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I.  EINLEITUNG

Der akute Myokardinfarkt ist jedes Jahr fur den Tod von Millionen Menschen
weltweit  verantwortlich und ist die Hauptursache der chronischen
Herzinsuffizienz. Hierbei ist die Prognose nach einem Herzinfarkt hauptsachlich
von der kardialen InfarktgrofRe abhéngig (Katz 2000; Keeley et al. 2003). Diese
wird einerseits durch die Ischdmie selbst und andererseits durch die Reperfusion
des ischamischen Myokards bestimmt, was zusammenfassend als Ischamie-
Reperfusions (I/R) -Schaden bezeichnet wird (Murphy und Steenbergen 2008;
Powers et al. 2007). Eine der Hauptursachen des myokardialen Ischdmie-
Reperfusions-Schadens sind mitochondriale Funktionsstérungen, insbesondere
eine beeintréchtigte Regeneration von Adenosintriphosphat (ATP) (Hausenloy
und Yellon 2013), eine Uberproduktion von reaktiven O,-Radikalen (ROS)
(Zweier und Talukder 2006) und die Offnung der mitochondrialen Permeabilitats-
Transitions-Pore (mPTP) (Crompton et al. 1999; Di Lisa et al. 2011). Die mPTP
ist eine Pore in der inneren Mitochondrienmembran, deren Offnung zum
Untergang des Mitochondriums flihren kann (Crompton et al. 1999). Die
regulatorischen Mechanismen, die die Mitochondrienfunktion in der kardialen
Ischdmie-Reperfusion beeintrachtigen, sind bislang unvollstandig aufgeklart.

Sirtuin 4 (Sirt4) ist ein NAD" (oxidiertes Nicotinamidadenindinukleotid)-
abhangiges mitochondriales Enzym, welches als ADP (Adenosindiphosphat)-
Ribosyltransferase (Ahuja et al. 2007), Deacetylase (Laurent et al. 2013; Rauh et
al. 2013) und Lipoamidase (Mathias et al. 2014) fungiert. Es ist bislang wenig
charakterisiert, und seine Funktion im Herzen ist trotz deutlicher kardialer
Expressionsspiegel nahezu unbekannt. Ein Target von Sirt4 ist Cyclophilin D,
welches eine vermehrte Offnung der mPTP bewirkt (Alam et al. 2015).
Uberexpression von Sirt4 kann die mPTP-Offnung beglinstigen, wohingegen
Fehlen von Sirt4 die Offnung der mPTP verhindern kann (Verma et al. 2013). Da
es wihrend der I/R zu einem Verlust an mitochondrialem NAD" kommt, wurde
die Vermutung geduBert, dass die Aktivitdt mitochondrialer Sirtuine reduziert sein
konnte, was auch Sirt4 mit einschlieBen wirde. Wir haben daher die Hypothese
aufgestellt, dass eine Hemmung der Sirt4-Aktivitdt wéhrend der Ischamie-
Reperfusion aufgrund einer NAD'-Depletion durch Verhinderung der mPTP-

Offnung der GroRenzunahme eines Herzinfarktes entgegenwirken konnte. Es war
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daraufhin das Ziel dieses Projektes, die Rolle von Sirt4 in der Ausbildung des
kardialen Ischdmie-Reperfusions-Schadens zu untersuchen. Im ndchsten
Abschnitt soll zur Einfilhrung zunéchst ein Uberblick tiber die bekannte Literatur
zum Kkardialen Energiestoffwechsel, im speziellen zum mitochondrialen
Stoffwechsel des Herzens, sowie dessen Verénderung bei Ischdmie-Reperfusion
hergestellt werden. SchlieRlich sollen die bisher bekannten Funktionen von
Sirtuinen, im Besonderen von Sirt4, besprochen werden, um dann in Relation zum

kardialen Stoffwechsel die Hypothese dieser Arbeit zu formulieren.
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I1.LITERATURUBERSICHT

1. Kardialer Energiesubstratstoffwechsel

Der Energiestoffwechsel ist fur das Herz von besonderer Relevanz, da fur den
Erhalt der kardialen Pumpfunktion kontinuierlich Adenosintriphosphat (ATP)
benoétigt wird. Diese groRen Mengen von ATP werden hauptsachlich durch
oxidative Phosphorylierung in den Mitochondrien gebildet. Normalerweise sind
ATP-verbrauchende Reaktionen, wie die Kontraktion oder Strukturerhaltung, und
ATP-synthetisierende Reaktionen im Gleichgewicht. Das Herz verbrennt als
Substrate im Wesentlichen etwa 50-60% freie Fettsduren und 30-40% Glukose.
Zu lediglich geringen Anteilen werden auch Laktat, Aminosauren und
Ketonkorper fiir die ATP-Synthese oxidiert. Die prozentualen Anteile der
einzelnen Substrate an den Oxidationsraten hangen jedoch sehr von ihrer
Blutkonzentration ab und konnen stark variieren. Aufgrund seiner hohen
Variabilitat an oxidativen Substraten wird das Herz auch als , Allesfresser
bezeichnet, anders als beispielsweise das Gehirn, welches fast ausschlielich
Glukose verstoffwechselt. 80% des vom Herzen verbrauchten ATPs wird fur die
Kontraktion und Relaxation verbraucht, 15-20% fir strukturerhaltende Prozesse
und nur 0,5-1% fur die Aufrechterhaltung der elektrischen Erregbarkeit (Schmidt
et al. 2011; Bauer et al. 2001).

Glukose wird (ber den Glukose-Transporter-1 und 1V (Glutl, Glut4) in die
Herzmuskelzelle eingeschleust. Dort wird die Glukose im Zytoplasma in der
Glykolyse schrittweise abgebaut. Im Rahmen der Glykolyse wird Glukose zu
Pyruvat umgewandelt, wobei bereits ATP entsteht. Das Pyruvat wird dann Uber
den mitochondrialen Pyruvat-Carrier (MPC) in das Mitochondrium transportiert,
dort durch den Pyruvat-Dehydrogenase-Komplex (PDH) decarboxyliert und dann
die Acetylgruppe auf Coenzym A (CoA) lbertragen, so dass Acetyl-CoA entsteht.
Fettsduren werden durch die Transporter Fatty-Acid-Translokase (FAT) und
Fatty-Acid-Transport-Protein (FATP) in die Zelle gebracht. Dort werden sie im
Zytoplasma durch die Acyl-CoA-Synthetase zu Acyl-CoA aktiviert und
anschlielend Uber das Carnithin-Palmitoyl-Transferase (CPT)-Enzymsystem ins

Mitochondrium transportiert. Das intramitochondriale Acyl-CoA wird in die Beta-
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Oxidation eingeschleust und ebenfalls zu Acetyl-CoA umgewandelt. Das auf
beiden Stoffwechselwegen entstandene Acetyl-CoA wird dann in den Citratzyklus
eingespeist. Im Citratzyklus fallen reduziertes Nicotinamidadenindinukleotid
(NADH) und Flavin-Adenin-Dinukleotid (FADH,) als Reduktionsaquivalente an.
NADH und FADH; liefern anschlieBend Elektronen an die mitochondriale
Atmungskette, wo sie auf Sauerstoff Ubertragen werden. Dieser Prozess setzt
Energie frei, was die Bildung von ATP aus Adenosindiphosphat (ADP)
ermoglicht (Schmidt et al. 2011; Stanley et al. 2005). Die beschriebenen
Stoffwechselwege von Glucose und Fettsduren werden in Abbildung 1
schematisch dargestellt. Die Abldufe der mitochondrialen Atmungskette werden

in Kapitel 11.2. naher erldutert.

Glukose Fettsduren

Extrazellularraum

Zytosol I

v

Pyruvat

4

T1N15
r 1N159

2dIN
3

N

/

Mitochondrium ‘l’

Beta-
Oxidation

Pyruvat

/

—> NADH FADH,

| dm

\_ Atmungskette J
. J

Acetyl-CoA

Abbildung 1: Vereinfachte Darstellung des Energiesubstratstoffwechsels im Herzen.
Glukose-Transporter (GLUT), Fatty-Acid-Translokase (FAT), Fatty-Acid-Transport-
Protein (FATP), Adenosintriphosphat (ATP), Coenzym A (CoA), mitochondrialer
Pyruvat-Carrier (MPC), Carnithin-Palmitoyl-Transferase (CPT), Pyruvat-Dehydrogenase-
Komplex (PDH), Nicotinamidadenindinukleotid (NADH), Flavin-Adenin-Dinukleotid
(FADH,).
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Bei Sauerstoffmangel stellt sich der Herzstoffwechsel um, die oxidative
Phosphorylierung wird gehemmt, es kommt zum Absinken des ATP-Spiegels und
zur Akkumulation von NADH im Zytoplasma. Aufgrund des O,-Mangels kann
das in der Glykolyse entstehende Pyruvat nicht oxidativ abgebaut werden, so dass
die Glykolyse "anaerob" abl&uft. Folglich dreht sich die Richtung der von der
Lactatdehydrogenase katalysierten Reaktion um und Pyruvat wird zu Lactat
abgebaut. Dadurch nimmt der pH-Wert ab und eine Gewebeazidose entsteht
(Bauer et al. 2001; Stanley et al. 2005). Die in der anaeroben Glykolyse
regenerierten ATP-Mengen reichen nur kurzfristig zum Erhalt der Zellfunktion
aus, in der Folge kommt es dann zunehmend zum Untergang von

Kardiomyozyten.

2. Mitochondriale Atmungskette

Die Mitochondrien werden haufig als ,, Kraftwerke* der Zelle bezeichnet, weil sie
das energiereiche Molekil ATP bilden. Da eine kontinuierliche Bereitstellung von
ATP besonders im Herzen sehr wichtig ist, ist der Mitochondrienanteil in den
Myokardzellen mit bis zu 36% des Gesamtvolumens sehr hoch (Bauer et al.
2001). Die Herstellung von ATP geschieht hauptséchlich Uber die oxidative
Phosphorylierung. In diesem Kapitel soll die mitochondriale Atmungskette néher

beschrieben werden.

Die Atmungskette ist an der Innenseite der Mitochondrien lokalisiert und besteht
aus 4 Komplexen (Komplex I-1V), welche verschiedene spezifische Aufgaben
ausfihren. Weiterhin spielen die beiden Molekile Ubichinon (UQ) und
Cytochrom C (Cyt C) als Elektroneniibertréager eine wichtige Rolle. Zuerst wird
NADH durch den Komplex | (NADH-Dehydrogenase) oxidiert und der
Wasserstoff auf Ubichinon (bertragen. Der Komplex Il  (Succinat-
Dehydrogenase) katalysiert die Reaktion Succinat zu Fumarat und reduziert dabei
FAD (Flavin-Adenin-Dinukleotid) zu FADH,. Die Elektronen von diesem
FADH; werden direkt in die Atmungskette eingeschleust. Die Elektronen des
FADH, werden auf Ubichinon tbertragen und Ubichinon wird somit zu Ubichinol
reduziert. Das durch die Beta-Oxidation der Fettsduren entstehende FADH; wird

durch die Acyl-CoA-Dehydrogenase von Acyl-CoA (ber FAD ebenfalls auf
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Ubichinon (bertragen und kann so in die Atmungskette transportiert werden.
Durch den Komplex 11l (Cytochrom C-Reduktase) wird das Ubichinol wieder zu
Ubichinon regeneriert, indem die Elektronen auf Cytochrom C uUbertragen
werden. Anschlieend kann durch den Komplex 1V (Cytochrom C-Oxidase) das
mit Elektronen beladene Cytochrom C wieder oxidiert werden. Hierzu werden 2
Elektronen auf ein halbes Sauerstoff-Molekil Gbertragen, es entsteht H,O
(Wasser). Diese Reaktion wird auch als Knallgasreaktion bezeichnet, da es sich
hierbei um den stérksten exergonen Vorgang in der Atmungskette handelt. Pro
oxidiertem NADH konnen 10 Protonen und pro oxidiertem FADH, koénnen 6
Protonen (da Komplex I Gbersprungen wird) von der Mitochondrienmatrix in den
Intermembranraum  transportiert  werden.  Durch  den  entstehenden
elektrochemischen Gradienten und den Fluss der Protonen entlang diesem
Gradienten zuriick in die Mitochondrienmatrix wird die ATP-Synthase
angetrieben, welche aus ADP ATP regeneriert (Kreutzig 2001). Dieser Prozess ist

in Abbildung 2 vereinfacht dargestellt.

A a°0°0

NADH NAD FAD FADHZ* ADP ATP
Succinat Fumarat +P

1/202

innere Membran

Abbildung 2: Vereinfachte Darstellung der Atmungskette. In der mitochondrialen
Atmungskette findet an verschiedenen Proteinkomplexen (1-1V) mit Hilfe der
Elektronencarrier Ubichinon (UQ) wund Cytochrom C (Cyt C) Uber eine
Elektronentransportkette (blaue Pfeile) eine stufenweise Oxidation von H, zu H,O statt.
Hierbei werden Protonen (H*) in den Intermembranraum gepumpt (griine Pfeile),
wodurch ein elektrochemischer Gradient entsteht. Die FO/F1-ATPase nutzt diesen
Gradienten zur Phosphorylierung von ADP zu ATP.

Im Normalfall werden immer 4 Elektronen auf ein O,-Molekul (bertragen.
Kommt es jedoch zu einer unzureichenden Reduktion von Sauerstoff, kénnen
Elektronen ,,entweichen und reaktive Sauerstoffspezies (ROS) bilden. Etwa 0,2-
2% des verbrauchten Sauerstoffs werden in Sauerstoff-Radikale umgewandelt
(Madamanchi und Runge 2007). Am h&ufigsten gebildet und besonders gefahrlich
ist das Kkurzlebige  Superoxid-Radikal (O,"). Die  mitochondriale
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Superoxiddismutase (SOD2) reduziert Superoxid zu Wasserstoffperoxid (H.05),
welches stabiler ist und anschlieBend von der Catalase zu H,O entscharft werden
kann. Wenn die reaktiven Sauerstoffradikale nicht entscharft werden, kdnnen sie
DNA (Desoxyribonukleinsaure), mRNA (Messenger Ribonukleinséure), Lipide
und Proteine oxidieren und so direkt schadigen, oder diese in andere hochreaktive
Substanzen umwandeln (z.B. Lipidperoxide wie Malondialdehyd). AuRerdem
kann es zu Radikal-Radikal-Reaktionen kommen, z.B. mit Stickstoffmonoxid,
wobei das hochreaktive Peroxynitrit (ONOO;") gebildet wird (Madamanchi und
Runge 2007).

3. Regulation des mitochondrialen Stoffwechsels im Herzen

Das Herz besitzt verschiedene Mechanismen, um sich metabolisch anzupassen
und so auf ein verdndertes Substratangebot oder veranderte Energieanforderungen
reagieren zu kdnnen. Wenn die Zelle vermehrt ATP verbraucht, steigen der ADP
und der Adenosinmonophosphat (AMP)-Gehalt an. Um mehr ATP generieren zu
kdnnen, werden in der Adenylat-Kinase-Reaktion aus 2 ADP jeweils 1 Molekiil
ATP und AMP gebildet. Da AMP in hundertfach niedrigerer Konzentration in der
Zelle vorliegt, kommt es somit zu einem schnellen Anstieg des AMP/ATP-
Verhaltnisses. Dieser Anstieg wird von der AMP-aktivierten Proteinkinase
(AMPK) registriert, welche als zelluldrer Sensor fungiert und dessen Aktivitét
vom AMP/ATP-Verhaltnis abhdngt (Corton et al. 1994). AMPK wird einerseits
durch das Binden von AMP aktiviert und andererseits durch vorgeschaltete
Kinasen zusatzlich phosphoryliert und aktiviert (Wong et al. 2009). Nun aktiviert
AMPK katabole und hemmt anabole Stoffwechselwege. Hierbei wird vermehrt
GLUT4 in die Zellmembran transloziert, so dass eine vermehrte Aufnahme von
Glukose erfolgen kann (Young et al. 1999). Zusétzlich steigert AMPK die Rate
der Glykolyse, indem es das Schrittmacherenzym der Glykolyse, die
Phosphofruktokinase (PFK), aktiviert (Stanley et al. 2005). Aulierdem beeinflusst
AMPK die Oxidation von Fettsdauren positiv, indem es die Acetyl-CoA-
Carboxylase (ACC) hemmt und somit die Bildung von Malonyl-CoA aus Acetyl-
CoA verhindert. Dadurch wird die Carnitine-Palmitoyltransferase 1 (CPT1)
enthemmt und es kommt zu einem vermehrten Transport von Acyl-CoAs in die

Mitochondrien.
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Hemmung Aktivierung
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Proteinsynthese Glukoseaufnahme

Glykogensynthese Glykolyse
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\_ Fettsduresynthese J \_ Fettsdureoxidation

Abbildung 3: Einfluss von AMPK auf den Energiestoffwechsel. AMPK
(Adenosinmonophosphat-aktivierte Proteinkinase) aktiviert katabole Stoffwechselwege
und hemmt anabole Stoffwechselwege.

Der Fettsaurestoffwechsel wird auch auf transkriptionaler Ebene reguliert. Hier
spielt der Transkriptionsfaktor Peroxisome Proliferator-activated Receptor o
(PPARa) eine wichtige Rolle. Binden im Herzen langkettige Fettsduren an
PPARa, wird er aktiviert und formt Heterodimere mit dem Retinoid X Rezeptor o
(RXRa) (Berger und Moller 2002). Dieser Komplex bindet nun an PPARa
Erkennungssequenzen innerhalb der Promotoren nahezu aller Gene, die fir
Enzyme und Proteine der Fettsaureaufnahme und -oxidation kodieren, wie etwa
die Mittelketten Acyl-CoA Dehydrogenase (MCAD), die Langketten Acyl-CoA
Dehydrogenase (LCAD) und FAT. Diese werden daraufhin vermehrt exprimiert
und bewirken eine erhohte Rate der Fettsdureaufnahme und -oxidation in den
Kardiomyozyten (Gilde et al. 2003; Huss und Kelly 2004). Umgekehrt konnte
nachgewiesen werden, dass in PPARa-Knockout-M&usen eine niedrigere
Expression von Enzymen fir die Fettsdureoxidation vorlag und dass die Rate der
Fettsaureoxidation geringer war (Campbell et al. 2002).

Aulerdem kann die Wirkung von PPARa auf die Genexpression durch die
Bindung des Transkriptionscoaktivators PPARy Coactivator la (PGCla) an
PPARa verstarkt werden (Vega et al. 2000). Zusétzlich coaktiviert PGCla die
Transkriptionsfaktoren Nuclear Respiratory Factor 1 (NRF1) und 2 (NRF2), und
Estrogen-related Receptor o (ERRa) und steigert so die Transkription von
Untereinheiten der Atmungskette. Des Weiteren erhéht PGC1o die Expression des
Mitochondrial Transcription Factor A (TFAm), welcher die Replikation
mitochondrialer DNA und die Transkription mitochondrial kodierter
Atmungskettenuntereinheiten fordert. Somit bewirkt eine vermehrte Expression
von PGCla eine hohere Expression von Atmungskettenproteinen und eine

Zunahme der mitochondrialen Biogenese (Lehman et al. 2000).
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/\

Mitochondriale Biogenese
Fettsdureoxidation

Oxidative Phosphorylierung

Abbildung 4:  Schematische Darstellung von PGC-la und seinen
Interaktionspartnern. Uber NRF-1/2 (Nuclear Respiratory Factor-1/2) und ERRa
(Estrogen-related Receptor o) werden die mitochondriale Biogenese, sowie die oxidative
Phosphorylierung gesteigert. AuBerdem fordert PGC-la (Transkriptionscoaktivator
PPARy Coactivator 1a) Uber die Coaktivierung von PPARa (Peroxisome Proliferator-
activated Receptor a) und RXRa (Retinoid X Rezeptor a) die Transkription von Genen
der Fettsdureoxidation.

4. Sirtuine

Lysinacetylierung und ADP-Ribosylierung sind hoch konservierte Mechanismen
der posttranslationalen Modifizierung von Proteinen (Zhang et al. 2009). So ist
eine Dysregulation der Lysinacetylierung von Proteinen mit einem beschleunigten
Alterungsprozess, unterschiedlichen Krebserkrankungen, sowie
neurodegenerativen und kardiovaskuldren Erkrankungen assoziiert (Haigis und
Guarente 2006; Hake et al. 2004; McKinsey und Olson 2004). In Vertebraten wird
die Proteinacetylierung wesentlich durch die NAD*- abhingigen Enzyme der
Sirtuin (Sirt)-Familie reguliert, von denen bislang sieben Homologe identifiziert
sind (Sirt1-7) (Frye 1999). Diese sind Homologe von SIR2 (silent information
regulator), welches in der Hefe S. cerevisiae (Saccharomyces cerevisiae) entdeckt
wurde und als Grundungsmitglied der Sirtuine gilt (Kaeberlein et al. 1999). Es
stellt Chromatin ruhig, indem es die Histone deacetyliert und verlangert so die
Lebenszeit von Hefen, Wiirmern und Fruchtfliegen (Chen und Guarente 2007).
Alle Sirtuine besitzen eine 200-275 Aminosauren lange Doméne, die eine groRRe
Ahnlichkeit aufweist (Frye 2000). Sie konnen in vielen verschiedenen
Organismen gefunden werden, wie Hefen, Fruchtfliegen, Wirmern und auch dem
Menschen (Denu 2005). Hier sind Sirtl und Sirt2 im Zytoplasma und im Nukleus
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lokalisiert, wahrend Sirt6 und Sirt7 nur im Zellkern zu finden sind (Michishita et
al. 2005). Sirt3-5 sind weit Oberwiegend in den Mitochondrien anzutreffen
(Lombard et al. 2007; Huang et al. 2010), wobei aber Sirt3 bereits auch im
Nukleus nachgewiesen wurde (Schwer und Verdin 2008; Shoba et al. 2009). Alle
Sirtuine fungieren als Deacetylasen, zudem Kkatalysieren sie enzymspezifisch
weitere posttranslationale Reaktionen, wie ADP-Ribosylierung, Desuccinylierung
und Demalonylierung (Haigis und Guarente 2006; Pan et al. 2011; Park et al.
2013). Sirtuine werden auch als sensible Sensoren des Redox-Status der Zelle
angesehen, da sie fir ihre Aktivitat als Deacetylasen NAD™ als Akzeptor des
Lysinrestes bendtigen (Yu und Auwerx 2009).

Sirtl zog bislang besonders grof3es wissenschaftliches Interesse auf sich, da eine
erhohte  Expression von Sirtl durch pleiotrope Effekte auf den
Energiestoffwechsel im  Rahmen einer  kalorischen  Restriktion in
unterschiedlichen Organismen zu einer Verldngerung der Lebenszeit fuhrte.
AuRerdem wurde entdeckt, dass das in Rotwein vorkommende Polyphenol
Resveratrol die Aktivitat von Sirtl positiv beeinflussen und so antiapoptotische
Effekte bewirken kann (Ulakcsai et al. 2015; Zhang et al. 2015).

Sirtuine haben viele verschiedene Funktionen. Sirtl und Sirt2 regulieren
beispielsweise den Zellzyklus, die Antwort auf oxidativen Stress, und den
Stoffwechsel (ber die Substrate PGCla, Tumorsuppressorgen p53, Proteinkinase
B AKT, Histon H3 und H4, sowie Forkhead transcription factor subclass O
(FOXO) (Dryden et al. 2003; Yi und Luo 2010; Brunet et al. 2004; Leiser und
Kaeberlein 2010; Yu und Auwerx 2010; Michan und Sinclair 2007; Yi und Luo
2010). Sirt6 und Sirt7 steuern DNA-Reparatur, Genomstabilitdt und rRNA
(ribosomale Ribonukleinsdure) -Transkription, indem sie auf die Proteine Histon
H3K9 und p53, sowie auf das Enzym RNA Polymerase | einwirken (McCord et
al. 2009; Michishita et al. 2008; Schwer et al. 2010; Ford et al. 2006;
Mostoslavsky et al. 2006). Sirt3 und Sirt5 regulieren den mitochondrialen
Energiesubstratstoffwechsel, unter anderem die Fettsdureoxidation und den
Citratzyklus, tber Deacetylierung der Acetyl-CoA Synthetase 2 (AceCS2), der
Isocitrat-Dehydrogenase 2 (IDH2), der Glutamatdehydrogenase (GDH), des
Histon H4 oder von Cytochrom C (Lomb et al. 2010; Nakagawa et al. 2009;
Verdin et al. 2010; Huang et al. 2010).
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5. Sirtuin 4

Sirt4 ist eines der drei mitochondrialen Sirtuine, tber das, im Gegensatz zum gut
untersuchten Sirt3, bislang nur wenig bekannt ist. Sirt4 wird in Geweben mit
hohem Stoffwechselumsatz, wie Niere, Leber, Gehirn und Herz, stark exprimiert.
Dort ist Sirt4 in der mitochondrialen Matrix von murinen und humanen Zellen
lokalisiert (Haigis und Guarente 2006). Sirt4 spielt verschiedene Rollen in der
Regulation unterschiedlicher Stoffwechselwege. So besitzt es die Fahigkeit, durch
ADP-Ribosylierung und sogleich Hemmung der GDH die Aktivitat des
Citratzyklus zu beeinflussen (Haigis und Guarente 2006; Ahuja et al. 2007).
AuRerdem konnte erst kirzlich nachgewiesen werden, dass Sirt4 durch die
Deacetylierung der Malonyl-CoA Decarboxylase (MCD) eine Abnahme der
Fettsdureoxidation bewirken kann (Laurent et al. 2013). Des Weiteren wirkt Sirt4
als Lipoamidase, welche die Aktivitdt des Pyruvat-Dehydrogenase-Komplexes

hemmt und somit die Glukoseoxidation hemmt (Mathias et al. 2014).

Obwohl Sirt4 bisher nur wenig untersucht wurde, konnten einige wichtige
Entdeckungen gemacht werden. So soll Sirt4 unter anderem Einfluss auf das
Wachstum von Tumoren haben. In Sirt4” Mausen entwickelten sich spontan
Lungentumore, wahrend die Expression von Sirt4 zu einer Unterdriickung der
Tumorentwicklung in vivo beitrug (Csibi et al. 2013; Jeong et al. 2014). Beim
Messen des Sirt4-Gehaltes in Karzinomen von Blase, Brust, Colon, Magen und
Ovarien konnte ein niedrigerer Sirt4-Gehalt im Vergleich zu normalem Gewebe
gefunden werden (Csibi et al. 2013). Diesen Ergebnissen zufolge konnte Sirt4
eine Rolle als Tumor-Suppressor spielen. Darliberhinaus soll Sirt4 den
Fettstoffwechsel mitregulieren. Sirt4” Mause wiesen eine erhéhte MCD-Aktivitat
und einen erniedrigten Malonyl-CoA Gehalt im Skelettmuskel und im weillen
Fettgewebe auf. Folglich zeigten diese Mause einen deregulierten
Fettstoffwechsel, welcher zu einer erhohten Belastbarkeit und zum Schutz vor
Diét-induzierter Adipositas fuhrte (Laurent et al. 2013). Beschrieben wurde
weiterhin, dass Sirt4 in Beta-Zellen des Pankreas tber ADP-Ribosylierung der
mitochondrialen Glutamat-Dehydrogenase die Insulinsekretion hemmt (Ahuja et
al. 2007). AulRerdem wurde Sirt4 im Zusammenhang mit der mitochondrialen
Permeabilitats-Transitions-Pore (mPTP), einer Proteinpore in der inneren

Mitochondrienmembran, die beim Offnen zum Anschwellen der Mitochondrien
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und so zum Zelltod fuhren kann, untersucht. Es wurde festgestellt, dass Sirt4 die
Offnung der mPTP durch Aktivierung von Cyclophilin D bewirkt. Entsprechend
filhrt Fehlen von Sirt4 zu einer verminderten mPTP-Offnung (Verma et al. 2013).
Uber die Funktion von Sirt4 im Herzmuskel gibt es bislang lediglich eine einzige
Studie. In dieser wurde nachgewiesen, dass Sirt4 eine kardiale Hypertrophie,
Fibrose und somit Dysfunktion durch erhdhte ROS-Level verstarkt (Luo et al.
2016).

6. Myokardialer Ischamie-Reperfusions-Schaden

Der akute Myokardinfarkt ist jedes Jahr fur den Tod von Millionen Menschen
weltweit  verantwortlich und ist die Hauptursache der chronischen
Herzinsuffizienz (Keeley et al. 2003; Katz 2000). Ein Herzinfarkt wird ausgeldst
durch den thrombotischen Verschluss einer Koronararterie. Die Zeitspanne, in der
das GeféaR verschlof3en ist, wird als Ischdmie bezeichnet. Wéahrend der Ischdmie
kann das Myokard nicht mit Sauerstoff versorgt werden, so dass es zum Stillstand
der oxidativen Phosphorylierung kommt und durch die anaerobe Glykolyse kann
nur kurzfristig genug ATP zur Erhaltung der Kontraktionsfunktion und der
zelluldren Integritdt zur Verfigung gestellt werden. Daher geht das ischdmische
Myokard, welches von der betroffenen Kranzarterie versorgt wird, nach einer
gewissen Zeit ohne Blutversorgung zugrunde. Je langer keine Sauerstoffzufuhr
besteht, je mehr Zellen werden nekrotisch. Daher muss das verstopfte Gefal3 so
schnell wie moglich wieder er6ffnet werden, beispielsweise durch einen
Herzkathetereingriff, um den Blutfluss wieder herzustellen. Das Ausmal der
kardialen Schéadigung wird allerdings nicht nur von der Dauer der Ischamie
bestimmt, sondern ebenfalls durch die Reperfusion, also der Wiederherstellung
des BlutfluBes (Murphy und Steenbergen 2008; Powers et al. 2007). Deswegen
wird dieser Schaden auch zusammenfassend als Ischdmie-Reperfusions-
(I/R)Schaden bezeichnet. Hiervon kann der Reperfusionsschaden bis zu 50% des
gesamten I/R-Schadens bei Infarktpatienten ausmachen (Yellon und Hausenloy
2007). Da man die Ischamiephase nicht beeinflussen kann, ist praktisch eine
therapeutische Beeinflussung des Infarktes nur wahrend der Reperfusion mdglich,
beispielsweise wéhrend der Herzkatheteruntersuchung. Trotz zahlreicher

vielversprechender Studien im Tiermodell, in denen durch unterschiedliche
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pharmakologische Interventionen der Reperfusionsschaden reduziert werden
konnte, konnte allerdings bislang noch keine dieser Interventionen erfolgreich in
die Klinik Gbernommen werden. Da die Reperfusion trotz ihrer schadigenden
Eigenschaften aber zwingend zur Erhaltung des ischamischen Myokards
notwendig ist, bleibt die Erforschung der zugrundeliegenden Mechanismen des
Reperfusionsschadens sowie deren Beeinflussung wissenschaftlich von grofiem

Interesse (Yellon und Hausenloy 2007; Hausenloy 2003).

Verschiedene Mechanismen tragen zum I/R-Schaden im Herzen bei, wie etwa
erhohte ROS-Bildung, Peroxynitrit-Ansammlung, endotheliale Dysfunktion,
Thrombozytenaggregation  und  Mikroembolisation,  Aktivierung  des
Immunsystems, Apoptose, Autophagie und mitochondriale Funktionsstérungen
(Matsui et al. 2007; Murphy und Steenbergen 2008; Piper et al. 1993; Zweier und
Talukder 2006; Zweier et al. 2001). Mitochondriale Funktionsstérungen spielen
eine Schlisselrolle in der Pathogenese des I/R-Schadens, weshalb hier naher auf
die genauen pathophysiologischen Mechanismen eingegangen werden soll.
Wahrend der Ischdmie hemmt das Fehlen von O, die Atmungskette, dadurch
kommt es zu verminderter myokardialer ATP-Regeneration. Die Zelle versucht
daher mittels anaerober Glykolyse geniigend ATP zu synthetisieren, was jedoch
auf Dauer nicht mdglich ist. Durch die anaerobe Glykolyse féllt vermehrt Laktat
an, was zum intrazellularen Absinken des pH-Wertes unter 7 fuhrt. Durch den
niedrigen pH-Wert kommt es zur Aktivierung des Na'/H*-Antiporters, wodurch
sich Na" in der Zelle ansammelt. Weil ATP fehlt, kann der ATP-abhangige
Na'/K*-Transporter diesen erhéhten Na'-Gehalt nicht ausgleichen. Deswegen
aktiviert wiederum das Na* den Na*/Ca**-Antiporter, welcher Na* aus der Zelle
heraus und dafir Ca®" in die Zelle hinein beférdert. So kommt es zu einer
Anhaufung von Ca?* in der Zelle bereits wahrend der Ischamiephase (Hausenloy
und Yellon 2013).

In der Reperfusion kommt es zu einem plotzlichen Wiedereinfluss von groRRen
Mengen O, und damit zu einer verstarkten Bildung von Sauerstoffradikalen
(ROS). Diese werden in den Myozyten hauptséchlich durch die mitochondriale
Elektronentransportkette generiert, indem Sauerstoff bei Wiederanlaufen des
Stoffwechsels nach der Ischdmie unvollstandig reduziert wird (Zweier et al.
1987a; Zweier et al. 1987b; Zweier und Talukder 2006). Zuséatzlich wird durch
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ROS die mPTP aktiviert und l6st daraufhin selbst eine weitere ROS-Bildung aus,
die wiederum ROS-Bildung in benachbarten Mitochondrien induziert. Dieser
Mechanismus wird auch als mitochondriale ROS-induzierte ROS-Freisetzung
bezeichnet (Zorov 2000). Die groRen Mengen von ROS kdénnen nun durch
Lipidperoxidation die Zellmembran schadigen, so dass es zu einer erhohten
Permeabilitat der Membran kommt, die Zelle anschwillt und es zur Lyse der Zelle
kommen kann. Auerdem kdnnen ROS eine Vasokonstriktion und eine vermehrte
Expression von Adhdsionsmolekillen auf Endothelzellen bewirken, sowie
neutrophile Granulozyten aktivieren (Granger 1988). Durch die Interaktion der
neutrophilen Granulozyten und der Adh&sionsmolekile kommt es zu einer
Akkumulation von Granulozyten in MikrogefaRen. Neutrophile Granulozyten, die
in das infarzierte Gewebe migrieren, bewirken dort eine Entziindungsreaktion
(Granger et al. 1989; Zweier und Talukder 2006). Ein weiterer Faktor, der zu
Zellschaden fiihrt ist ein Ca?*-Overload. Schon in der Ischamiephase werden
groRe Mengen Ca?* in der Zelle angesammelt. In der Reperfusion schadigen ROS
das Sarkoplasmatische Retikulum, so dass es zu einem weiteren unkontrollierten
Anstieg von Ca** kommt. Da sich das Membranpotential durch die Verfiigbarkeit
von Oz in der Reperfusionsphase wieder normalisieren kann, wird durch den Ca**-
Uniporter zusitzliches Ca** ins Mitochondrium transportiert. Diese groRen
Mengen von Ca®" triggern einerseits die Offnung der mPTP und schadigen so die
Mitochondrien (Halestrap 2006). Andererseits schadigt das Ca** die Zellmembran
der Myokardzellen durch Lipidperoxidation, wodurch es zu einer Hyperkontraktur
der Muskelzellen kommen kann (Piper 1998). Durch das VVorhandensein von ATP
in der Reperfusion kann sich auBerdem der pH-Wert wieder normalisieren, was
zur Offnung der mPTP und ebenfalls zur Hyperkontraktur der Kardiomyozyten
beitragt (Lemasters et al. 1996).

Die Offnung der mPTP gilt als ein wesentlicher Mechanismus, der an der
Ausbildung des myokardialen I/R-Schadens beteiligt ist (Baines et al. 2005; Di
Lisa et al. 2011; Heusch et al. 2010). Die mPTP ist eine nicht-selektive Pore in der
inneren Mitochondrienmembran, deren genaue Zusammensetzung bisher nur
unvollstandig verstanden ist. Man vermutet, dass die Hauptbestandteile der
Adenin-Nukleotid-Transporter (ANT) in der inneren Membran und der
spannungsabhangige Anionenkanal in der &uReren Membran (VDAC) sind, und
dass die Porenformation durch das Binden von Cyclophilin D (Cyp D) an den
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Komplex reguliert wird (Bernardi et al. 2006; Szabo et al. 1993; Woodfield et al.
1998). Es konnte festgestellt werden, dass M&use mit Kardiomyozyten, die kein
Cyp D exprimieren kénnen, bei der Aktivierung der mPTP durch Ca** deutlich
kleinere Infarkte nach I/R zeigten (Baines et al. 2005). Normalerweise ist die
innere mitochondriale Membran undurchlédssig fir lonen und Proteine. Die
geOffnete  mPTP lasst allerdings lonen und Substanzen bis 1,5 kDa
Molekulargewicht durch, wozu auch NAD™ gehort (Di Lisa et al. 2001; Halestrap
1999). Das Membranpotential bricht daraufhin zusammen und es kommt zu einer
Schwellung des Mitochondriums und letztendlich zur Ruptur der &ul3eren
Membran (Di Lisa et al. 2001; Halestrap et al. 2004; Heusch et al. 2010; Zorov et
al. 2009). Die mPTP bleibt wahrend der Ischamie im wesentlichen geschlossen
und oOffnet sich erst relevant in der Reperfusionsphase, bedingt durch die
optimalen Voraussetzungen zur Offnung: die Wiederherstellung des pHs und die
groRen Mengen von ROS und Ca®* (Griffiths und Halestrap 1995).

Gesunde Zelle Erkrankte Zelle

mPTP geschlossen mPTP gedffnet

Erhohtes Matrix Ca?*
— L] [ ] °

Oxidativer Stress ® °

Abbildung 5: Schematische Darstellung der geschlossenen und gedffneten mPTP.
Erhdhte Ca** (Calcium)-Konzentrationen und ROS (reaktive Sauerstoffspezies)
begiinstigen die Offnung der mPTP (mitochondriale Permeabilitats-Transitions-Pore). In
der Folge sind Mitochondrienmembranen fir alle Molekiile < 1,5 kDa (Kilodalton) frei
permeabel, was zur Schwellung und Ruptur von Mitochondrien und daher zum Zelltod
flhren kann.

Angesichts der zentralen Rolle der mPTP in der Ausbildung des
Reperfusionsschadens stellt die Hemmung der mPTP einen vielversprechenden
Ansatz zur Abschwachung des I/R-Schadens dar. Es konnte im Tiermodell bereits

nachgewiesen werden, dass eine Hemmung der mPTP durch Cyclosporin A
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maoglich ist und die InfarktgroRe um 40-50% reduziert werden kann (Hausenloy et
al. 2003; Argaud et al. 2005; Skyschally et al. 2010). Klinische Studien, die eine
Hemmung der mPTP bei Patienten mit akutem Myokardinfarkt testeten, konnten

allerdings bislang keine relevante Reduktion der Infarktgréf3e bewirken.

7. Hypothese

Sirtuin 4 (Sirt4) ist eine mitochondriale NAD"-abhangige ADP-Ribosyltransferase
(Ahuja et al. 2007), Lysin-Deacetylase (Laurent et al. 2013) und Lipoamidase
(Mathias et al. 2014), die bislang wenig charakterisiert ist, und deren Funktion im
Herzen trotz deutlicher kardialer Expressionsspiegel nahezu unbekannt ist. Erst
kiirzlich wurde herausgefunden, dass Sirt4 eine vermehrte Offnung der mPTP
durch Aktivierung von Cyp D hervorruft. Entsprechend fuhrte Fehlen von Sirt4 zu
einer verminderte Offnung der mPTP (Verma et al. 2013). Da es wahrend der I/R
zu einem Verlust an mitochondrialem NAD* kommt, konnte die Aktivitat der
mitochondrialen Sirtuine, einschlielich Sirt4, reduziert sein. Wir haben daher die
Hypothese aufgestellt, dass eine Hemmung der Sirt4-Aktivitdt wahrend der
Ischamie-Reperfusion aufgrund einer NAD"-Depletion durch Verhinderung der
mPTP-Offnung der GroRenzunahme eines Herzinfarktes entgegenwirken konnte.
Es war daher das Ziel dieser Arbeit, die Rolle von Sirt4 in der Ausbildung des

kardialen I/R-Schadens anhand geeigneter Tiermodelle zu untersuchen.
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1. Material

1.1. Gerate

Tabelle 1: Laborgerate

MATERIAL UND METHODEN

Gerat

Hersteller

Discofix-3, Dreiwegehé&hne

Foxy AL-300

Gaswaschflasche Drechsel mit Glasfilter

Glasapparaturen Perfusionssystem

Manostat Precision Analog Pump Vera

Mikro Tip Katheter 2F
Powerlab 8/30

Pressure Control Unit TC-510
Quad Bridge Amp

Stativklemmen, Muffen, Dreifingerklemmen

Stativplatte 20x 30 cm

Stativplatte 40 x 40 cm
Swinnex Filterhalter

SzintilationsgeféalRstander

Trichter

Fa. Braun AG, Melsungen

Fa. Ocean Optics, Dunedin,
Florida, USA

Fa. Brand GmbH & Co. KG,
Wertheim

Fa. Glasblaserei Harald Kind,
Leipzig

Fa. Thermo-Scientific, Waltham,
Massachusetts, USA

Fa. Millar, Housten, Texas, USA
Fa. ADInstruments, Spechbach
Fa. ADInstruments, Spechbach
Fa. ADInstruments, Spechbach
Fa. Carl Roth GmbH & Co. KG,
Karlsruhe

Fa. VWR International GmbH,
Darmstadt

Geschaftsbereich Technik,
Universitatsklinik Freiburg i.Br.
Fa. Merck-Millipore, Darmstadt
Fa. VWR International GmbH,
Darmstadt

Fa. VWR International GmbH,

Darmstadt
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Tygon R3603-Schlduche

USB 4000

USB-LS-450

Vakuumfiltrationsgerét

Wasserbad E100 und T600
»duper Trim* Rasierer
Isoflurane Vapor 19.3
Kaltlichtquelle KL 1500 LCD
Préparierbesteck

(Pinzette, Schere, Nadelhalter)
Rippenspreizer

Rotlichtlampe

RTM3 Flowmeter

Spatel

TOPO Small Animal Respirator
Tygon R3607 (5/3mm) Schl&uche
Zeis Stemi 2000-C Stereomikroskop

Digitalkamera

Discofix-3, Dreiwegehahn
Kupferdraht 1,5mm
Perfusor-Spritze 50ml
Stativstange

Absaugpumpe
ELISA-Reader ,,SpectraMaxPlus*

Fa. Saint-Gobain, Courbevoie,
Frankreich

Fa. Ocean Optics, Dunedin,
Florida, USA

Fa. Ocean Optics, Dunedin,
Florida, USA

Fa. Carl Roth GmbH & Co KG,
Karlsruhe

Fa. Lauda, Lauda-Konigshofen
Wahl Corp., IL, USA
Dragerwerk AG, Libeck
Schott AG, Mainz

Fine Science Tools, CA, USA

Fine Science Tools, CA, USA
Beurer Medical GmbH, Ulm
Technologie Medicale, Noisy-Le-
Sec, Frankreich

VWR International GmbH,
Darmstadt

Kent Scientific, Torrington, CT,
USA

Saint-Gobain, Frankreich

Carl Zeiss Microscopy GmbH,
Jena

Canon, Chichibu, Japan

B. Braun AG, Meslungen
Kemo-Electronic GmbH,
Geestland

B. Braun AG, Meslungen
VWR International GmbH,
Darmstadt

Drégerwerk AG, Lubeck
Molecular Devices, Miinchen
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Homogenizer

Mitocell S200 Micro Respirometry System:

782 oxygen meter

1302 oxygen electrode

MT200A respirometer
pH-Meter 766 calimatic

Analysenwaage Kern ABJ

Autoklav

Demineralisierungsanlage Milli-Q®
Dispergierstab T10 basic Ultra-TURRAX
Eismaschine
Elektrophoresesystem ,,Criterion‘
Eppendorf Research Pipetten
Gefrierschranke, Kihlschrénke
Gemini EM Microplate Reader
Heizblock

Laptop

Magnetruhrer C-Mag HS 10

Reagenzglasschiittler “Reax Top”

Shaker ,,Vortex Genie*
Spulmaschine

Thermocycler

Tischwaage CS200
Tischzentrifuge 5415 D

Western Blot-System ,,Criterion®

Wippschittler

Zentrifuge Avanti J-301

Glas-Col, IN, USA
Strathkelvin Instruments, Scotland

Knick GmbH, Berlin

Fa. Kern und Sohn GmbH,
Balingen

H+P GmbH, Oberschleiheim
Fa.Merck Millipore, Darmstadt
Fa. IKA, Staufen

Ziegra GmbH, Isernhagen

Fa. BioRad, Miinchen
Eppendorf AG, Hamburg
Liebherr GmbH, Kirchdorf

Fa. Molecular Devices, Minchen
Fa. VWR, West Chester, USA
Dell, Round Rock, TX, USA
IKA GmbH, Staufen

Heidolph Instruments GmbH,
Schwabach

Scientific Instruments, NY, USA
Miele KG, Gutersloh

Fa. Biometra, Gottingen

Ohaus, NY, USA

Fa. Eppendorf, Hamburg

Fa. BioRad, Miinchen

Fa. Itf-Labortechnik, Wasserburg
Beckmann-Coulter, Fullterton,
CA, USA
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1.2. Verbrauchsmaterialien

Tabelle 2: Verbrauchsmaterialien

Material

Hersteller

96-Well Mikrotiterplatten

Aluminiumfolie

Augensalbe Bepanthen

Blotting Membran

CF X96 Real-Time PCR System
Chirurgischer Seidenfaden 4-0

Chirurgisches Besteck
Dialysemembran MWCO: 12-14000
Durapore-Tape

Einmalskalpell, Erlenmeyerkolben
Konische Réhrchen ,,BD Falcon*
Erlenmayerkolben

Faltenfilter

Glasfilter und —vorfilter

Kimtech Wischtucher (weil)
Konische Rohrchen, ,,BD Falcon*
Magnetstander Dynal-MPC-S

Messbecher
Messzylinder

Mikroliterspritzen
Nahtmaterial 4-0 (Vicryl)
Nahtmaterial 8-0 (Vicryl)
Objekttréger

Fa. Fisher Scientific GmbH,
Schwerte

VWR International GmbH,
Darmstadt

Bayer Vital GmbH, Leverkusen
Fa. Millipore, Billerica, USA
Fa. Bio Rad, Miinchen

Fa. SMI, St. With, Belgien

Fa. Roboz Instr., Gaithersburg, USA
Fa. Spectrum B.V., Breda,
Niederlande

3M Corp., St.Paul, MN, USA
Fa. Carl Roth GmbH & Co KG,
Karlsruhe

Fa. BD, New York, USA

Fa. Carl Roth GmbH & Co KG,
Karlsruhe

Fa. Macherey-Nagel, Diren

Fa. Merck-Millipore, Darmstadt
Kimberly-Clark GmbH, Koblenz
Fa. BD, New York, USA

Fa. Invitrogen, USA

Roth GmbH, Karlsruhe

Fa. Carl Roth GmbH & Co KG,
Karlsruhe

Fa. Hamilton, Bonaduz, Schweiz
Ethicon, Norderstedt

Ethicon, Norderstedt

R. Langenbrinck, Emmendingen
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Oliven

Petrischale, Glas, D = 150 mm

Petrischalen, Plastik

Pipetten, Pipettenspitzen
Pipettierhilfe
PVDF-Membran

Q-Tips

Rasierklingen

Reaktionsgefale

Reduktionsstlicke

Schlauchklemmen nach Pean

Schopfkelle
Schutzbrille

Silikonstopfen

Spritzen und Kanilen
Stickstoffbehélter

Stripetten

Thermohandschuhe

Tube LAD-Ligatur Intramedic Polyethylene

Vacutainer
Verschlussklammern

Wachspapier zum Abdichten
Wagepapier
Whatman Papier, Schwamme

Y-Verbindungsstlicke

Fa. Carl Roth GmbH & Co. KG,
Karlsruhe

Fa. Duran Group GmbH,
Wertheim/Main

Fa. Carl Roth GmbH & Co KG,
Karlsruhe

Fa. Eppendorf, Hamburg

Fa. Eppendorf, Hamburg

Fa. Millipore, Bedford, USA
Carl Roth, GmbH, Karlsruhe
Carl Roth, GmbH, Karlsruhe
Fa. Sarstedt, Nirnberg

Fa. Carl Roth GmbH & Co. KG,
Karlsruhe

Fa. VWR International GmbH,
Darmstadt

VWR International GmbH
Uvex

Fa. Carl Roth GmbH & Co. KG,
Karlsruhe

Fa. B. Braun AG, Melsungen
Isotherm, KGW

Fa. Corning Incorporated, New
York, USA

Cyro-Gloves Tempshield
Becton Dickinson, Franklin Lakes,
USA

Fa. BD, New York, USA

Fa. Carl Roth GmbH & Co KG,
Karlsruhe

Parafilm M, Bemis
Machery-Nagel GmbH, Diren
Fa. Bi-Rad, Minchen

Fa. Carl Roth GmbH & Co. KG
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1.3. Chemikalien

Die Reagenzien wurden von den Firmen Sigma-Aldrich (St. Louis, USA), Merial
(Hallbergmoos), B. Braun AG (Melsungen), Air Liquide S.A. (Paris, Frankreich),
Mettler-Toledo AG (Schwerzenbach, Schweiz), Thermo Fisher Scientific
(Waltham, MA, USA), Bayer (Leverkusen), RB Pharmaceuticals Limited
(Berkshire, UK), Santa Cruz Biotechnologies (Dallas, TX, USA) und cp-pharma

(Burgdorf) bezogen.

Tabelle 3: Chemikalien

Lohmann & Rauscher GmbH,
Neuwied

Reagenz Hersteller
2,3,5-Triphenyltetrazolium chloride (TTC) Sigma Aldrich
2-Ethansulfonsdure (HEPES) Sigma Aldrich

2-Propanol (C3HgO) Sigma Aldrich
3-(N-Morpholino)propansulfonsaure (MOPS)  Sigma Aldrich
Adenosindiphosphat (ADP) Sigma Aldrich
Adenosintriphosphat (ATP) Sigma Aldrich

Antikorper Western Blot Santa Cruz Biotechnologies
Albumin (BSA + FFA) Sigma Aldrich

BCA Protein Assay Kit Thermo Fisher Scientific
Bovines Serum Albumin (BSA) Sigma Aldrich
Buprenorphin 0,324mg/ml RB Pharmaceuticals Limited
Cholat (C24H400s) Sigma Aldrich
Dimethylsulfoxid (DMSO) Sigma Aldrich
Elektrolytlosung fir pH-Meter Mettler-Toledo

Essigséaure (C,H40,) Sigma Aldrich
Ethylendiamintetraessigsaure (EDTA) Sigma Aldrich
Ethylenglycoltetraessigsaure (EGTA) Sigma Aldrich

Evans Blue Sigma-Aldrich

Flussiger Stickstoff

Airliquide
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Glukose 5% Injektionslosung
Glutamat (CsHgNO,)
Heparin-Natrium

Isotone Kochsalzldsung 0,9%
Kaliumchlorid (KCI)
Kaliumdihydrogenphosphat (KH2PO,)
Ketamin 10% (Ketaminhydrochlorid)
Magnesiumchlorid (MgCl,)

Malat (C4H¢Os)

Natriumcholorid (NaCl)
Pentobarbital-Natrium

Protease Inhibitor Cocktail

Protease Subtilisin A

Saccharose (C12H22011)

Salzsédure rauchend 37%

Softasept N farblos

Tris-Acetat (C4H11NO3)
Xylazinhydrochlorid (Rompun) 2%

1.4. Oligonukleotide

B. Braun AG
Sigma Aldrich
B. Braun AG
B. Braun AG
Sigma Aldrich
Sigma Aldrich
cp-pharma
Sigma Aldrich
Sigma Aldrich
Sigma Aldrich
Merial

Sigma Aldrich
Sigma Aldrich
Sigma Aldrich
Sigma Aldrich
B. Braun AG
Sigma Aldrich
Bayer Vital GmbH

Tabelle 4: Sequenzen der Primer fir die PCR (Genotyping)

Gen Primer Nukleotidsequenz (5°-3")

Sirt4 com GTCACCATTGTAGGTGCTGAG

Sirtd WT AGAGCCCAGTGTGCTGGGTTG

Sirt4 KO GTCTGTCCTAGCTTCCTCACTG

9543 Transgene Forward ATGACAGACAGATCCCTCCTATCTCC
9544 Transgene Reverse CTCATCACTCGTTGCATCATCGAC
0IMR8744 Internal Positive Control Forward CAAATGTTGCTTGTCTGGTG
0IMR8745 Internal Positive Control Reverse GTCAGTCGAGTGCACAGTTT
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0064-HAT-21691hom TGTCCTTAGAAAACACATATCCAGGGTTTAGG
0065-HAT-21692hom CTGGCTTAAAGACAACATCTGGGAGAAAAA
0061-HAT-STOP-2761 CATGGTAAGTAAGCTTGGGCTGCAGG
0062-HAT-20750seq ACGTCAGTAGTCATAGGAACTGCGGTCG

15. Versuchstiere

In den vorliegenden Experimenten wurden mannliche Individuen aus 4
unterschiedlichen Méusegruppen untersucht.

Zuerst wurde mit einem Knockout-Modell gearbeitet, in dem das Sirt4-Gen,
welches auf Chromosom 5 liegt, global ausgeschaltet wurde. Hierzu wurden die
Exone 1-3 des Sirt4 Gens durch ein LacZ-Gen ausgetauscht. Diese Mause werden
im Folgenden als Sirt4-Knockout-Mause (Sirtd”) bezeichnet und mit den

+/+

zugehorigen Wildtypen (Sirt4™) verglichen. Sie wurden uns freundlicher Weise
von der Arbeitsgruppe Haigis zur Verfigung gestellt und hatten den genetischen
Hintergrund des Stammes 129S1.

In einem ndchsten Schritt wurden die Experimente in einem transgenen
Mausmodell durchgefuhrt. Hierzu wurde mit dem cre-lox-Rekombinations-
System gearbeitet, welches ein gezieltes Entfernen von DNA-Sequenzen in
lebenden  Organismen  ermdglicht.  Wir  bezogen eine  homozygote
kardiomyozyten-spezifische Sirt4 lberexprimierende Maus bei der Firma
Genoway, in der die transgene Sirt4 Expression mittels eines Stop-Codons
abgeschaltet war. Das Stop-Codon ist hierbei von LoxP-Sequenzen flankiert. Um
die transgene Sirt4-Expression anzuschalten, erfolgte eine Verpaarung dieser
gefloxten Mause mit hemizygoten a-MHC(alpha myosin-heavy chain)-Cre-
(cyclization recombination)-Méausen. Cre ist ein Enzym, welches zur Klasse der
Rekombinasen gehort und die Spaltung und anschliefende Neuverknipfung von
DNA zwischen spezifischen Basensequenzen (wie z.B. in der LoxP-Sequenz)
katalysiert. Da die Expression von Cre iiber den a-MHC Promotor lauft, wird Cre
in diesen Mausen ausschlieBlich in Kardiomyozyten exprimiert, so dass die
Uberexpression von Sirt4 ausschlieBlich in Kardiomyozyten erfolgt. Hierbei
bindet die Cre-Rekombinase an die loxP-Flanken, schneidet das Stop-Codon
heraus und disinhibiert somit die transgene Sirt4 Uberexpression im Herzen.

Diese Mause werden im Folgenden cSirt4TG-Méuse genannt (c fir
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cardiomyocyte-specific). Mause, die kein o-MHC-Cre-Gen erhalten haben,
besitzen zwar das Sirt4 Transgen der Mutter, allerdings ist es auch hier noch
durch das Stop-Codon deaktiviert und es handelt sich somit um nicht-
exprimierende Kontrolltiere (cSirtdTG Kontrolle). Diese beiden Gruppen wurden
auf C57BL/6J-Hintergrund geziichtet.

Die Tiere wurden bei einer Raumtemperatur von 22 °C und einem
Tag/Nachtzyklus von je 12h gehalten. Futter und Wasser standen ad libitum zur
Verfligung. Alle Experimente wurden mit 8-10 Wochen alten Mausen
durchgefiihrt. Diese Studie wurde durch die Tierversuchskomission des
Regierungsprésidiums Freiburg genehmigt (G-12/108, G-14/75).

2. Methoden

2.1. Genotypisierung

2.1.1. Lyse und DNA-Extraktion

Bei allen Méausen, die flr die folgenden Experimente verwendet wurden, wurde
im Alter von 4 Wochen eine Biopsie der Schwanzspitze entnommen, um so
mittels PCR den Genotyp bestimmen zu kénnen. Um die genomische DNA zu
isolieren erfolgte zuerst die Lyse der Proben, indem pro Schwanzprobe 200pl
Lysepuffer (Zusammensetzung siehe Tabelle 5) sowie Proteinase K (0,2mg/ml

Lysepuffer) hinzugefigt und iber Nacht bei 56°C inkubiert wurde.

Tabelle 5: Zusammensetzung des Lysepuffers

Tris-HCI 100 mM
EDTA 5 mM
SDS 0,2%
NaCl 200 mM

Am nachsten Morgen wurde jeweils 200ul Isopropanol zu jeder Probe gegeben
um die DNA auszufédllen. Dann wurde der Inhalt der Eppendorfgefésse gut
vermischt. Nach einer 10-minutigen Inkubationszeit bei Raumtemperatur erfolgte
ein Zentrifugationsschritt bei 10.000 rpm bei 4°C fur 20 Minuten. Anschlie3end
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wurde das Ethanol entfernt und die DNA bei Raumtemperatur fir 10 Minuten
getrocknet. Das DNA-Pellet wurde in jeweils 100ul ddH,O resuspendiert.

2.1.2. Konventionelle PCR

Die Polymerasekettenreaktion (Polymerase Chain Reaction = PCR) ist ein
enzymabhangiges Verfahren zur Vervielféaltigung bestimmter Gensequenzen einer
vorliegenden DNA-Kette. Hierzu werden zwei Primer (Oligonukleotide) bendtigt,
die auf beiden Seiten dieser Sequenz binden und so als Startpunkt fir die
hitzestabile Tag-Polymerase dienen. Die Tag-Polymerase kann nun einen neuen
zum ersten Strang komplementéren DNA-Strang synthetisieren. Mit jedem Zyklus
findet so eine exponentielle Vermehrung des DNA-Stranges statt.

Die PCR-Anséatze wurden wie in Tabelle 6 gezeigt zusammenpipettiert. Fur die
Sirt4”-Mause erfolgte zuerst eine initiale Denaturierung bei 95°C fiir 3 Minuten
im Thermocycler. AnschlieBend wurde eine PCR-Reaktion mit 35 Zyklen nach
folgendem Schema durchgefiihrt: Denaturierung bei 94°C fir 30 Sekunden,
Primer-Annealing bei 62°C fir 1 Minute, Primer-Extension bei 72°C fur 30
Sekunden sowie finale Extension bei 72°C fir 5 Minuten. Es wurden im
Knockout-Modell heterozygote Mause verpaart. Zur Genotypisierung wurden hier
jeweils eine WT-PCR sowie eine KO-PCR durchgefiihrt. Bei heterozygoten
Tieren konnte je eine Bande auf Hohe der KO und WT-Bande festgestellt werden.
Bei KO-Mausen war nur eine Bande auf Hohe der KO-Kontrolle sichtbar,
wéhrend bei WT-M&usen nur eine Bande auf Hohe der WT-Bande zu erkennen
war.

+/+

Tabelle 6: Zusammensetzung PCR-Reagenzien Sirt4” und Sirt4

Volumen (ul) pro Ansatz Endkonzentration

H.0 10,5

PCR 2x Mix (Promega) 12,5 1x
10 uM ST4 Com 0,5 0,5uM
10 uM ST4 WT oder KO 0,5 0,5uM
DNA 1,0

PCR-Volumen 25
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Fur die cSirtdTG-M&use wurden 3 PCRs durchgefuhrt. Bei den Muttertieren
wurden 2 PCRs gemacht, einmal um das Sirt4 Transgen nachzuweisen und als
zweites eine Wildtyp PCR. Da homozygote Multtertiere fiir die Zucht verwendet
werden sollten, wurden Mause mit einer Bande in der transgenen PCR, aber mit
keiner Bande in der WT PCR verwendet. Bei der Verpaarung dieser homozygoten
transgenen Muttertiere mit hemizygoten a-MHC-Cre Vatertieren musste in den
Nachkdmmlingen jetzt nur noch das a-MHC-Cre mittels einer 3. PCR
nachgewiesen werden, da alle Méuse das Transgen in sich trugen. Die PCR-
Ansétze wurden wie in Tabelle 7-9 pipettiert. Die PCR-Programme waren wie
folgt:

- Transgen-PCR (non-expressing): 94°C 2 Minuten, 94°C 30 Sekunden, 65°C 30
Sekunden, 72°C 5 Minuten, 72°C 8 Minuten, 35 Zyklen.

- WT-PCR: 94°C 3 Minuten, 94°C 30 Sekunden, 65°C 30 Sekunden, 72°C 1
Minute, 72°C 8 Minute, 35 Zyklen.

- a-MHC-Cre PCR (transgen expressing): 94°C 2 Minuten, 94°C 30 Sekunden,
65°C 30 Sekunden, 72°C 5 Minuten, 72°C 8 Minuten, 35 Zyklen.

Herzspezifisch Sirt4 transgen waren somit jene Nachkdmmlinge, die eine Bande
in der a-MHC-Cre-PCR aufwiesen. Alle anderen Mé&use wurden als non-

expressing cSirt4dTG Kontrolltiere verwendet.

Tabelle 7: Zusammensetzung PCR-Reagenzien cSirt4 transgen (non-expressing)

Volumen (ul) pro Ansatz Endkonzentration

H,O 15,4

10 X Buffer 2,5 1x
25 mM MgCI2 2,75 2,75 mM
10 mM dNTPs 1,25 0,5mM
10 uM 27461 0,75 0,3 uM
10 uM 20750 0,75 0,3 uM
5 U/ul Taq 0,6 3U
DNA 1

PCR Volumen: 25
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Tabelle 8: Zusammensetzung PCR Reagenzien cSirt4TG Wildtyp

Volumen (ul) pro Ansatz ~ Endkonzentration

H,O 15,4

10 X Buffer 2,5 1x
25 mM MgCI2 2,75 2,75 mM
10 mM dNTPs 1,25 0,5mM
10 uM 21691 0,75 0,3 uM
11 uM 21692 0,75 0,3 uM
5 U/ul Taq 0,6 15U
DNA 1

PCR Volumen: 25

Tabelle 9: Zusammensetzung PCR-Reagenzien a-MHC-cre Gen (transgen

expressing)

Volumen (ul) pro Ansatz  Endkonzentration

H,O 154

10 X Buffer 2,5 1x
25 mM MgCI2 2,75 2,75 mM
10 mM dNTPs 1,25 0,5mM
10 uM cre del 27 0,75 0,3 uM
11 uM cre del 28 0,75 0,3 uM
5 U/ul Taq 0,6 15U
DNA 1

PCR Volumen: 25

2.1.3.  Agarose-Gelelektrophorese

Die DNA-Strange wurden mittels Agarose-Gelelektrophorese aufgetrennt und mit
bekannten DNA-Sequenzen, die als Marker dienten, verglichen. Hierzu wurde 1-
2%iges Agarosegel hergestellt, indem 1g Agarose in 50ml 1x TAE fir 1,5
Minuten in der Mikrowelle erhitzt wurde. Anschlielend wurden 8l
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Ethidiumbromid pro 50ml Agarosemix hinzugefugt und gut vermischt. Nachdem
das Gel nach etwa 30 Minuten erhartet war, wurden die Proben aufgetragen und
die Gelelektrophorese bei 100 Volt fir 30 Minuten durchgefiihrt. Die
aufgetrennten Banden konnten dann mittels eines UV-Transluminators dargestellt

und fotografiert werden.

2.2. Herzgewicht/Korpergewicht und Tibia/Korpergewicht-Verhaltnis

Die Mause wurden gewogen und anschlielend mit 200 mg/kg Thiopental
euthanasiert. Nachdem keine Reflexe mehr feststellbar waren, wurde das Herz
entnommen und gewogen. AnschlieBend wurde die Tibia eines Beines

freiprépariert und gemessen.

2.3. Herstellung von Homogenaten

Zur Herstellung von Herzhomogenat wurde die Hélfte eines Herzens in fliissigem
Stickstoff gefroren und dann mit Hilfe eines Mdrsers unter fliissigem Stickstoff
zerstolRen. Zur Herstellung von Homogenat anderer Gewebe wurde eine
entsprechende Menge von Leber, Niere oder Muskel entnommen, ebenfalls in
Stickstoff gefroren und mit einem Morser zerstol3en. Daraufhin wurde das
Gewebe in 500ul Homogenisierungspuffer (Tab. 10 und 11) in 4ml Tubes auf Eis
uberfuhrt und mittels eines Homogenisierungsstabes homogenisiert. Dann wurde
das Gemisch fir 1 Stunde bei 4°C inkubiert und anschlielend fur 1 Stunde bei
12.300 rpm bei 4°C zentrifugiert. Der Uberstand wurde abpipettiert, aliquotiert
und in flissigem Stickstoff schockgefroren. Zur weiteren Verwendung wurde eine

Proteinbestimmung mittels BCA-Reaktion durchgefihrt.

Tabelle 10: Zusammensetzung fiir 20 Proben (50mg Gewebe)

Homogenisations-Puffer 10 mi
Phosphataseinhibitor Cocktail 3 (Sigma) 100 pl
Phosphatase inhibitor cocktail 2 (Sigma) 100 pl
Proteaseinhibitorcocktail (Roche) 1 Tablette
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Tabelle 11: Homogenisationspuffer

Hepes 50 mM
NaCl 150 mM
Glycerol 10%
Triton X-100 1%
MgClI2 1,5mM
EGTA 1 mM
Sodium Fluoride 100 mM
pH 7,5

2.4. SDS-Page und Western Blot

Abhangig von der GrolRe des zu untersuchenden Proteins wurde ein 8-12%iges
Polyacrylamid-Trenngel gegossen (siehe Tab. 14) und mit 1-2% Isopropanol
Uberschichtet. Nach der Polymerisation wurde das Isopropanol abgegossen und
ein 3%-iges Polyacrylamid Sammelgel (Tab. 13) darliber gegossen. Als Probe
wurde Herzhomogenat sowie Homogenat von Leber, Niere oder Muskel
(Herstellung siehe Kapitel 2.3) verwendet. Es wurden jeweils 60pug Homogenat
verwendet und mit Wasser auf 10ul aufgefiillt. Dann wurde die Probe mit 10pl
Laemmli-Puffer (Tab. 12) 10 Minuten bei 95°C denaturiert und anschlieRend auf
das Gel aufgetragen. Die SDS-Page (sodium dodecyl sulfate-polyacrylamide gel
electrophoresis) -Auftrennung der Proteine erfolgte bei 80-100 V in SDS-
Laufpuffer (siehe Tab. 15). Um die aufgetrennten Proteine auswerten zu kénnen
mussen sie elektrophoretisch auf eine Nitrozellulosemembran tibertragen werden.
Diese wurde zuvor mit Methanol behandelt, da es das SDS aus den Komplexen
entfernt und so die Bindung der Proteine an die Membran erhoht. Der Transfer
erfolgte bei 100 V 4°C in 1 Stunde in Transferpuffer (siehe Tab. 16). Im
Folgenden wurde die Membran mit PBS gewaschen und dann fiir 1 Stunde in 5%
Milchpulverldsung geblockt, um die freien Bindungsstellen auf der Membran zu
séttigen und somit unspezifische Bindungen der Antikorper zu verhindern. Dann
wurde die Membran 4 Mal fiir 5 Minuten in PBS gewaschen und tber Nacht bei
4°C mit dem Primérantikorper in der Konzentratin 1:500 in 5% BSA inkubiert.
Nach 3 Waschschritten mit PBS wurde der in 5% BSA gelOste
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Sekundérantikdrper in der Konzentration 1: 5000 aufgetragen und fir 1 Stunde
bei Raumtemperatur inkubiert. Die Membran wurde dann mit dem BioRad
Imaging System gescannt und das Fluoreszenzsignal der einzelnen Banden

quantifiziert.

Tabelle 12: Laemmli-Puffer

Tris 65 mM
Glycerol 25%
SDS 2%
Bromphenolblau Spatelspitze
B-Mercaptoethanol 70 mM
Tabelle 13: Sammelgel

Acrylamid 5%
Tris-Base (0,5 M; pH 6,8) 125 mM
SDS 10% 0,1%
APS 10% 0,1%
TEMED 0,2%
Tabelle 14: Trenngel

Acrylamid 8/10/12%
Tris-Base (1,5 M; pH 6,8) 375 mM
SDS 0,01%
APS 0,0075%
TEMED 0,15%
Tabelle 15: SDS-Page Laufpuffer

Tris-Base 25 mM
Glycin 190 mM
SDS 3,5mM
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Tabelle 16: Transferpuffer

Tris-Base 25 mM
Glycin 190 mM
Methanol 20%
2.5. Mitochondrienisolation

Die Versuchstiere wurden mit 200 mg/kg Thiopental i.p. euthanasiert, die Herzen
entnommen und in 4ml STEL Puffer (sh. Tab. 17) auf Eis heruntergeklhlt. Auch
alle weiteren Schritte erfolgten auf Eis, die Zentrifugationsschritte wurden bei 4°C
durchgefuhrt. Die Vorhofe wurden entfernt, die Herzen anschlieBend in kleine
Stucke zerschnitten und durch mehrmaliges Aufziehen mit einer Pipette von
Blutresten befreit. Danach wurde der STE1 Puffer verworfen und durch 4ml
frischen STE1 Puffer ersetzt. Anschliefend wurde das Gewebe mit einer Schere in
etwa 1 mm kleine Teilchen zerkleinert. Daraufhin wurde der STE1 Puffer entfernt
und es wurde 2,5ml Protease-haltiger STE2 Puffer (siehe Tab 18) zum
Herzgewebe hinzugefligt. Nach einer Inkubationszeit von 4 Minuten wurde 2,5ml
STE1 Puffer hinzupipettiert. Dieses Gemisch wurde nun in ein Potter Elvejhem
Glas Uberfuhrt. Daraufhin  wurden die Herzfragmente mittels eines
Stabhomogenisators fir 90 Sekunden homogenisiert. Das Homogenat wurde
anschlieRend fiir 10 Minuten bei 8000 g zentrifugiert, der Uberstand verworfen
und das Pellet in 4ml STE1 Puffer resuspendiert. Ein zweiter
Zentrifugationsschritt bei 700 g fir 10 Minuten folgte. Anschlieend wurde der
Uberstand in ein neues Zentrifugenrohrchen tberfihrt und nochmals bei 8000 g
fiir 10 Minuten zentrifugiert. Nun wurde der Uberstand verworfen, das Pellet in
STE1 Puffer resuspendiert und derselbe Zentrifugationsschritt bei 8000 g
wiederholt. Zum Schluss wurde wieder der Uberstand verworfen und das Pellet in
200ul STE 1 Puffer resuspendiert.
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Tabelle 17: STE1 Puffer

Sucrose 250 mM
Tris/HCI 5mM
EGTA 2mM
pH 7,4

Tabelle 18: STE?2 Puffer

Sucrose 250 mM
Tris/HCI 5mM
EGTA 2 mM
BSA (FFA) 0,5 % (w/v)
MgCI2 5mM
ATP 1 mM
Protease 2,5U/ml
pH 7.4
2.6. Bestimmung des Proteingehaltes (BCA-Reaktion)

Um den Proteingehalt der isolierten Mitochondrien und der Herzhomogenate zu
bestimmen wurde das Micro BCA Kit (Pierce, Rockford, IL) verwendet. Das
Prinzip der BCA-Reaktion basiert darauf, dass zweiwertige Kupfer-lonen mit den
vorhandenen Proteinen reagieren und zu einwertigen Kupfer-lonen reduziert
werden. Diese einwertigen Kupfer-lonen bilden mit BCA (Bicinchoninsdure)
violette Komplexe. Die Intensitit des Farbumschlags entspricht der
Proteinkonzentration, welche photometrisch bei einer Wellenlange von 562nm
gemessen werden kann.

Es wurden je 10pul der Probe (1:10 verdiinnt) sowie der nach Protokoll erstellten
Standards (Standardkurve 0-2,5mg/ml) in eine 96 Well Platte pipettiert. Dann
wurde 190ul des BCA-Mix in jedes Well hinzugefiigt, fir 20 Minuten bei
Raumtemperatur inkubiert und anschlieRend die Absorption im ELISA-Reader

gemessen.
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2.7. Polarographische Atmungsmessung

Die mitochondriale respiratorische Kapazitdt wurde in isolierten Mitochondrien
nach Bestimmung der Proteinkonzentration gemessen. Hierzu wurde eine
doppelwandige Glaskammer mit einem Volumen von 0,5ml als Messkammer
verwendet, die durch 25°C warmes Wasser in der Doppelwand erwérmt wurde.
Der Inhalt der Kammer wurde standig durch einen Ruhrmagnet vermischt. Oben
ist die Glaskammer durch einen Zylinder mit kapillarer Bohrung verschlossen,
durch die es moglich war mit einer Spritze Substanzen zu injizieren, ohne die
Kammer 6ffnen zu missen. Unten in der Kammer befand sich eine Clark-type
Sauerstoffelektrode (Strathkelvin, North Lamarkshire, Schottland). Zwischen
Elektrode und Reaktionskammer war eine O,-durchldssige fluorierte Ethylen
Propylen Membran angebracht. Die Elektrode bestand aus einer Kathode aus
Platindraht und einer Anode aus Silberdraht, welche durch gesattigte
Elektrolytldsung verbunden waren.

Der Sauerstoffverbrauch der Mitochondrien wurde hierbei nach der Methode von
Clark gemessen (Clark et al. 1953). Die Sauerstoffmolekdle diffundieren aus der
Kammer durch die Membran und werden dann an der Elektrodenkathode
reduziert, so dass es zu einem Stromflu® kommt. Dieser Stromfluss ist
proportional zum Sauerstoffgehalt in der Kammer. Um die Stromstérke in die
dazugehorige O,-Konzentration umzuwandeln wurde die Software 928 von
Strathkelvin Instruments verwendet.

Es konnen 4 verschiedene "States” unterschieden werden. State 1 zeigt die
Atmungsrate von Mitochondrien in Puffer ohne zusétzliche metabolische
Substrate im Puffer, lediglich unter Verwendung noch vorhandener endogener
Substrate. State 2 beschreibt die Atmungsrate mit metabolischem Substrat im
Puffer, ohne dass ADP hinzugefligt wird, wéhrend in State 3 die maximale
Atmungsrate nach Zugabe von ADP gemessen wird. Das ADP regt die ATP-
Produktion an und somit auch die Atmung der Mitochondrien. In State 4 ist das
ADP vollstandig in ATP umgewandelt und es erfolgt eine Feedback-Hemmung
des O,-Verbrauchs.

Um eine Messung durchzufuhren wurden 500ul Respirationspuffer (siehe Tab.
19) in die Kammer gegeben. Dann wurde die Elektrode fir 1 Minute aquilibriert
und anschlieBend wurden 0,3mg Mitochondrien hinzugefugt. Jetzt wurde State 2
fur 90 Sekunden gemessen und daraufhin 1,5u1 200nM ADP (Endkonzentration
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0,6mM) dazugegeben. Dann konnte die maximale Stimulation, State 3, gemessen
werden. Nachdem das ADP verbraucht war, wurde fur 4 Minuten State 4
gemessen. Fir jede Probe erfolgte jeweils eine Doppelmessung mit den
Substratkombinationen Glutamat/Malat oder Palmitoylcarnitin/Malat. Mit dem
Strathkelvin 782 Oxygen System 4.0 wurde eine Kurve der Respirationsraten
wéhrend des gesamten Experimentes aufgezeichnet. Aus dieser konnte man
anschlieBend pro State die Respirationsrate in natom/min ablesen. Diese Rate
wurde dann auf die Menge der verwendeten Mitochondrien bezogen und ergab

dann den Sauerstoffverbrauch in nmol/min/mg Mitochondrien.

Tabelle 19: Respirationspuffer

KCL 120 mM
KH,PO, 5mM

EGTA 1 mM

BSA 1 mg/ml
HEPES 3 mM
Entweder: Glutamat/Malat 5 mM/2 mM
Oder: Palmitoyl-L-Carnitin/Malat 20 uM/5 mM
2.8. LAD-Ligatur

Um einen Myokardinfarkt im Tiermodell zu erzeugen, wurde das Modell der
LAD (left anterior descending artery)-Ligatur verwendet. Fir die Anésthesie
wurden 100 mg/kg Ketamin und 5 mg/kg Xylazin i.p. verabreicht. Um bereits
beim Aufwachen des Tieres eine Schmerzfreiheit gewahrleisten zu kdnnen, wurde
bereits intraoperativ 0,1 mg/kg Buprenorphin s.c. als Schmerzmittel gegeben.
Auch postoperativ wurde in 8h Intervallen fiir 2 Tage 0,1 mg/kg Buprenorphin
s.c. verabreicht. AuBRerdem wurden 20 pl/g einer isotonischen 5%igen
Glukoselésung (in 0,9% NaCl) i.p. verabreicht, um den Blut- und
Verdunstungsfliissigkeitsverlust wéhrend der OP auszugleichen. Zum Schutz der
Augen wurde Augensalbe aufgetragen. Nachdem die Maus keine Reflexe mehr
zeigte, wurde sie in Riickenlage auf dem OP-Tisch mit Klebeband fixiert. Mittels
einer kleinen Schlinge aus Nahtmaterial wurden die Schneidezahne fixiert und der

Kopf leicht nach hinten Uberstreckt um einen guten Zugang zum Kehlkopf zu
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haben. Mit einer flexiblen Kaltlichtquelle wurde der Hals beleuchtet, um so die
Trachea besser sichtbar zu machen. Mit einer Pinzette wurde die Zunge vorsichtig
aus der Maulhohle gezogen und mit einem Spatel an den Unterkiefer gedrckt.
Der Kehlkopf und der Eingang in die Trachea waren als weil3er Punkt sichtbar,
der sich offnete und schloss. Die Intubation erfolgte mit einer 22G-Venflon-
Kanule (Fa. Braun, Melsungen). Die Kanile wurde dann mit der
Beatmungsmaschine, TOPO Small Animal Respirator (Kent Scientific,
Torrington, CT, USA), verbunden. Die Einstellungen der Beatmungsmaschine,
sowie am Isofluranverdampfer waren wie folgt: Atemfrequenz 110 bpm,
Sauerstoffsattigung 40%, Inspiration Pressure 10cm, Sauerstoff-Flow 0,5-11/min.,
Isofluran 1%. Am Respirator war auflerdem ein PEEP (positive end-expiratory
pressure) von 5cm integriert, um so einem Lungenkollaps beim Offnen des
Thorax vorzubeugen. Nach erfolgreicher Intubation wurde die Maus auf die rechte
Seite gedreht und die Beine dort fixiert. Die Haare auf der linken Thoraxseite
wurden mit einem Rasierer geschoren und die Haut anschlieBend desinfiziert. Die
Operation fand ab diesem Punkt unter mikroskopischer Sicht statt (Zeis Stemi
2000-C Stereomikroskop, Carl Zeiss Microscopy GmbH, Jena). Es wurde ein
etwa 10mm langer Hautschnitt oberhalb des Herzens gemacht, dann wurde die
Muskulatur stumpf freiprapariert. Zwischen der 3. und 4. Rippe erfolgte ein 8mm
langer Schnitt mit dem der Thorax eroffnet wurde. Dann wurde ein
Rippenspreizer eingesetzt, um einen guten Blick auf das Herz zu haben und
vorsichtig das Perikard eroffnet. Jetzt wurde die A. coronaria sinistra aufgesucht
und die LAD direkt nach ihrer Abspaltung aus der linken Koronararterie mit einer
atraumatischen Nadel unterstochen. Da keine vollstdndige Ligatur gesetzt werden
sollte, sondern mit dem Modell der Ischdmie/Reperfusion gearbeitet werden
sollte, wurde ein erster Knoten gesetzt, ohne die Ligatur richtig zuzuziehen. Unter
diese lockere Schlinge des Nahtmaterials wurde ein kleines Plastikrohrchen
geschoben und erst jetzt die Ligatur mit einem zweiten und dritten Knoten richtig
zugezogen. Ob die LAD richtig abgebunden war, konnte man am deutlichen
Erblassen des betroffenen Herzareals erkennen. Die LAD wurde fiir 30 (cSirt4TG)
bzw. 60 Minuten (Sirt4”") abgebunden, wahrenddessen wurde der Rippenspreizer
entfernt, ein nasser Tupfer auf die Wunde gelegt und die Maus mit einer
Warmelampe bestrahlt (Beurer Medical GmbH, Ulm). Nach erfolgter

Ischdmiezeit wurde das Plastikrohrchen vorsichtig mit einer Pinzette
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herausgezogen. Wichtig war, dass die Naht im Herzen verblieb, damit eine spéatere
Féarbung zur Bestimmung der Infarktgrofle moglich war. Wahrend der folgenden
Reperfusion konnte man sehen, dass das vorher ischdmische Gebiet jetzt wieder
rotlicher wurde. Anschliefend wurden die Mm. pectorales mit 3-4 Einzelnahten
wieder verschlossen und die Haut mit einer fortlaufenden Naht zugenaht. Dann
wurde das Isofluran abgedreht und sobald die Maus begann spontan zu atmen und
Reflexe zeigte, wurde sie extubiert. Wahrend der Aufwachphase wurde die Maus
weiter mit einer Rotlichtlampe gewarmt und erhielt reinen Sauerstoff fiir etwa 30

Minuten Uber einen Schlauch vor der Nase.
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Abbildung 6: Schematische Darstellung des Herzens und der Coronargeféal3e bei der
LAD-Ligatur. Hierbei wird die LAD (left anterior descending artery) mit einer diinnen
Nadel unterstochen und durch eine Ligatur eine Ischdmie flr einen bestimmten Zeitraum
herbeigefiihrt. Anschliessend wird diese Ligatur wieder eréffnet, so dass eine Reperfusion
erfolgen kann. So kann ein Infarkt im Bereich des linken Ventrikels herbeigefiihrt
werden. Weitere Coronargefae: CX (Arteria circumflexa), LM (left main coronary
artery), RCA (right coronary artery) (Grafik modifiziert nach coronary arteries.svg,
Patrick J. Lynch, Wikimedia commons).

2.9. Bestimmung der Infarktgrof3e mittels Evans Blue-TTC-Staining

24 Stunden nach erfolgter LAD-Ligatur wurden die Herzen entnommen und die
Aorta kandliert. Hierzu wurde die Maus mit 200 mg/kg Thiopental euthanasiert
und es wurden nach Ausbleiben der Reflexe 200 Einheiten Heparin in die V. cava
injiziert, um die Blutgerinnung zu verhindern. Dann wurde das Herz entnommen
und zuerst in eine 0,9%ige NaCl-Lésung bei Raumtemperatur gegeben. Nicht-
kardiales Gewebe wurde entfernt. Dann wurde das Herz in ein zweites GefaR mit

0,9% NaCl Uberfuhrt, welches vorher mit Flussigstickstoff gekihlt worden war,
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die Aorta mit einer 20 Gauge Plastikkantle kantliert und mit einem Seidenfaden
der Stérke 4-0 fixiert. Unter die noch aus der Operation vorhandene Ligatur wurde
ein kleines Plastikréhrchen geschoben, um so wieder die LAD an derselben Stelle
wie wahrend der OP zu ligieren. AnschlieRend wurde das kanilierte Herz an ein
einfaches Langendorff-System, bestehend aus einer Spritze, einem Schlauch und
einem Dreiwegehahn, angeschlossen und zuerst mit 0,9% NaCl gespult. Dann
wurden 200ul einer 0,5%igen Evans Blue Lésung (Sigma Aldrich Chemie GmbH,
Steinheim) Uber den Dreiwegehahn in das Langendorff-System injiziert und somit
das nichtischdmische Areal des Herzens (Non Risk Area) blau gefarbt. Die Area
at Risk (AAR) blieb ungefarbt (siehe Abbildung 7). Das Herz wurde fir 30
Minuten bei -20°C eingefroren und dann mit einer Rasierklinge in dinne
Scheiben geschnitten. Um das vitale Gewebe vom nekrotischen Gewebe
abgrenzen zu konnen wurde der Farbstoff Triphenyltetrazoliumchlorid (TTC)
verwendet. TTC ist ein farbloser Redox-Indikator, welcher die vitalen Zellen der
AAR anhand einer Redoxreaktion der Pyruvatdehydrogenase rot farbt. Der
nekrotische Bereich bleibt ungeféarbt, so dass man nekrotische und vitale Areale
visuell unterscheiden kann. Es wurde 0,1g TTC in 10ml 10x PBS gel6st und die
Herzstiicke zusammen mit dieser Losung in ein Gefal} gegeben. Dieses wurde mit
Alufolie umhallt, da der Farbstoff lichtsensitiv ist. Dann wurde das Herz fir 15
Minuten bei 37°C gefarbt und anschlieRend die Herzscheiben entnommen und mit
0,9% NaCl gespult. Jetzt konnten die Herzstiicke unter einem Mikroskop
fotographiert werden, gewogen werden und dann die blauen, weissen und roten
Areale jedes Stlickes von beiden Seiten mit dem PC-Programm Image J (NIH,
Bethesda, Maryland, USA) ausgemessen werden. Um die InfarktgroRe zu
bestimmen, wurden Non Risk Area (blau), die Area at Risk (ischamisches Areal,
blau und weil}) und nekrotisches (wei), sowie vitales Gewebe (rot) der AAR

ausgemessen und miteinander in Beziehung gesetzt.
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Abbildung 7: Kandliertes Herz nach der Farbung mit Evans Blue.

2.10. Langendorff-Perfusion

2.10.1. Aufbau Perfusionssystem

Um die Kontraktilitdt der Herzen ex vivo untersuchen zu kdnnen, verwendeten
wir die Langendorff-Perfusion nach Oscar Langendorff (Langendorff, O., 1898)
unter Zurhilfenahme eines dinnen Ballons aus Folie, der in den linken Ventrikel
eingebracht wurde.

Das Perfusionssystem war aus 4 doppelwandigen Glasteilen aufgebaut, die Uber
Schlauche miteinander verbunden waren (siehe Abbildung 8). Durch die
Doppelwande floss auf 38,3°C erwdrmtes Wasser, so dass das Medium auf 37°C
erwarmt wurde. Das System war als rezirkulierendes System aufgebaut, in dem
das Herz retrograd Uber die Aorta perfundiert wurde. Der Puffer lief zuerst tber
die Aorta ins Herz, tropfte dann aus dem Herz heraus und lief unten in ein Puffer-
Reservoir. Mit einer Rollenpumpe wurde der Puffer durch einen Filter mit einer
Porengrof3e von 5um geleitet und dann in den Oxygenator berfihrt. Hier wurde
ununterbrochen Carbogen zugefiihrt, so dass es zu einer Oxygenierung des
Puffers kam. Jetzt floR der Puffer wieder zurick in die Ausgleichskammer,
welche sich direkt oberhalb des Herzens befand. In dieser Kammer blieben
eventuell vorhandene Luftblasen zuriick und der Puffer floR wieder tber die
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kanilierte Aorta ins Herz. Der Oxygenator wurde so hoch oberhalb des Herzens
aufgehangt, dass eine hydrostatische S&ule von 50 mmHg herrschte. In den linken
Ventrikel wurde ein wassergefiillter Ballon aus diinner Folie eingebracht, der mit
einem Druckmef3system gekoppelt war (siehe Abbildung 8 und Abbildung 9).
Hierlber konnten die kontraktilen Parameter Herzfrequenz, left ventricular
developed  pressure  (LVDP), sowie  maximale und  minimale
Druckanstiegsgeschwindigkeit (dP/dtyax und dP/dtyin) gemessen und berechnet

werden.
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Abbildung 8: Aufbau des Herzperfusionssystems. Links schematischer Aufbau. Rechts
Foto des Perfusionssystems. Die Pfeile geben die Flussrichtung des Puffers an.
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Abbildung 9: Herzkammer mit kanuliertem Herz und Ballon im linken Ventrikel,
der zur Druckmessung dient.

2.10.2.  Perfusionspuffer

Als Perfusionspuffer diente Krebs-Henseleit-Puffer (Tab. 20), welchem 5 mM
Glukose hinzugefiigt wurde. Dieser entspricht von seiner
Elektrolytzusammensetzung her Blut. VVor der Perfusion wurde der Puffer fur 30
Minuten mit Carbogen (95% O,, 5% CO,) préoxigeniert.

Tabelle 20: Krebs-Henseleit-Puffer

NaCl 128 mM
KCI 5mM
KH,PO, 1 mM
MgSO. 1,3mM
NaHCO3 15mM
CaCl, 2,5mM
pH 14

2.10.3.  Allgemeiner Versuchsablauf

Der Puffer wurde jeden Tag frisch angesetzt und fur 30 Minuten mit Carbogen
prdoxygeniert. Ein neuer Filter wurde in das Perfusionssystem eingesetzt, der
Puffer in das System gegeben und die Rollenpumpe sowie das Wasserbad
angestellt. Dann wurde das Herz entnommen und die Aorta kaniliert. Um spéter

den Ballon einsetzen zu kénnen, wurde der linke VVorhof abgeschnitten. Danach
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konnte das kanUlierte Herz an das Perfusionssystem gehangt werden. Sobald der
erwarmte, oxygenierte und glukosehaltige Puffer die Koronarien durchstromte,
begann das Herz in seinem autonomen Rhythmus zu schlagen, verrichtete aber bei
hydrostatisch geschlossener Aortenklappe keine Volumenarbeit. Dies bedeutet,

dass die Ventrikel nicht gefullt sind.

2.10.4. Messung kontraktiler Parameter

Um die kontraktilen Parameter des Herzens messen zu kénnen flhrten wir einen
blasenfreien, wassergefullten Ballon, der zuvor aus sehr diinner Folie hergestellt
worden war, durch die Mitralklappe in den linken Ventrikel ein. Dieser Ballon
war mit einem dinnen Polyethylenschlauch verbunden, in den ein Drucksensor
(Millar Micro-Tip, Millar Instuments, Houston, TX) miindete. An diesen
Schlauch war auBerdem durch einen Dreiwegehahn eine 50ul Glasspritze
angeschlossen, Uber die dann der Ballon gefllt werden konnte. Der Ballon wurde
so mit Wasser gefiillt, dass der enddiastolische Druck zwischen 8 und 12 mmHg
lag. Durch die Kontraktionen des Ventrikelmyokards wurde Druck auf den Ballon
ausgetbt und so konnte der linksventrikulére systolische und diastolische Druck
(LVP) lber den Drucksensor als Mal der Kontraktilitit gemessen werden. Das
Signal wurde uber den Druckaufnehmer an den PC ubermittelt und dort mit der
Software PowerLab (ADInstruments) aufgezeichnet und bearbeitet. Die
Herzfrequenz (HF) wurde aus der Zeitdifferenz zwischen den systolischen
Druckmaxima berechnet. Der linksventrikuldr entwickelte Druck (left ventricular
developed pressure, LVDP) wurde aus der Differenz von systolischem und
diastolischem Druck berechnet. AuRRerdem wurde die linksventrikuldre maximale
und minimale Druckanstiegsgeschwindigkeit (dP/dtmax und dP/dtmi,) mit der
Software kalkuliert. Nach dem AnschlielRen des Herzens an das Perfusionssystem
und dem Einfiihren des Ballons in den linken Ventrikel bendtigte das Herz 5-15
Minuten, um sich zu adaptieren. Sobald konstante Messwerte erreicht wurden,
konnte mit der reguldaren Messung begonnen werden. Hierbei wurden die vier

oben genannten Werte alle 5 Minuten gemessen und aufgezeichnet.

2.10.5. Ischdmie/Reperfusion
Die Erholung der kontraktilen Funktion in der Reperfusion nach
vorausgegangener Ischdmie wurde in der Langendorff-Perfusion untersucht.

Zuerst wurde das Herz wie oben beschrieben fur 15 Minuten perfundiert. Dann
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wurde der zufuhrende Pufferschlauch oberhalb des Herzens mit einer Klemme
abgeklemmt und somit eine globale Ischdmie fir 25 Minuten herbeigefuhrt.
Danach erfolgte die Reperfusion durch Entfernen der Klemme fur 40 Minuten.
Die Evaluation der mPTP und der ROS-Produktion erfolgte in separaten
Experimenten bereits nach 15 Minuten Reperfusion. Wahrend séamtlicher
Experimente  wurden alle 5 Minuten die oben aufgefiihrten

Kontraktilitdtsparameter gemessen.

2.11. »Swelling Assay*

Die Offnungswahrscheinlichkeit der mPTP nach Ischdmie und Reperfusion wurde
mit dem ,,Swelling Assay* untersucht. Bei diesem Assay wird durch die Zugabe
von CaCl, die Offnung der mPTP und somit ein Anschwellen der Mitochondrien
induziert.

Ein Herz wurde im Langendorff-Modus fiir 15 Minuten normal perfundiert, dann
einer 25-mindtigen Ischamie ausgesetzt und flr weitere 15 Minuten reperfundiert.
Dann wurde das Herz abgehangt und die Mitochondrien wie bereits beschrieben
isoliert. AnschlieBend wurde eine Mitochondrienverdiinnung von 2mg/ml
hergestellt, wobei zum Verdiinnen der mPTP-Puffer (sh. Tab 21) verwendet
wurde. Flr die Negativkontrolle wurden 97,6ul Mitochondriensuspension mit
2,4ul Cyclosporin A vermischt, in ein Well einer 96 Well-Platte pipettiert und bei
25°C fur 3 Minuten inkubiert. Dann wurden 100pl mPTP-Puffer, der zusétzlich
1,2mM CaCl, enthielt, hinzugefugt. Fur die Leerprobe wurden 100pl
Mitochondrien und 100ul mPTP-CaCl,-Puffer vermischt. Fir die zu
untersuchende Probe wurden 100ul Mitochondrienmix mit 100ul mPTP-CaCl,-
Puffer zusammenpipettiert. Nach dem Hinzufliigen des CaCl,-haltigen Puffers
wurde die Absorption bei 540nm jede Minute fur 6 Minuten in einem
Spektrophotometer gemessen, um so die Schwellung der Mitochondrien nach
Offnung der mPTP durch das Calciumchlorid messen zu konnen. Das Cyclosporin
A verhindert die Bildung der mPTP und konnte daher als Negativkontrolle
genutzt werden. Am Ende konnte die Abnahme der optischen Dichte graphisch
dargestellt werden.
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Tabelle 21: mPTP-Puffer

Saccharose 200 mM
HEPES 10 mM
KH,PO, 5mM
EGTA 10 uM
Succinat 10 mM
pH 7,3

2.12. Amplex Red Assay

Nach 15-mindtiger normaler Langendorff-Perfusion, 25 Minuten Ischamie und 15
Minuten Reperfusion wurden die Mitochondrien des Herzens isoliert. Der Amplex
Red Assay ist ein Fluoreszenzassay, der die H,O, Produktion misst, was letztlich
aber die Produktion des sehr Kkurzlebigen und daher schwer direkt
quantifizierbaren Superoxid-Anions reflektieren soll. Er basiert auf der Reaktion
von H,0, und dem farblosen Amplex Red, welches durch Horseradish Peroxidase
(HRP) 1:1 zu dem farbigen fluoreszierenden Resorufin katalysiert wird und so
messbar wird.

Da Amplex Red lichtsensitiv ist, musste der Assay in einem abgedunkelten Raum
pipettiert werden. Es wurde eine weille 96 Well-Platte verwendet. Zuerst wurden
die Mitochondrien auf 1mg/ml verdiinnt und von dieser Suspension wurden 20ul
in jedes Well pipettiert (entspricht 0,02mg Mitochondrien pro Well). Dann wurde
ein Amplex Red-HRP-Mix hergestellt, welcher 40uM Amplex Red sowie 8 U/ml
HRP enthielt. Hier ist zu beachten, dass die Endkonzentrationen durch weitere
Verdinnungsschritte im Well spater nur noch die Hélfte betragen. Dann wurde
eine  H,0,-Standardkurve mit 0-100pmol pipettiert. Das Volumen von
Mitochondrien und H,O, in der Standardkurve wurde immer auf 100ul mit
Basispuffer (sh. Tab. 22) aufgefillt. Dann wurde in jedes Well 100ul des Amplex-
Mix hinzugegeben, zu den Proben auRerdem 10pl Substratpuffer (sh. Tab. 23), in
alle anderen Felder 10ul Basispuffer, um das Volumen gleich zu halten. Fir die
Leerprobe wurden 180pul Basispuffer und 20l Probe vermischt. Dann konnte mit
der Software Softmax Pro bei einer Exzitation von 540nm und einer Emission von
590nm bei 37°C fir 30 Minuten die Fluoreszenz gemessen werden. AnschlieRend

wurde der Steigungsquotient m der Leerprobe berechnet und vom
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Steigungsquotienten  der

subtrahiert. Dieses Ergebnis war der

Steigungsquotient m der Probe. Jetzt konnte mit folgender Formel der H,O,-

Gehalt berechnet werden:

((Msample*60):0,02mg Mitochondrien/Well):Mstangara = X pmol/min/mg Mitochondr.

Tabelle 22: Basispuffer

KCI 125 mM
KH,PO,4 4 mM
NaCl 14 mM
HEPES 20 mM
MgCl, 1 mM
EGTA 0,02 mM
BSA 0,2%

pH 7,2
Tabelle 23: Substratpuffer

KCI 125 mM
KH,PO, 4 mM
NaCl 14 mM
HEPES 20 mM
MgCl, 1mM
EGTA 0,02 mM
BSA 0,2%
Glutamat 105 mM
Malat 42 mM
pH 7,2

2.13. Statistik

Alle Ergebnisse wurden als Mittelwerte mit Standardabweichung des Mittelwertes
angegeben. Der Vergleich zweier Gruppen erfolgte mit einem zweiseitigen t-Test.
Als signifikant wurde eine Irrtumswahrscheinlichkeit von p < 0,05 bezeichnet und

die Signifikanz mit einem Stern (*) gekennzeichnet.
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V. ERGEBNISSE

In dieser Arbeit wurde die Rolle von Sirt4 in der myokardialen Ischdmie-
Reperfusion untersucht. Mause mit globalem Sirtd” und kardiomyozyten-
spezifischer Sirt4 Uberexpression (cSirt4dTG) wurden verwendet und mit jeweils
den entsprechenden Wildtypmadusen verglichen. Der EinfluR auf die
HerzinfarktgréRe wurde mittels LAD-Ligation und nachfolgender TTC-Farbung
untersucht, und die Erholung der Herzfunktion wurde nach Ischdmie und
Reperfusion im Langendorff-Modell evaluiert. Die Offnungswahrscheinlichkeit
der mPTP und die H,O,-Bildung wurden in der frihen Reperfusionsphase

untersucht.

1. Validierung der Tiermodelle

Es erfolgte die Bestimmung des Genotyps der einzelnen Méause mittels PCR.
Abbildung 10 zeigt ein representatives PCR-Gel zur Bestimmung des Genotyps.
Das PCR-Produkt von Sirt4™* Mausen zeigt eine Bande bei 600 bps, wahrend das
PCR-Produkt von Sirt4” Mausen eine Bande bei 400 bps aufweist. Das
Vorhandensein des Sirt4 Transgens wird in der Transgen-PCR bei einer Bande bei
1900 bps nachgewiesen. Allerdings Uberexprimieren nur die cSirtdTG-Mause
kardiomyozytenspezifisch Sirt4, die auch eine aktive a-MHC-Cre-Rekombinase

und eine Bande bei 300 bps zeigen.

Abbildung 10: Repréasentatives PCR-Gel zur Bestimmung des Genotyps.
1) Sirt4™; ~600 bps. 2) Sirt4” ; ~400 bps. 3) cSirtdTG-transgen; ~1900 bps. 4)
cSirtdTG- a-MHC Cre; ~300 bps.
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Es wurden zwei verschiedene Western Blots zur Validierung der Tiermodelle
durchgefihrt. Der Erste diente dem Nachweis der myokardialen Sirt4 Expression
in den unterschiedlichen Tiermodellen. Hierzu erfolgte ein Western Blot fur Sirt4
mit Herzmuskelhomogenat von Sirt4-/-, Sirtd+/+, cSirtdTG und cSirtdTG
Kontroll-Mdusen. In Abbildung 11 kann man erkennen, dass die Sirt4-Bande in
Herzproben von Sirt4-/- Méusen im Gegensatz zum Wildtyp (Sirt4+/+)
verschwunden ist. Der Vergleich von cSirt4TG und cSirt4TG-Kontrolle zeigt,

dass in der cSirt4TG Maus eine deutlich starkere Sirt4-Bande vorliegt.

- Sirt4+/+ Sirtd’-  cSirtdTG  cSirtdTG

kDa Kontrolle
37|

Abbildung 11: Représentativer Western Blot fur Sirt4 in Herzhomogenaten von
Sirtd4™ und cSirt4dTG Mausen im Vergleich zum jeweiligen Wildtyp. Sirt4 liegt bei 35
kDa.

Der zweite Western Blot diente dem Nachweis einer kardiomyozyten-spezifischen
Uberexpression von Sirt4.  Hierzu wurde die Expression von Sirt4 in
verschiedenen Geweben (Herz, Leber, Niere, Muskel) von cSirt4dTG und
cSirtdTG Kontroll-Mausen verglichen. In Abbildung 12 kann man erkennen, dass
in den Gewebshomogenaten von Leber, Niere und Muskel kein Unterschied in der
Sirt4-Expression zwischen cSirtdTG und cSirtdTG Kontroll-Mé&usen sichtbar
wird. Im Herzhomogenat allerdings féllt eine deutlich intensivere Bande in der
cSirt4TG-Maus im Vergleich zum Kontrolltier auf, was beweist, dass Sirt4 in der

SirtdTG-Maus nur im Herzen Giberexprimiert wird.
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kMDVaV Herz Leber Niere Muskel

- -

cSirt4TG Kontrolle
cSirtdTG
cSirt4TG Kontrolle
cSirtdTG
cSirt4TG Kontrolle
cSirt41G
¢Sirt4TG Kontrolle
cSirt41G

Abbildung 12: Repréasentativer Western Blot fur Sirt4 in Homogenaten von Herz-,
Leber-, Nieren- und Muskelgewebe von cSirt4TG und cSirt4TG Kontroll-Mausen.
Sirt4 liegt bei 35 kDa.

2. Untersuchungen in Sirt4™ Méausen

2.1. Herzgewicht, Kérpergewicht und Tibialange in Sirt4” Mausen
Tabelle 24 zeigt das Herzgewicht (HG), das Korpergewicht (KG), die Tibialdnge
(TL), sowie das Herzgewicht-Kérpergewicht-Verhaltnis (HG/KG) und das
Herzgewicht-Tibialangen-Verhaltnis (HG/TL) von 8 Wochen alten Sirt4” und
Wildtyp-Mé&usen. Es wurden keinerlei Unterschiede in den untersuchten
Parametern zwischen den zwei Gruppen festgestellt.

Tabelle 24: Herzgewicht, Korpergewicht, Tibialange, Herzgewicht-Kdrpergewicht-

Verhéltnis und Herzgewicht-Tibialangen-Verhaltnis in Sirt4™ und Sirt4™* Mausen
im Alter von 8 Wochen.

Sirt4** Sirt4”
HG (mg) 126,2+9,6 127,8 + 15,2
KG (g) 221+1,4 21,3+1,9
TL (mm) 16,2 +2,2 17,0+0,8
HG/KG (mg/g) 57+0,2 6,0+ 0,4
HG/TL (mg/mm) 8,0+1,0 77+11

Herzgewicht (HG), Korpergewicht (KG), Tibialange (TL). TL n=6, HG und KG n=10.
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2.2. Kontraktile Funktion in Sirt4” Mausen

Mit der Langendorff-Perfusion kann die kontraktile Funktion eines Herzens ex
vivo evaluiert werden. Abbildung 13 zeigt die kardialen kontraktilen Parameter
von Sirt4” und Wildtyp-Méausen im Alter von 8 Wochen im Modell der
Langendorff-Perfusion. Die Herzfrequenz war in Sirt4” Mausen mit 269 bpm
(beats per minute) im Vergleich zum Wildtyp mit 308 bpm niedriger.
Linksventrikuldar entwickelter Druck (LVdP), linksventrikulare maximale
Druckanstiegsgeschwindigkeit (dp/dtmax), linksventrikulare minimale
Druckanstiegsgeschwindigkeit (dp/dtmin), sowie das Frequenz-Druck-Produkt
wiesen allerdings keinerlei Unterschiede zwischen den beiden Gruppen auf.

- Sirt4*"* |:| Sirt4™

A Herzfrequenz B Linksventrikuldr entwickelter
400 - 150 Druck
*
300 - o 100
£ I
& 200 - E
< 50 -
100
0 0 -
c linksventrikuldre maximale D linksventrikulire minimale
c000 -Druckanstiegsgeschwindigkeit Druckanstiegsgeschwindigkeit
0 -
£
c
‘£ 4000 - £
= T
:'é € -2000 -
o £
£ 2000
0 - -4000 -
E Frequenz-Druck-Produkt
30000 -
20000 -
10000 -+
0 - I

Abbildung 13: Kardiale kontraktile Funktion in der Langendorff-Perfusion in
Sirt4” und Sirt4"™ Mausen. Herzfrequenz (A), linksventrikular entwickelter Druck
(LVdP) (B), linksventrikulare maximale Druckanstiegsgeschwindigkeit (dp/dtyax) (C),
linksventrikuldre minimale Druckanstiegsgeschwindigkeit (dp/dty,) (D) und Frequenz-
Druck-Produkt (E) in Langendorff perfundierten Herzen von Sirt4” und Sirt4™* Mausen
im Alter von 8 Wochen; n=6; * p<0,05 versus WT.
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2.3. Myokardiale mitochondriale Atmungskapazitat in Sirt4” Mausen

Der mitochondriale O,-Verbrauch wurde in isolierten kardialen Mitochondrien
von Sirtd” und Sirt4™* Mausen untersucht. Abbildung 14 zeigt den O,-Verbrauch
beider Gruppen jeweils mit den Substraten Glutamat/Malat (Abbildung 14 A) und
Palmitoylcarnitin/Malat (Abbildung 14 B). State Il, State Il und State IV waren
mit beiden Substratkombinationen jeweils nicht unterschiedlich zwischen den

beiden Gruppen.

B s Sirt4™

A 0,-Verbrauch Glutamat/Malat
250,0 -
o 200,0 -
=
E 150,0 -
£
S 100,0 -
&
E 50,0 - ._v_
N
o 0,0 '_--_l T T 1
State |1 State 111 State IV
B 0,-Verbrauch Palmitoylcarnitin/Malat
500,0 -
o 400,0 -
£
< 300,0 -
£
5 200,0 ~
&
E 100,0 -
O ol W e
State 11 State 111 State IV

Abbildung 14: Myokardialer mitochondrialer O,-Verbrauch. Sauerstoffverbrauch mit
den Substraten Glutamat/Malat (A), sowie Palmitoylcarnitin/Malat (B), in State Il, State
I1l und State IV in isolierten kardialen Mitochondrien von Sirt4” und Sirt4™* Mausen.
n=4-6.
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2.4. Kardiale InfarktgroRe nach LAD-Ligatur in Sirt4” Mausen

Die kardiale Infarktgrole wurde 24 Stunden nach einer 60-minttigen LAD-
Ligatur mittels Evans Blue-TTC Farbung bestimmt. Wie in Abbildung 15 gezeigt,
betrug der Anteil der InfarktgréRe an der Area at Risk (AAR) in Sirt4” Mausen
nur 20%, wohingegen der Anteil der InfarktgroRe in Sirt4** Mausen 41% betrug.
Somit war die myokardiale InfarktgroBe nach LAD-Ligation in Sirt4” Méusen um

iiber 50% kleiner als in Sirt4*"* Mausen.

* 6

-/-
Sirt4™* Sirt4

100 -

80 A

60 A

40 -

20 A

InfarktgroBe der AAR (Area at risk) in %

Abbildung 15: Kardiale InfarktgrofRe nach 60-mindtiger LAD-Ligatur, bestimmt
durch Evans-Blue-TTC-Staining in Sirt4” und Wildtyp-Mausen; n=6; * p<0,05 versus
WT. Repréasentative Abbildungen des TTC-Stainings; Non Risk Area=blau, Area at Risk
(AAR)=Dblau und weiB, nekrotisches Areal der AAR=weiB, vitales Areal der AAR= rot.

2.5. Post-ischamische Erholung der Herzfunktion in Sirt4” Mausen

Die Erholung der kardialen kontraktilen Funktion wurde anhand des Modells der
Langendorff-Perfusion mittels globaler kardialer Ischamie in Sirt4” und Sirt4"*
Mausen untersucht. Zuerst wurden die Herzen fiir 15 Minuten normal perfundiert,
dann erfolgte eine 25-minitige Ischdmie und anschlieBend eine 40-miniitige
Reperfusion. In Abbildung 16 wird jeweils die prozentuale Erholung der
Herzfrequenz, des linksventrikuldren Drucks, der maximalen linksventrikuldren
Druckanstiegsgeschwindigkeit, der minimalen linksventrikul&ren
Druckanstiegsgeschwindigkeit und des Frequenz-Druck-Produktes dargestellt.

Verglichen wurde hierbei mit den pra-ischdmischen Mittelwerten. Der
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linksventrikular entwickelte Druck erholte sich von der 25. bis zur 35. Minute der
Reperfusion signifikant besser in Herzen von Sirt4” Mausen als in Herzen von
Wildtyp-Méusen. In Minute 35. der Reperfusion waren dies beispielsweise 62%
Erholung des linksventrikular entwickelten Drucks bei Herzen von Sirt4™

+/+

Mausen, wahrend es bei Herzen von Sirtd™" Méausen nur 48% waren. Auch die
linksventrikulare maximale Druckanstiegsgeschwindigkeit erholte sich in Herzen
von Sirtd”" Mausen besser (auf 43%) als in Herzen von Sirt4*"* Mausen (auf 28%)
ab der 15. Minute der Reperfusion. Auch die linksventrikuldare minimale
Druckanstiegsgeschwindigkeit und das Frequenz-Druck-Produkt zeigten hohere
Mittelwerte in der Reperfusionsphase im Vergleich zum Wildtyp, wobei aber

jeweils die statistische Signifikanz bei einem n=6 nicht erreicht wurde.

- Sirt4** Sirt4”

A Herzfrequenz
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E Frequenz-Druck-Produkt
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Abbildung 16: Die Erholung der kontraktilen Funktion nach 25 Minuten Ischamie
und 40 Minuten Reperfusion in Sirt4” und Sirt4™* Herzen. Die prozentuale Erholung
von Herzfrequenz (A), linksventrikuldr entwickeltem Druck (LVdP) (B), linksventrikul&r
maximaler Druckanstiegsgeschwindigkeit (dp/dt.x)(C), linksventrikular minimaler
Druckanstiegsgeschwindigkeit (dp/dt.;,) (D) und des Frequenz-Druck-Produktes (E) nach
25 Minuten Ischamie und 40 Minuten Reperfusion in Sirt4™ und Sirt4"* Herzen; n=6;
* p<0,05 versus WT.

2.6. Kardiale mPTP-Offnung in Sirt4” Mausen

Zahlreiche Studien konnten nachweisen, dass die vermehrte Offnung der mPTP
nach I/R in den ersten Minuten der Reperfusion am starksten ausgepragt ist, da es
sofort nach Beginn der Reperfusion z.B. zu einem rasanten und starken Anstieg
der ROS-Produktion, der intrazellularen Ca®*-Konzentration und des pH-Wertes
kommt (Cohen et al. 2008; Di Lisa et al. 2001; Halestrap 1999). Die Evaluation
der mPTP Offnung erfolgte daher nach einer erneuten Langendorff-Perfusion,
wobei nach 25-mindtiger Ischamie aber nur eine 15-minutige Reperfusion
erfolgte. Sofort wurden die kardialen Mitochondrien isoliert und der ,,Swelling
Assay“ durchgefihrt. In diesem Assay wird die Abnahme der optischen Dichte
der Mitochondrien, bewirkt durch die Ca**-induzierte Offnung der mPTP wahrend
der Reperfusion, gemessen. Abbildung 17 zeigt diese Dichteabnahme bei 540nm
nach Zugabe von CaCl,. Die optische Dichte der kardialen Mitochondrien von
Sirt4” und Sirt4"* Mausen war nicht unterschiedlich. Eine Messung in WT-
Mitochondrien in der Anwesenheit des mPTP-Inhibitors Cyclosporin A (hemmt

komplett die Ca**-induzierte mPTP-Offnung) diente als Kontroll-Messung.



Ergebnisse 55

Minuten
0,00

-0,02 +

0,04

-0,06 -

-0,08 -

Absorption bei 540nm

-0,10 +

-0,12 -

—h—WT

-0,14 -
——SIRT4-/-

Cyclosporin A

Abbildung 17: Swelling Assay in der frithen Reperfusion bei Sirt4” und Sirt4™"*
Mausen. Optische Dichte gemessen bei 540 nm nach Zugabe von CaCl,
(Calciumchlorid) in isolierten kardialen Mitochondrien von Sirt4” und Sirt4"* Mausen.
Der mPTP-Hemmer Cyclosporin A wurde als Negativkontrolle verwendet; n=6.

2.7. Kardiale mitochondriale H,O,-Bildung in Sirt4” Mausen

Die Produktion von mitochondrialen ROS in der frihen Reperfusion wurde mit
dem Amplex Red Assay in isolierten kardialen Mitochondrien von Sirt4** und
Sirt4” Mausen untersucht. Hierzu erfolgte eine Langendorff-Perfusion mit I/R
wie unter 2.6  beschrieben, mit  nachfolgender Isolation  der
Herzmuskelmitochondrien und Durchfihrung des Amplex Red Assays.
Abbildung 18 zeigt, dass Mitochondrien, die 15 Minuten nach Beginn der
Reperfusion isoliert wurden, bei der Bildung von H,O, keinen Unterschied
zwischen den beiden Gruppen aufwiesen.
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Abbildung 18: Bildung von H,0, in isolierten kardialen Mitochondrien nach 25
Minuten Ischamie und 15 Minuten Reperfusion in Sirt4” und Sirt4"*. n=6.
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3. Untersuchungen in cSirtdTG Mausen

Die Untersuchungen zur myokardialen I/R in Sirt4” Mausen, die in dieser Arbeit
bislang vorgestellt wurden, deuten auf einen kardioprotektiven Phanotyp in Sirt4™
Méausen hin. Es stellte sich daher die Frage, ob sich im UmkehrschluRR eine
Uberexpression von Sirt4 entsprechend negativ auf den I/R-Schaden auswirken
wirde. Daher wurden in den folgenden Experimenten cSirt4TG-Mause, welche
kardiomyozytenspezifisch Sirt4 vermehrt exprimieren, mit cSirt4TG Kontroll-

Méausen verglichen.

3.1. Herzgewicht, Kérpergewicht und Tibialange in cSirt4TG Mausen

In Tabelle 25 werden Herzgewicht (HG), Korpergewicht (KG), Tibialange (TL),
Herzgewicht-Korpergewicht-Verhaltnis (HG/KG) und Herzgewicht-Tibialdngen-
Verhéltnis (HG/TL) von cSirtdTG und cSirtdTG Kontroll-Tieren verglichen.
Hierbei konnten keinerlei Unterschiede in den untersuchten Parametern zwischen

den beiden Gruppen festgestellt werden.

Tabelle 25: Herzgewicht, Kérpergewicht, Tibialange, Herzgewicht-Kérpergewicht-
Verhéltnis und Herzgewicht-Tibialangen-Verhaltnis in cSirt4TG und cSirtdTG
Kontroll-M&usen im Alter von 8 Wochen.

cSirtdTG Kontrolle cSirtdTG

HG (mg) 1234+ 12,3 125,6 + 14,3
KG (9) 28,7+19 28,3+2,8
TL (mm) 18,0+ 0,5 18,0+ 0,6
HG/KG (mg/g) 43+0,2 45+0,3
HG/TL (mg/mm) 6,9+0,7 7,1+0,7

Herzgewicht (HG), Korpergewicht (KG), Tibialange (TL). n=8-10

3.2 Kontraktile Funktion in cSirtdTG Mausen

Auch in cSirt4dTG Mdusen wurde die kontraktile Funktion des Herzens ex-vivo
mittels Langendorff-Perfusion untersucht. In Abbildung 19 werden die
kontraktilen Parameter von 8 Wochen alten cSirt4TG sowie cSirtdTG Kontroll-

Mé&usen dargestellt. Weder in der Herzfrequenz, dem linksventrikular
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entwickeltem Druck, der linksventrikular maximalen
Druckanstiegsgeschwindigkeit, der linksventrikul&r minimalen
Druckanstiegsgeschwindigkeit, noch im Frequenz-Druck-Produkt konnten

Unterschiede zwischen den beiden Gruppen gefunden werden.
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Abbildung 19: Kardiale kontraktile Funktion in der Langendorff-Perfusion in
cSirtdTG und cSirtdTG Kontroll-Mé&usen. Herzfrequenz (A), linksventrikuldr
entwickelter Druck (LVvdP) (B), linksventrikulére maximale
Druckanstiegsgeschwindigkeit (dp/dtmax) ©), linksventrikulére minimale
Druckanstiegsgeschwindigkeit (dp/dt.;,) (D) und Frequenz-Druck-Produkt (E) in
Langendorff perfundierten Herzen von cSirtdTG und cSirt4TG-Kontroll-M&usen im Alter
von 8 Wochen; n=4.
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3.3. Kardiale Infarktgroflie nach LAD-Ligatur in cSirt4TG Mausen

Die kardiale InfarktgroRe wurde 24 Stunden nach einer 30-minttigen LAD-
Ligatur mittels Evans Blue-TTC Farbung bestimmt. Wie in Abbildung 20 gezeigt,
konnte keinerlei Unterschied in der InfarktgroRe zwischen cSirt4dTG und cSirtdTG
Kontroll-Mausen festgestellt werden.

cSirtdTG

Kontrolle

O @

cSirtdTG
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InfarktgroRe der AAR {Area at risk) in %

Abbildung 20: Kardiale InfarktgréRe nach 60-minitiger LAD-Ligatur, bestimmt
durch Evans-Blue-TTC-Staining in cSirtdTG und cSirt4TG Kontroll-Mé&usen; n=6.
Reprasentative Abbildungen des TTC-Stainings; Non Risk Area=blau, Area at Risk
(AAR)= blau und weil3, nekrotisches Areal der AAR= weil3, vitales Areal der AAR= rot.

34. Post-ischamische Erholung der Herzfunktion in cSirt4TG Mausen

Um die Erholung der kontraktilen Funktion nach einer Ischamie ex vivo zu
untersuchen, wurde im Modell der Langendorff-Perfusion eine globale Ischamie
fir 25 Minuten herbeigefiihrt, gefolgt von einer 40-minttigen Reperfusion. In
Abbildung 21 ist die prozentuale Erholung der kardialen kontraktilen Funktion
nach Ischdmie in cSirt4TG und cSirt4dTG Kontroll-Mé&usen dargestellt. Es konnten

keine signifikanten Unterschiede zwischen beiden Gruppen festgestellt werden.
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Abbildung 21: Die Erholung der kontraktilen Funktion nach 25 Minuten Ischdmie
und 40 Minuten Reperfusion in cSirt4TG und cSirtdTG Kontroll-Herzen. Die
prozentuale Erholung von Herzfrequenz (A), linksventrikular entwickeltem Druck
(LvdP) (B), linksventrikular maximaler Druckanstiegsgeschwindigkeit (dp/dtya) (C),
linksventrikular minimaler Druckanstiegsgeschwindigkeit (dp/dt,,) (D) und des
Frequenz-Druck-Produktes (E) nach 25 Minuten Ischamie und 40 Minuten Reperfusion
in cSirtdTG und cSirt4TG Kontroll-Herzen; n=6.
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V. DISKUSSION

Der Herzinfarkt stellt eine der hdufigsten Todesursachen weltweit dar (Keeley et
al. 2003). Die Folgen nach einem Infarkt hdangen von der InfarktgréRRe ab, welche
wahrend der Ischamie sowie der darauffolgenden Reperfusion des entsprechenden
Gewebes entsteht (Murphy und Steenbergen 2008). Verschiedene mitochondriale
Fehlfunktionen, insbesondere die vermehrte Bildung von Sauerstoffradikalen oder
die vermehrte Offnung der mPTP im Rahmen der I/R, bestimmen die GroRe des
I/R Schadens (Zweier und Talukder 2006; Di Lisa et al. 2011). Studien legen
nahe, dass die bislang wenig untersuchte NAD"-abhangige Deacetylase Sirt4 tiber
ihr Target Cyclophilin D die Offnung der mPTP induzieren konnte und damit an
der Ausbildung des myokardialen 1/R-Schadens beteiligt sein kdnnte (Verma et al.
2013). Das Ziel der vorliegenden Arbeit war daher, die Rolle von Sirt4 in der
Ausbildung des kardialen I/R-Schadens zu definieren. Es konnte gezeigt werden,
dass die InfarktgréRe nach voribergehender LAD-Ligation in Sirt4” Mausen
deutlich geringer ist als in entsprechend behandelten WT-M&usen, und dass die
Erholung der Herzfunktion nach globaler Ischdmie und Reperfusion im
Langendorff-Modell in Sirt4” Mausen besser ist als in WT-Mausen. Mause mit
Uberexpression von Sirt4 zeigen jedoch keinen Unterschied in der InfarktgroRe
oder postischamischen Erholung der Herzfunktion im Vergleich zu WT-M&usen.
Diese Ergebnisse lassen darauf schlieBen, dass das Fehlen von Sirt4
kardioprotektiv ist, eine Uberexpression von Sirt4 sich hingegen jedoch nicht
zellschadigend auswirkt. Im Folgenden sollen die Ergebnisse dieser Arbeit

diskutiert und in Kontext mit anderen Studien gestellt werden.

Zur Beurteilung des Einflusses von Sirt4 auf den I/R-Schaden ist zunéchst die
Rolle von Sirt4 im Herzmuskel n&her zu definieren. Daher wurde zuerst die
kardiale kontraktile Funktion ex vivo im Langendorff-Modell in 8 Wochen alten
Mausen untersucht. Sowohl in Sirt4™ als auch in cSirt4TG Mausen waren der
linksventrikuldr entwickelte Druck (LVdP), die maximale linksventrikuléare
Druckanstiegsgeschwindigkeit  (dp/dtmax), die  minimale linksventrikulére
Druckanstiegsgeschwindigkeit (dp/dtmin) und das Frequenz-Druck-Produkt nicht
unterschiedlich zur entsprechenden WT-Gruppe. Insofern scheint sowohl Fehlen

als auch Uberexpression die kontraktile Funktion unter physiologischen
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Bedingungen nicht merklich zu beeinflussen. Diese Ergebnisse decken sich mit
den Daten von Luo et al., die mittels Echokardiographie weder in Sirt4™ Mausen
noch in Mausen mit kardiomyozyten-spezifischer Uberexpression von Sirt4 eine
Abnahme der Ejektionsfraktion im Vergleich zum WT nachweisen konnten (Luo
et al. 2016). Interessanterweise zeigte sich in dieser Studie jedoch, dass die
Entwicklung einer kardialen Hypertrophie infolge chronischer Erh6hung der
kardialen Arbeitslast durch 4-wochige Applikation von Angiotensin 11 in Sirt4™
Herzen verhindert wurde. In Sirt4-lberexprimierenden Mdausen hingegen war die
Hypertrophie nach der Behandlung starker ausgepragt als in der Kontrollgruppe.
Es konnte aulRerdem gezeigt werden, dass Sirt4 die Entscharfung mitochondrialer
O,-Radikale durch Hemmung der mitochondrialen Superoxiddismutase (Mangan
Superoxiddismutase, MnSOD) vermindert und somit durch oxidativen Stress die
Ausbildung der kardialen Hypertrophie in Sirt4 tberexprimierenden Mausen
ausgelost haben konnte. Passend zu dieser Hypothese konnte auch gezeigt
werden, dass eine Behandlung dieser Méause mit dem Mitochondrien-spezifischen
Radikalfanger MnTBAP (Mn(llDtetrakis (4-benzoic acid) porphyrin) die
Ausbildung  einer  exazerbierten  kardialen  Hypertrophie in  Sirt4
uberexprimierenden Madusen verhindern konnte. Zusammengefasst scheint Sirt4
somit unter physiologischen Bedingungen fiur die Erhaltung der Herzfunktion
entbehrlich zu sein. Werden jedoch die Energieanforderungen an das Herz erhoht,
wirkt das Fehlen von Sirt4 der Entwicklung einer Hypertrophie entgegen und
vermittelt somit einen kardioprotektiven Effekt. Dieser kardioprotektive Effekt
konnte die Folge einer abgeschwéachten mitochondrialen ROS-Produktion sein,
wenn durch Fehlen von Sirt4 die hemmende Wirkung auf die MnSOD wegfllt.
Tatsachlich tragen ROS durch direkte Schadigung von DNA, Proteinen und
Lipiden in den Mitochondrien wesentlich zur Ausbildung einer kardialen
Hypertrophie bei (Rosca et al. 2013).

Ein deutlicher kardioprotektiver Effekt zeigte sich auch nach myokardialer
Ischdmie-Reperfusion in Sirt4” Mausen. Nach transienter LAD-Ligation war die
myokardiale Infarktgrosse um mehr als 50% reduziert, und die Erholung der
kontraktilen Funktion nach Ischamie im Langendorff-Modell war in Sirt4™”
Méusen besser als in WT-Mausen. Dieser protektive Effekt wird hier erstmalig

beschrieben, bislang liegen in der Literatur keine Untersuchungen zum Einfluss
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von Sirt4 in der myokardialen I/R vor. Da es wahrend einer myokardialen
Isch&mie, aber auch wéhrend der Reperfusion zu einem deutlichen Verlust an
mitochondrialem NAD® kommt, dirfte die Aktivitit der NAD®-abhingigen
Deacetylase Sirt4 wahrend I/R grundsatzlich vermindert sein (Di Lisa et al. 2001).
Somit kdnnte man den protektiven Effekt in Sirt4” Mausen so interpretieren, dass
eine Abnahme der Sirt4-Aktivitat wahrend I/R als endogener protektiver
Mechanismus funktioniert, der einer groReren Schadigung durch I/R
entgegenwirkt. Ahnliche kardioprotektive Signalwege im Rahmen der I/R wurden
bereits identifiziert und unterstutzen solch eine Hypothese endogener protektiver
Mechanismen. Zum Beispiel moduliert der Reperfusion Injury Salvage Kinase
(RISK) Signalweg die Offnung der mPTP durch Aktivierung der PISK/AKT
(Phosphoinositid-3-Kinase/Proteinkinase B) Achse und/oder durch Aktivierung
der MEK/ERK (Mitogen-activated protein kinase/extracellular signal-regulated
kinases) -Signalkaskade (Cross et al. 2000; Yellon und Baxter 1999; Hausenloy
und Yellon 2004; Baxter et al. 2001). Weiter wird die mPTP Funktion im Rahmen
der I/R durch den Survivor Activating Factor Enhancement (SAFE) Signalweg
reguliert, der durch TNFa (Tumornekrosefaktor a) -vermittelte Aktivierung des
JAK/STAT3 (Januskinase/Signal Transducers and Activators of Transcription) -
Signalweges protektive Effekte in der I/R entfaltet (Lecour 2009; Lecour et al.
2002; Dawn et al. 2004; Smith et al. 2004). Ob Sirt4 Teil dieser Signalwege sein

kdnnte, ist bislang nicht untersucht.

Zur Klarung des Mechanismus, uber welchen Sirt4 wahrend I/R protektiv wirkt,
wurden die mitochondriale H,O, Produktion sowie die Offnungswahrscheinlich-
keit der mPTP 15min nach Beginn der Reperfusion evaluiert. Dieser Zeitpunkt
wurde gewahlt, da mehrere Studien zeigen konnten, dass nach 15min
Reperfusionszeit die erhéhte ROS Produktion und mPTP Offnung gut
nachgewiesen werden kdnnen (Halestrap et al. 2004; Javadov et al. 2003; Kerr et
al. 1999). Zu diesem Zeitpunkt waren allerdings sowohl die ROS Produktion als
auch die mPTP Offnung nicht unterschiedlich zwischen Sirt4” und WT Mausen.
In weiteren Experimenten, die nach Abschluf3 dieser Arbeit durchgefiihrt wurden,
zeigte sich jedoch, dass die mitochondriale ROS-Produktion 2min nach Beginn
der Reperfusion in Sirt4” Mausen im Vergleich zu WT Mausen deutlich niedriger

ist. Auch die mPTP 6ffnete sich geringfiigig weniger in Sirt4” Mausen, allerdings
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war die prozentuale Abnahme deutlich geringer ausgepragt als die Abnahme der
ROS Produktion. Zum aktuellen Zeitpunkt kann daher am ehesten davon
ausgegangen werden, dass der protektive Effekt einer verminderten
mitochondrialen ROS-Produktion zugeschrieben werden kann, wahrscheinlich
durch Enthemmung der MnSOD-Aktivitdt unter Sirt4-Defizienz. Hier wird
vermutet, dass das Fehlen von Sirt4 die Interaktion von Sirt3 mit der MnSOD
verbessert. Sirt3 wirde dann durch Deacetylierung der MnSOD die MnSOD-

Aktivitat steigern und die Radikalentscharfung verbessern.

Ein weiterer Mechanismus, der die postischdmische Erholung der Herzfunktion
verbessern konnte, ist eine bessere Erholung des mitochondrialen oxidativen
Energiesubstratstoffwechsels. Wahrend der Ischdmie erfolgt zu Beginn aufgrund
von O-Depletion eine Umstellung der kardialen ATP-Produktion auf anaerobe
Glykolyse, bis auch diese nach wenigen Minuten zum Stehen kommt. Zu Beginn
der Reperfusion ist O, wieder in ausreichendem Malie verfligbar, so dass sofort
wieder auf oxidativen Stoffwechsel zur ATP Produktion umgeschaltet wird
(Schmidt et al. 2011). Sirt4 reguliert wesentliche Stoffwechselwege der kardialen
ATP Produktion. Sirt4 hemmt die Anaplerose des Citratzyklus durch ADP
Ribosylierung und damit Hemmung der Glutamatdehydrogenase 1 (Haigis und
Guarente 2006; Ahuja et al. 2007). Sirt4 deacetyliert und hemmt damit die
Malonyl-CoA Decarboxylase, was durch einen Anstieg der Malonyl-Coa Spiegel
zu einer Hemmung der CPT1-Aktivitdt und damit der Fettsdureoxidation fiihrt
(Laurent et al. 2013). Sirt4 hydrolysiert letztlich auch Lipoamid-Kofaktoren des
Pyruvatdehydrogenase-Komplexes und hemmt damit dessen Aktivitat und damit
die Oxidation von Glukose in den Mitochondrien (Mathias et al. 2014). Somit
hemmt Sirt4 die entscheidenden Stoffwechselwege der kardialen ATP Produktion.
Umgekehrt kann bei Fehlen wvon Sirt4 von einer Aktivierung dieser
Stoffwechselwege ausgegangen werden. Entsprechend konnten Haigis und
Kollegen zeigen, dass die Suppression von Sirt4 mittels sSiRNA zu einem Anstieg
der Fettsdureoxidation in Skelettmuskel und Lebergewebe fuhrt (Haigis et al.
2006). Ebenso zeigen vorlaufige Daten aus unserer Arbeitsgruppe, dass die
Oxidation von Fettsauren im Herzmuskel in Sirt4”" Mausen deutlich (<50%)
erhoht ist. Basierend auf diesen Ergebnissen kann die Hypothese aufgestellt

werden, dass eine verminderte Aktivitdt von Sirt4 wéhrend einer myokardialen
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I/R eine raschere Erholung des oxidativen Stoffwechsels und der ATP Produktion
beglinstigen koénnte, was eine bessere Erholung der kontraktilen Funktion zur

Folge hétte.

Die Regulation der Ischamietoleranz durch mitochondriale Sirtuine ist nicht neu.
In den vergangenen Jahren wurden &hnliche Studien auch in Mé&usen mit Sirt3-
Defizienz und Sirt5-Defizienz publiziert. Sirt3” Mause weisen nach I/R im
Langendorff-System einen groReren Infarkt als in WT-Mausen auf (Porter et al.
2014), und Sirt5” Mause weisen nach I/R eine schlechtere Erholung der
Herzfunktion auf (Boylston et al. 2015). Es scheint somit, dass samtliche
mitochondrialen Sirtuine (Sirt3-5) an der Regulation des I/R-Schadens beteiligt
sind, wobei Fehlen von Sirt3 und Sirt5 den I/R-Schaden amplifiziert, Fehlen von
Sirt4 jedoch protektiv zu sein scheint. Es ist daher davon auszugehen, dass die 3
mitochondrialen Sirtuine ein sich ergdnzendes Regulationssystem darstellen, mit
welchem eine Feineinstellung der Mitochondrienfunktion erfolgen kann, die
insbesondere unter pathologischen Bedingungen wie I/R relevant sein drfte.
Unklar bleibt bei dieser Hypothese allerdings, wie die 3 Sirtuine wahrend I/R
reguliert werden, da eine NAD"-Depletion letztlich die Aktivitat aller 3 Sirtuine
hemmen konnte. Weitere Studien sollten klaren, inwiefern der Mangel an NAD”
die einzelnen Enzymaktivitaten der 3 mitochondrialen Sirtuine beeinflusst und ob
NAD"-unabhingige Regulationsmechanismen der mitochondrialen Sirtuine

existieren.

Wihrend Fehlen von Sirt4 nach I/R kardioprotektiv war, war eine Uberexpression
von Sirt4 allerdings im Umkehrschluf® nicht schadlich. Die Erholung der
kontraktilen ~ Parameter in der Langendorff-Perfusion  (linksventrikular
entwickleter Druck, dp/dt, Frequenz-Druck-Produkt) waren nicht unterschiedlich
im Vergleich zum WT. Es ist denkbar, dass auch bei erhéhten Sirt4-Spiegeln
sowohl unter physiologischen als auch I/R Bedingungen nicht ausreichend NAD*
vorliegt, um die Aktivitat des gesamten Sirt4-Pools zu steigern. Daher kénnte der
Effekt einer Sirt4-Uberexpression unterschatzt werden. Experimentell konnte
diese Hypothese getestet werden, indem die Sirt4-Uberexprimierenden Tiere mit
exogen zugefiilhrtem NAD® behandelt werden. Dies ist z.B. mittels
Nikotinamidmononukleotid mdglich (NMN). NMN wird leicht in die Zelle
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aufgenommen, als Vorstufenmolekdl in den endogenen
Wiederverwertungsstoffwechselweg von NAD® (= NAD® Salvage Pathway)
aufgenommen und in NAD® umgewandelt. Der Erfolg einer solchen
Behandlungsstrategie zur NAD'-Erhéhung und Steigerung der Sirtuin-Aktivitat
wurde auch im Herzen bereits fur Sirt3 nachgewiesen (Karamanlidis et al. 2013).
Gegen die Hypothese eines relativen NAD*-Mangels spricht die Beobachtung von
Luo und Kollegen (2016), die in Mausen mit Uberexpression auch ohne zusatzlich
Verabreichung von NAD" eine stirkere Ausbildung einer kardialen Hypertrophie
beobachtet haben.

Unabhangig vom Wirkmechanismus einer Sirt4-Defizienz im Rahmen einer
myokardialen I/R kann eine Hemmung von Sirt4 als mdoglicher therapeutischer
Ansatz in Betracht gezogen werden. Eine 50%-ige Reduktion der InfarktgroRe ist
ein deutlicher Effekt, der fur sich selbst spricht. Es ist vorstellbar, dass ein Sirt4
Inhibitor bei Patienten mit akutem Herzinfarkt wéhrend der Rekanalisation im
Herzkatheterlabor intracoronar verabreicht werden konnte. Klinische Studien mit
entsprechendem Versuchsansatz wurden beispielsweise fir Inhibitoren der mPTP
und ROS-Produktion bereits durchgefiihrt, z.B. fur MTP-131 (Gibson et al. 2016;
Chen et al. 2011; Sloan et al. 2012) oder Bendavia (SS-31) (Brown et al. 2014;
Hou et al. 2016). Allerdings ist die Entwicklung eines Sirt4-Inhibitors
problematisch. Zum einen scheint die Entwicklung eines spezifischen Sirt4-
Inhibitors technisch schwierig und ist Substrat intensiver Forschung. Gerade aber
bei Sirtuin-Inhibitoren ist die Spezifitat entscheidend, um nicht negative Effekte
durch eine zusétzliche Hemmung von Sirt3 oder Sirt5 zu bewirken. Zum anderen
muss die Diffusion eines solchen Molekiils in die Mitochondrien gewéhrleistet
werden, wo Sirt4 vorwiegend lokalisiert ist. Die Passage der Doppelmembran
stellt hierbei eine Herausforderung dar. Eine Maoglichkeit, dieses Problem zu
bewaltigen, ware eine Kopplung des Inhibitors an ein lipophiles Molekiil, z.B.
Tetraphenylphosphonium (TPP). Dies wurde bereits mit Erfolg fir andere
Molekiile exerziert, die sich in der Folge um ein Vielfaches mehr
intramitochondrial angereichert haben (z.B. MitoQ) (Sioufi et al. 1983; Murphy
2008; Dare et al. 2015).



Diskussion 67

Sollten diese technischen Hurden (berwunden werden, konnte die
pharmakologische Hemmung von Sirt4 ein vielversprechender Therapieansatz zur

Einddmmung des myokardialen I/R-Schadens darstellen.
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VI. ZUSAMMENFASSUNG

Sirtuin 4 (Sirt4) ist ein NAD" (oxidiertes Nicotinamidadenindinukleotid)-
abhangiges mitochondriales Enzym, welches als Deacetylase, Lipoamidase und
ADP  (Adenosindiphosphat)-Ribosyltransferase unterschiedliche Zielproteine
posttranslational modifiziert und damit deren Funktion reguliert. Ein Target von
Sirt4 ist Cyclophilin D, das ein notwendiger Bestandteil der mitochondrialen
Permeabilitits-Transitions-Pore (mPTP) ist. Die Offnung der mPTP kann zur
Schwellung und Ruptur von Mitochondrien mit nachfolgendem Zelltod fihren
und spielt eine wichtige Rolle in der Ausbildung des myokardialen Ischdmie-
Reperfusions (I/R)-Schadens. Die Rolle von Sirt4 im Herzen ist allerdings
weitgehend unbekannt. Es war das Ziel dieser Arbeit, die Rolle von Sirt4 in der
Ausbildung des kardialen 1/R-Schadens unter Verwendung von Ma&usen mit
globaler Deletion von Sirt4 (Sirtd”) oder kardiomyozyten-spezifischer
Uberexpression von Sirt4 (cSirt4TG) zu untersuchen. Es konnte gezeigt werden,
dass die myokardiale InfarktgroRe nach transienter LAD (left anterior descending
artery)-Ligatur in Sirt4” Mausen um tiber 50% kleiner war als in Wildtyp (WT)-
Mausen. AuBerdem war die Erholung der kontraktilen Funktion nach I/R in der
Langendorff-Herzperfusion, gemessen anhand des linksventrikular entwickelten
Drucks und der linksventrikuldaren maximalen Druckanstiegsgeschwindigkeit,
besser in Sirt4” Mausen als in WT-Mausen. Uberraschenderweise war die
myokardiale mitochondriale Wasserstoffperoxid (H,O,)-Produktion 15 Minuten
nach Beginn der Reperfusion in Sirt4” Mausen nicht reduziert und die Calcium
(Ca®*)-induzierte Mitochondrienschwellung als Indikator der mPTP-Offnung
ebenfalls nicht unterschiedlich. In cSirtdTG-Mausen zeigten sich im Vergleich
zum WT nach transienter LAD-Ligatur keine Unterschiede in der myokardialen
InfarktgréfRe, und die Erholung der Kontraktilitdt nach I/R in der Langendorff-
Perfusion war ebenfalls nicht unterschiedlich zwischen den Gruppen. Diese
Ergebnisse legen die Schlussfolgerung nahe, dass Fehlen von Sirt4 im Rahmen
der I/R Kardioprotektiv wirkt und daher eine mitochondriale NAD"-Depletion
wahrend der myokardialen I/R durch Funktionshemmung des endogenen Sirt4 der
Ausbildung eines I/R-Schadens entgegensteuert. Umgekehrt wirkt sich eine

Uberexpression von Sirt4 nicht nachteilig auf den 1/R-Schaden aus.
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VIl. SUMMARY

Sirtuin 4 (Sirt4) is an NAD" (nicotinamide adenine dinucleotide)-dependent
enzyme that acts as deacetylase, lipoamidase as well as ADP (adenosine
diphosphate)-ribosyltransferase of proteins, thus serving as a major regulator of
posttranslational protein modifications. One target of Sirt4 is cyclophilin D that is
a part of the mitochondrial permeability transition pore (mPTP). Opening of the
mPTP can result in swelling and damage of mitochondria ultimately leading to
cell death. Therefore, it plays an important role in the development of myocardial
ischemia reperfusion (I/R) damage. However, the role of Sirt4 in the heart is
poorly defined. Therefore, the aim of this thesis was to characterize the role of
Sirt4 in myocardial I/R injury. Mice lacking Sirt4 (Sirt4™) or with cardiomyocyte
restricted overexpression of Sirt4 (cSirt4TG) were investigated. Following
transient ligation of the left anterior descending (LAD) coronary artery in vivo,
myocardial infarct size was reduced by more than 50% in Sirt4” mice compared
to wild type (WT) mice. Furthermore, ex vivo heart perfusions in the Langendorff
mode revealed improved recovery of left ventricular developed pressure and left
ventricular maximum rate of pressure rise (dp/dtma) following ischemia in Sirt4™”
mice compared to WT mice. Interestingly, mitochondrial hydrogen peroxide
(H,O,) production and opening of the mPTP were unchanged 15 minutes
following reperfusion. In contrast to Sirt4” mice, myocardial infarct size
following transient LAD ligation and recovery of contractile function following
I/R in the Langendorff perfusion were not different in cSirt4TG mice compared to
WT mice. These results show that lack of Sirt4 protects the heart from I/R injury
and suggest that impaired Sirt4 activity due to NAD" depletion during I/R may
counteract the development of I/R injury in the heart. In contrast, overexpression

of Sirt4 does not increase I/R injury in the heart.
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