersten Gemisches mit soviel des zweiten titrieren, bis ein

pH-Wert von 7,5 erreicht ist.
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II. 3. Proteinkonzentrationsbestimmung

Messprinzip: Mithilfe einer Albuminstandardlésung bekannter Konzentration wird eine
Eichkurve erstellt (BCA Protein Assay, Pierce, Rockford, USA). Mit den ermittelten
Extinktionswerten des Standards werden diejenigen der Proben verglichen, und Uber
die Regressionsgerade wird die Proteinkonzentration berechnet.

FUr die Verdunnungsreihe des Proteinstandards wird eine Albuminlosung auf 50,
100, 150, 250, 750 pg/ml verdunnt. Von der Verdinnung werden je 25 pl in 1,5 ml
Eppendorfgefalle pipettiert.

Es erfolgt eine Doppelbestimmung. Fir die Bestimmung des Leerwertes werden 25
gl Aqua dest. eingesetzt.

Von den zytosolischen und mitochondrialen Proteinldsungen werden je 12,5 pl
zusammen mit 12,5 pl Aqua dest. in zwei Eppendorfgefalle pipettiert.

Der Standard und die Proben werden mit 500 yl BCA-Reagenzlésung gemischt. Die
BCA-Reagenzlésung wird aus Losung A+B im Verhaltnis 50:1 entsprechend den
Herstellerangaben hergestellt.

Die Proben werden 30 Minuten lang im Wasserbad bei 37°C inkubiert.

Nach der Inkubationszeit werden die Lésungen in 1,5 ml Halbmikro-Kivetten (UV-
HalbmikrokUvetten, Plastibrand, Wertheim, Deutschland) Uberfihrt und ihre
Proteinkonzentrationen im Spektralphotometer (Spectrophotometer DU 640,
Beckman Coulter Inc., Fullerton, USA) bei 562 nm bestimmt.

[I. 4. Enzymaktivitatsbestimmung der mitochondrialen und zytosolischen CK

Messprinzip: Die Aktivitatsbestimmung erfolgt mittels eines optischen Tests,

basierend auf der folgenden Reaktionsfolge.

CK
1) Kreatinphosphat + ADP <-> Kreatin + ATP

Hexokinase
2) ATP + D-Glucose <-> ADP + D-Glucose-6-Phosphat

Glukose-6-Phosphat-Dehydrogenase
3) D-Glucose-6-Phosphat + NADP+ <-> D-Gluconat-6-Phosphat + NADPH/H+
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Zur Bestimmung der CK-Aktivitat wird der CK-Kit (CK-Kit, Boehringer, Ingelheim,
Deutschland) verwendet.

20 pl einer 100 ng/ul konzentrierten Proteinprobe der zytosolischen bzw. 200 ng/pl
der mitochondrialen Fraktion werden mit 500 upl Substratldsung in eine 1,5 ml Kivette
pipettiert.

Die Substratlésung wird entsprechend dem Hersteller zusammengemischt und fur 10

Minuten auf Raumtemperatur gebracht.

Nach einer Vorinkubationszeit von 2 Minuten wird die Extinktionsanderung 4 Minuten
lang im Intervall von 30 Sekunden bei 340 nm Wellenlange gemessen. Die
ermittelten Werte werden mit dem Faktor 4127 multipliziert.

Die Extinktionsanderung basiert auf der Zunahme des Reduktionsaquivalentes
NADPH/H+, dessen Absorptionsmaximum bei 340 nm liegt. Die Aktivitat wird in

Mmol/mgxmin angegeben.

Wellenlange 340 nm

Inkubationszeit 2 min

MelRzeit 4 min
Intervall 30s
Faktor 4127

II. 5. Bestimmung der CK-Isoformanteile

Wie oben beschrieben, liegt die CK in verschiedenen Isoformen vor, die
elektrophoretisch aufgetrennt und sichtbar gemacht werden kénnen. Die Auftrennung
in Isoenzyme erfolgt auf einem gepufferten Agarose-Gel (Isoenzym-Kit Paragon,
Beckman Coulter Inc., Fullerton, USA). In den Isoenzymbanden bildet sich ein
Farbstoff, der im UV-Licht sichtbar ist.

Nach Entnahme aus der Verpackung wird das Gel vorsichtig abgeblottet, wobei
Luftblasen vermieden werden. In die Auftragstaschen des Gels werden 5 pul der auf
600 ng/pl verdinnten zytosolischen Proteinfraktion pipettiert. Nach einer
Diffusionszeit von 5 Minuten wird Uberschussige Losung mit einem Blotter entfernt.
Das Gel wird jetzt in einen Rahmen gespannt und in die Elektrophoresezelle

gehangt.
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In der Elektrophoresezelle befinden sich jeweils 45 ml Substratpuffer, der hergestellt
wird durch Lésen einer Flasche CK-Puffer in 1000 ml destilliertem Wasser.

Nach einer Trennzeit von 20 Minuten bei einer Spannung von 100 Volt wird das Gel
aus der Zelle genommen und in eine lichtdichte Inkubationsbox gelegt. Auf das Gel
wird vor SchlieBen der Box ein mit Substrat getrankter Gelblotter gelegt. Die
Inkubationszeit betragt 30 Minuten bei 45°C.

Nach der Inkubation werden die Gele in einen Rahmen gespannt und 1 Minute lang
in 5%ige Essigsaure getaucht, dann fur 3 Minuten unter einen Gel- und zwei
Trockenblotter gelegt, um zuletzt noch einmal 1 Minute lang in die Essigldsung
getaucht zu werden. Zum Trocknen wird das Gel in einen Trockner mit laminar
airflow gelegt.

Die getrocknete Folie wird unter UV-Licht photographiert (Abbildung 4) und

anschlie3end densitometrisch ausgewertet.

Abbildung 4: Beispiel einer elektrophoretischen Auftrennung der CK-Isoenzyme
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I1.6. Statistik

Alle Daten sind als Mittelwerte +/- Standardfehler angegeben. Fur die Analysen
wurden parametrische und nicht-parametrische Tests verwendet. Bei
normalverteilten Standardfehlern wurde nach dem t-Test, bei nicht normalverteilten
nach dem Man-Whitney-U-Test gerechnet. Ein p-Wert von < 0,05 wurde als
statistisch signifikant gewertet, die Angabe der p-Werte erfolgte entsprechend
*=<0,05, **=<0,01, ***=<0,001.
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[ll. Ergebnisse

Es soll untersucht werden, welchen Einfluss die ANT1-Uberexpression auf die
myokardialen CK-Aktivitaten und ihre Isoformverteilung in der Herzmuskelzelle unter
physiologischen und pathologischen Bedingungen ausubt. Hierzu wurden die
genannten Parameter an den ANT1-, REN- und doppelt-transgenen sowie an

Wildtyp-Tieren als Kontrollgruppe gemessen und analysiert.

I1l. 1. Aktivitat der mitochondrialen Kreatinkinase

Aufgrund der engen Kopplung zwischen ANT1 und CKy,; sollte analysiert werden,
inwieweit eine veranderte ANT1-Expression die Aktivitat der CKn,i: beeinflusst.

Bei Vergleich der ANT1-transgenen Tiere mit der Kontrollgruppe (WT) zeigt sich kein
signifikanter Unterschied in der Aktivitdt der mitochondrialen Kreatinkinase, wie
Abbildung 5 zeigt.

Bei Vergleich der REN-Tiere mit der Kontrollgruppe konnte dagegen eine signifikant
erniedrigte Aktivitat der mitochondrialen CK gemessen werden.

Die Uberexpression von ANT1 in Renin-transgenen Tieren (ANT/REN) fiihrt
wiederum zu einer Normalisierung der mitochondrialen CK-Aktivitat, so dass kein

signifikanter Unterschied zum Wildtyp mehr festgestellt werden konnte.

Mitochondriale CK-Aktivitat
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Abbildung 5: Vergleich der mitochondrialen CK-Aktivitaten der Gruppen untereinander. Die CK-Aktivitat der REN-
Gruppe ist signifikant erniedrigt. WT=Wildtyp, ANT=ANT1-transgene Tiere, REN=Renin-transgene Tiere,
ANT/REN=doppelt-transgene Tiere.
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[ll. 2. Aktivitat der zytosolischen Kreatinkinase

Bei Vergleich der ANT1-transgenen Tiere mit der Kontrollgruppe zeigt sich kein
signifikanter Unterschied in der Aktivitat der zytosolischen Kreatinkinase. Bei
Vergleich der REN-Tiere mit der Kontroligruppe konnte dagegen eine signifikant
erniedrigte Aktivitat des Enzyms gemessen werden.

Bei Vergleich der REN-Tiere mit den doppelt-transgenen Tieren (ANT/REN) fallt
jedoch auf, dass die doppelt-transgenen Tiere wieder eine normalisierte CK-Aktivitat
zeigen. Zwischen ANT/REN- und WT-Tieren war wiederum kein signifikanter

Unterschied zu beobachten, wie Abbildung 6 zeigt.

Zytosolische CK-Aktivitat
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Abbildung 6: Vergleich der zytosolischen CK-Aktivitdten der Gruppen untereinander. Die CK-Aktivitdt der REN-
Gruppe ist signifikant erniedrigt.
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. 3. Isoformverteilung

Untersucht wurde, ob es zu den veranderten Enzymaktivitadten korrespondierende
Anderungen in der Verteilung der Isoformen gibt (Abbildung 7).

Bei Vergleich der Anteile der CK.x-lsoform fallt ein hochsignifikanter Unterschied
zwischen REN- und WT-Tieren auf. Bei den REN-Tieren ist der Anteil der CK-BB
signifikant erhoht, wahrend der der CK-MM deutlich erniedrigt ist.

Bei gleichzeitiger Uberexpression von ANT1- und Renin sind die Anteile der
Isoformen dagegen normalisiert. Die ANT-Tiere haben eine Tendenz zu erniedrigter

Expression der B-Untereinheit der CK, die statistisch signifikant ist.
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Abbildung 7: Die Isoformverteilung der
zytosolischen CK in den einzelnen
Gruppen.

Die MM- und die BB- Isoform der REN-
Gruppe sind signifikant erniedrigt bzw.
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[ll. 4. Zusammenfassung

In der REN-Gruppe, als Referenzgruppe fur kardial erkrankte Tiere, finden sich
signifikant erniedrigte CK-Aktivitaten und ein signifikant erhdhter Anteil der CK-BB-
bzw. erniedrigter Anteil der CK-MM-Isoform im Vergleich zum WT.

Die ANT1-Uberexpression fiihrt unter physiologischen Bedingungen zu keiner
signifikanten Veranderung der mitochondrialen und zytosolischen
Kreatinkinaseaktivitat, jedoch zu einer erniedrigten CK-BB-Expression. Unter
gleichzeitiger REN-Uberexpression wirkt die ANT1-Uberexpression den bei den

REN-Tieren beobachteten Veranderungen im Kreatinkinasesystem entgegen.
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IV. Diskussion

Die ANT1 ist ein zentrales Protein im Energiestoffwechsel der eukaryontischen Zelle.
Storungen ihrer Funktion kdnnen die Grundlage fur eine eingeschrankte Herzleistung
sein, wie an Knockout-Mausen, welche die ANT1 nicht exprimieren, gezeigt wurde
(27). Als multifunktionales Protein ist sie auch an der Apoptose beteiligt (53) und ein
Bindungspartner fur Proteine, wie das pro- bzw. antiapoptotische Bcl-2 und Bax, die
ihre Aktivitat beeinflussen (9). Zudem binden Proteine der Signaltransduktion wie z.
B. BART (10) und Transkriptionsregulatoren wie |-kappa b-alpha (11) an die ANT1.
Auch virale Proteine binden an sie, um Apoptosevorgange zu initieren oder zu
blockieren (12). Sie ist mit ihren verschiedenen Funktionen von entscheidender
Bedeutung in Energiestoffwechsel, Apoptose und intrazellularer Kommunikation.

Wie in der Einleitung besprochen, interagieren CKnit, neben der CK.,: Teil des CK-
Systems, und die ANT1 funktionell und raumlich miteinander. In dieser Arbeit wurde
untersucht, welchen Einfluss die ANT1-Uberexpression auf die Aktivitat des CK-
Systems gesunder Wildtyp-Tiere und REN-transgener Tiere, die wegen einer Renin-
Uberexpression an einer hypertensiven Kardiopathie litten, ausibt.

Denkbar ware, dass eine Uberexpression der ANT1 im Wildtyp die Aktivitat der
beiden CK beeinflusst, etwa durch eine schnellere Substratbereitstellung das CK-
System beschleunigt und die Aktivitat gesteigert wird. Auf der anderen Seite konnte
das CK-System ab einer bestimmten Substratmenge gesattigt sein, so dass der
effektive Substratumsatz unverandert bleibt im Sinne einer Sattigungskurve.
Letzteres ist mit den Ergebnissen dieser Arbeit vereinbar, denn zwischen den CK-
Aktivitaten der ANT1-transgenen und der Wildtyp-Tiere besteht kein signifikanter
Unterschied. Die isolierte ANT1-Uberexpression fiihrt also unter physiologischen
Bedingungen beim Wildtyp trotz engem raumlichen und funktionalen Zusammenhang
von ANT1 und CKnt nicht zu einer veranderten Aktivitat des CK-Systems.

Dagegen konnte beobachtet werden, dass eine erniedrigte ANT1-Aktivitat einen
ungunstigen Einfluss auf die Aktivitat des CK-Systems ausubt. Das wurde an
Menschen und Mausen beobachtet im Rahmen einer enteroviral bedingten
Myokarditis, moglicherweise geschieht dies im Zusammenhang mit der MPTP, an
deren Bildung ANT1 und CKn,; beteiligt sind (17, 33, 54, 55, 56).

In den REN-Tieren hingegen konnte in dieser Arbeit erstmals beobachtet werden,
dass deren mitochondriale und zytosolische CK-Aktivitat deutlich vermindert sind.

Das ist vereinbar mit einem gestdrten Energiestoffwechsel (43) im Rahmen der
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hypertensiven Kardiopathie, zu der die Renin-Uberexpression fiihrt. Stérungen des
Energiestoffwechsels wiederum flihren zu oxidativem Stress.

Tatsachlich ist das CK-System besonders anféllig fur oxidativen Stress. Ein
moglicher molekularer Mechanismus sind Modifikationen des aktiven Zentrums der
Kreatinkinase (CK). Die mitochondriale CK konnte als Ziel reaktiver Sauerstoff- und
Stickstoffverbindungen identifiziert werden (57). Stickstoffmonoxid (NO) scheint die
Aktivitat der CKnyit und CKg: durch Bindung an deren Sulphydryl-Gruppen zu
vermindern. NO wird freigesetzt im Rahmen erhohten oxidativen Stresses, z. B. bei
Entzindung durch Zytokine wie TNFa (58) oder im Rahmen der beobachteten
Hypertrophie.

Bei linksventrikularer Hypertrophie wurden auch Anderungen der CK-Aktivitaten
beobachtet (59). Wegen der Eigenschaft, Mangel an ATP kurzfristig durch
Bereitstellung von Kreatinphosphat (PCr) abzupuffern, wirkt sich eine verminderte
CK-Aktivitat nachvollziehbar ungunstig auf die Herzfunktion aus. Weiter wurde
gezeigt, dass eine Verringerung von PCr die Kontraktilitat beeintrachtigt und die
Uberlebensrate etwa nach einem Herzinfarkt herabsetzt (59). CK-Knockout reduziert
die kontraktilen Reserven (60), und Knockout beider CK-lsoenzyme verringert die
myokardiale Regeneration nach ischamischem Stress. Allerdings scheint es auf
subzellularer Ebene zu einer Reorganisation anderer ATP-puffernder Systeme zu
kommen (61), wie z. B. der Adenyl-Kinase, die in Teilen den Ausfall des CK-Systems
kompensieren. Eine Verringerung von PCr scheint daruber hinaus direkt das
Aktinomyosin-System zu beeinflussen, auch wenn die ATP-Menge unbeeintrachtigt
ist (62).

Jedenfalls ist eine verringerte Aktivitat des CK-Systems bei den REN-transgenen
Tieren mit einer herabgesetzten Herzleistung vereinbar, wie sie bei konzentrischer
Hypertrophie und folgenden oxidativem Stress beobachtet wird.

Bei den doppelt-transgenen Tieren kann nun beobachtet werden, welchen Einfluss
die Uberexpression der ANT1 auf die CK-Aktivitdten in einem modellhaft kranken
Tier ausubt. Vor dem Hintergrund der Ergebnisse ist z. B. denkbar, dass die ANT1-
Uberexpression wie bei den einfach ANT1-transgenen Tieren keinen signifikanten
Einfluss auf die Aktivitdt des CK-Systems ausibt und eine Abnahme der CK-
Aktivitaten wie bei den REN-Tieren beobachtet wird. Interessanterweise zeigen die
Ergebnisse aber, dass eine parallele Uberexpression von ANT1 im REN-transgenen
Tier die Aktivitaten der mitochondrialen und zytosolischen CK soweit verandert, dass

kein signifikanter Unterschied mehr zum Wildtyp gemessen wurde, es also zu einer
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Normalisierung kam. Denkbar ist, dass in den REN-transgenen Tieren durch die
ANT1-Uberexpression ausreichend Substrat in Form von ATP bereitgestellt und
damit einer verminderten CK-Aktivitat entgegengewirkt wird.

Von besonderer Bedeutung ist moglicherweise der Einfluss der ANT1-
Uberexpression auf die Komplexe der Atmungskette. Die Komplexe I, lll und IV
zeigen hierunter eine gesteigerte Aktivitat (43). Bei REN-transgenen Ratten konnte
eine verminderte Aktivitat des Komplex Il gefunden werden, die bei doppelt-
transgenen ANT1/REN-Tieren nicht zu beobachten war. Moglicherweise stabilisiert
die Uberexpression der ANT1 die Atmungskette. Uber eine Stabilisierung der
Atmungskette kann die Freisetzung oxidativer Reagenzien verringert werden, die
wiederum, wie oben angeflhrt, die Funktion der CK lber Anderungen am aktiven
Zentrum beeinflussen und stéren kénnen.

Vor diesem Hintergrund kann eine normalisierte CK-Aktivitat bei doppelt-transgenen
Tieren als sekundare Folge des Einflusses der ANT1-Uberexpression auf die
Atmungskette gedeutet werden. Hiermit vereinbar ist auch, dass die CK-Aktivitat bei
einfach transgenen ANT1-Uberexprimierenden Tieren unbeeintrachtigt ist.

So ist moglicherweise nicht die direkte Interaktion von ANT1 und CK Ursache der
normalisierten CK-Aktivitat der doppelt-transgenen Tiere, sondern eher der
stabilisierende Einfluss der ANT1 auf die Enzyme der Atmungskette, der sich dann
wiederum gunstig auf die Aktivitat der CK auswirkt (43).

Neben der Normalisierung der CK-Aktivitat in den doppelt-transgenen Tieren, die so
betrachtet kein direkter protektiver Mechanismus der Zelle, sondern eher Folge
komplexer Anderungen der Atmungskette ist, sind andere, die Zelle schiitzende
Mechanismen als Folge der ANT1-Uberexpression denkbar. Im Zusammenhang der
ANT1-Uberexpression mit einer Stabilisierung der Atmungskette wurde in anderen
Arbeiten (43) weiter beschrieben, dass trotz gesteigerter Aktivitdten der
Atmungskettenenzyme |I-IV keine Zunahme von energiereichen Phosphaten wie
ADP, ATP und PCr gemessen werden konnte, so dass von einem beschleunigten,
aber nicht vermehrten Energieumsatz ausgegangen werden kann. In diesem
Rahmen scheint die ANT1 indirekt Uber die Atmungskette Einfluss auf die Aktivitat
der CKnit zu nehmen, ohne deren Aktivitat zu steigern; nur in dem Modell, in dem die
ANT1 Uberexprimiert wird, sind die Enzymaktivitaten der Atmungskette und der CKnjt
im Bereich der Aktivitaten der Kontrollgruppe (43). Die Stabilisierung der
Atmungskette durch die ANT1-Uberexpression ist fiir die Aufrechterhaltung von

Struktur und Funktion der Zelle entscheidend. Daflir spricht einerseits die
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normalisierte CK-Aktivitat, andererseits die Unterbindung der mitochondrialen
Apoptose.

SchlieRlich ist die ANT1 ein multifunktionales Protein, das auch im Rahmen der
Apoptose eine wichtige Rolle spielt. Es konnte in den REN-Tieren beobachtet
werden, dass Stérungen der oxidativen Phosphorylierung eine Offnung der
mitochondrialen Pore und damit die Einleitung der Apoptose begunstigen (53, 63). Im
geoffneten Zustand kommt es zu osmotischem Flussigkeitseinstrom in das
Mitochondrion und zur Freisetzung Caspase aktivierender Faktoren wie Cytochrom
C, was zur Schadigung der DNA und letztlich der ganzen Zelle flhrt (64). Die ANT1
ist ein konstitutiver Bestandteil dieser Pore, der deren Offnungszustand entscheidend
zu regulieren scheint (53). Die bei ANT1-Uberexpression beobachtete Stabilisierung
der Atmungskette und die CKyit konnen durch Inhibition der Porendffnung die
mitochondrienvermittelte Apoptoseinduktion behindern (63).

In den doppelt-transgenen ANT/REN-Tieren konnte nun ein stabilisierender Einfluss
der ANT1-Uberexpression auf die Atmungskette beobachtet werden, so dass
Cytochrom C nicht freigesetzt wird, die Caspaseaktivitat nicht erhoht ist und die
Offnung der Pore nicht begiinstigt wird (63). Die Struktur der Mitochondrien bleibt
stabil und die Anzahl apoptotischer Komplexe ist geringer (53). Aul3erdem erhoéht die
ANT1-Uberexpression die Dichte der inneren mitochondrialen Membran und
erniedrigt damit die Durchlassigkeit fur lonen; hierfur spricht eine Zunahme der
Lrespiratory control ratio“ als Parameter fur die mitochondriale Membranpermeabilitat
und Effektivitat der Energiekopplung (43).

Interessanterweise gibt es Hinweise darauf, dass die Anwesenheit von CKq die
Stabilitat des Porenkomplexes, an dessen Bildung die ANT1 beteiligt ist, stabilisiert
bzw. die Funktion der MPTP reguliert (20) und damit der Einleitung der Apoptose
entgegenwirkt.

Proteolipidkomplexe, die CK und ANT1 enthalten, haben einen stabilisierenden
Einflud auf die Mitochondrial Permeability Transition Pore (MPTP) (18) und damit
einen protektiven Einfluss auf die Zelle.

Ob die ANT1 und die CK auch aulerhalb der Pore neben einer funktionellen auch
eine strukturelle Bindung eingehen, ist unklar. An der ANT1 nachgewiesenes
Cardiolipin kdnnte aber eine Verbindung beider Molekule vermitteln (20, 21, 22).
Vereinbar sind die Ergebnisse mit dem aktuell diskutierten kardioprotektiven
Programm (43). Es wurde beobachtet, dass die Expression von Genen, die

Komplexe der oxidativen Phosphorylierung wie Cytochrom C, Cytochrom Oxidase
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und ANT1 codieren, nach ischamischem oder hyperthermischem “Preconditioning®
gesteigert wird (32, 46, 65). Praconditionierte Mitochondrien zeigten eine
Stabilisierung der oxidativen Phosphorylierung nach kurzen derartigen
Stressimpulsen.

Der kardioprotektive Prozess bewirkt eine Verringerung der Nekroserate, eine
schnellere Rickgewinnung der kontraktilen Funktion und ein verzdgertes Auftreten
fibrotischer Umbildungen. In diesem Rahmen fuhrt der Transfer von ANT1 durch
virale Vektoren in ANT1-defiziente Skelettmuskelzellen zur Erhéhung des
mitochondrialen Exports von ATP und zur Rickbildung nekrotischer und fibrotischer
Anderungen.

Uberexpression bestimmter Proteine, wie dem antiapoptotischen Bcl-2 und
PKCepsiion, die direkt mit der ANT1 oder der Mitochondrial Permeability Transition
Pore (MPTP) interagieren, verstarkt diesen nach Preconditioning einsetzenden
protektiven Effekt (48). Bcl-2 steigert die ADP/ATP-Transport-Aktivitat der ANT1 (9).
Eine erhohte ANT1-Aktivitat wird also auch hier im Rahmen kardioprotektiver
Prozesse beobachtet. Eine stabilisierte ANT1- und ATPase-Aktivitat sowie eine
verbesserte Kopplung zwischen ANT1 und mitochondrialer Kreatinkinase tragen
dabei zur Stabilisierung des zytosolischen Energiegehaltes bei (50, 51).

Neben den Aktivitdten waren auch die Expressionsmuster der Isoformen des CK-
Systems verandert. Es konnte gezeigt werden, dass es bei den REN-Tieren zu
einem Shift kommt; die langsamere B-Untereinheit ist erhoht, die schneller
katalysierende M-Form erniedrigt. Die hdhere Expression der langsameren Isoform
ist mit der generell gestorten Herzfunktion der REN-Tiere vereinbar.

Die ANT1-Tiere zeigen dagegen eine Tendenz zu einer gegenuber dem Wildtyp
erhohten Expression der M-Anteile. Dieser Umstand kann als Folge der ANT1-
Uberexpression gedeutet werden, in deren Rahmen es zu einer héheren ANT1-
Aktivitat und einer beschleunigten Substratbereitstellung an das CK-System kommt.
Moglicherweise wird die Expression der CK-lsoformen so der Expression bzw.
Aktivitdt der ANT1 angeglichen. Allerdings sind die Anderungen der Expression im
CK-System gering und gegeniber den Anderungen der Aktivitat vermutlich nicht
wesentlich relevant.

Insgesamt  scheint die  ANT1-Uberexpression eine  Angleichung  von

Energiebereitstellung und — transport an physiologische Verhaltnisse zu begunstigen.

28



V. Zusammenfassung

Einleitung: Die ANT1 spielt eine wichtige Rolle im Metabolismus eukaryontischer
Zellen einerseits als Bindeglied von mitochondrialem Energieaufbau und
zytosolischem —abbau, andererseits als konstitutiver Bestandteil einer die Apoptose
modulierenden mitochondrialen Membranpore. In beiden Funktionen besteht eine
enge Verbindung zum Enzymsystem der Kreatinkinase, das aus einer zytosolischen
und einer mitochondrialen Form besteht. Die ANT1 beliefert das Kreatinkinasesystem
mit den gemeinsamen Substraten Adenosin-Di- und —Tri-Phosphat (ADP und ATP).
Aufgrund der engen Beziehung zwischen ANT1 und CK soll der Einfluss einer
kardialen ANT1-Uberexpression auf das Kreatinkinasesystem unter physiologischen
und pathologischen Bedingungen analysiert werden.

Methoden: Um den Einfluss der ANT1-Uberexpression auf die myokardialen CK-
Aktivitaten und ihre Isoformverteilung in der Herzmuskelzelle unter physiologischen
und pathologischen Bedingungen zu bestimmen, wurden die genannten Parameter
an ANT1-, REN- und doppelt-transgenen, d. h. ANT1 und Renin parallel
uberexprimierenden Tieren (ANT/REN) sowie an Wildtyp-Tieren gemessen und
analysiert. Die Enzymaktivitdten wurden photometrisch, die Expressionsmuster
elektrophoretisch bestimmt und densitometrisch ausgewertet. Fir die Analysen
wurden parametrische und nicht-parametrische Tests verwendet. Bei
normalverteilten Standardfehlern wurde nach dem t-Test, bei nicht normalverteilten
nach dem Mann-Whitney-U-Test gerechnet.

Ergebnisse: Bei Vergleich der ANT1-transgenen Tiere mit der Kontrollgruppe zeigt
sich kein signifikanter Unterschied in der Aktivitat des Kreatinkinasesystems, die
Enzymaktivitaten der REN-Tiere sind dagegen signifikant erniedrigt. Die doppelt-
transgenen Tiere zeigen dagegen dem Wildtyp angeglichene CK-Aktivitaten, ein
signifikanter Unterschied besteht nicht.

Schlussfolgerung: Eine erhohte Expression der ANT1, die in Energiestoffwechsel und
Apoptose eine zentrale Rolle spielt, beeinflusst die Aktivitat des CK-Systems unter
pathologischen Bedingungen gunstig. Erniedrigte CK-Aktivitdten an einfach
transgenen REN-Tieren konnten durch gleichzeitige Uberexpression der ANT1 in
doppelt-transgenen ANT/REN-Tieren soweit ausgeglichen werden, dass kein
signifikanter Unterschied in der CK-Aktivitat gegenuber dem Wildtyp beobachtet
werden konnte. Diese Ergebnisse sprechen fur eine kardioprotektive Wirkung der

ANT1-Uberexpression.
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