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Einleitung 

1 

1 Einleitung 

 

1.1.  Mitochondrien 

Mitochondrien sind erst seit dem Ende des 19. Jahrhunderts bekannt. Erste elektronen-

mikroskopische Aufnahmen dieser Organellen beschrieben sie als Körnchen, die in der 

Zelle Fäden bilden [Bernard et al. 2007]. Hier interagieren sie mit Kern, endoplasma-

tischem Retikulum, Golgi-Apparat und Zytoskelett. Je nach dem, in welchem 

Aktivierungszustand sich die Mitochondrien gerade befinden, wechseln sie bei ATP-

Bedarf (ATP: Adenosintriphosphat) vom orthodoxen zum kondensierten Zustand [Bernard 

et al. 2007]. Den ersten Anhalt für auf mitochondrialen Defekten beruhende Krankheiten 

erbrachten Ernster, Ikkos und Luft im Jahre 1959 bei der Untersuchung isolierter 

Mitochondrien aus einem menschlichen Skelettmuskel. Dieser wies einen Hypermetabo-

lismus auf, der sich nicht auf eine erhöhte Schilddrüsenfunktion zurückführen ließ [Lee  

1995]. Die erste erkannte Mitochondrienkrankheit war die Leber´sche hereditäre Optikus-

neuropathie, eine im mittleren Lebensalter auftretenden Erblindung. Hier liegt eine 

Mutation der NADH-Q-Oxidoreduktase (NADH: Nikotinamidadenindinukleotid; Q: 

Ubiquinon) des Komplexes I (NADH-Dehydrogenase) vor [Berg et al. 2003]. Eine der 

wichtigsten mitochondrialen Fuktionen ist die ATP-Produktion, besonders im Muskel 

[Bernard et al. 2007; Tonkonogi et al. 1999]. Dementsprechend gibt es viele Unter-

suchungen an menschlichen Muskelbiopsien über die Bedeutung der Mitochondrien für 

den Trainingszustand der Muskulatur [Rasmussen und Rasmussen 2000]. Hierbei scheint 

die intrazelluläre Homöostase von zentraler Bedeutung für die optimale Funktion der 

Organellen zu sein. Diese kann gerade durch schwere Muskelarbeit und dem damit ver-

bundenem mechanischen Stress sowie durch das erhöhte Risiko der Bildung freier Radi-

kaler aufgrund der vermehrten O2-Aufnahme (O2: Sauerstoff) gestört sein [Rasmussen et 

al. 2001 a; Tonkonogi et al. 1999]. Auch der Abfall des pH-Wertes (pH: pouvoir 

hydrogène; „Wasserstoffkraft“) aufgrund der Laktat-Bildung und der Protonenanhäufung 

kann die Mitochondrien beeinträchtigen. Ebenso kann das Ansteigen des Phosphatspiegels 

nach der Spaltung des Kreatinphosphats die Permeabilität der mitochondriellen Membran 

in Mitleidenschaft ziehen, und die Erhöhung des Kalziumgehalts kann das Organell zu-

sätzlich schädigen. Bei leichter Arbeit treten diese Phänomene noch nicht auf, und die mi-

tochondriale Funktion bleibt unbeeinflusst von Störfaktoren [Rasmussen et al. 2001 a; 

Tonkonogi et al. 1999]. Auch spielen Mitochondrien eine zentrale Rolle im Rahmen des 

Sepsis-Geschehens [Levy und Deutschman 2007; Piel et al. 2007, 2008] und bei Ischämie-
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Reperfusionsschäden, z.B. (zum Beispiel) nach einem Herzinfarkt, da es hierbei zu einem 

Verlust des Cytochrom c aus den Mitochondrien kommt, was einen Untergang der Zellen 

zur Folge hat [Kuznetsov et al. 2004]. Hierbei hat die mitochondriale Funktion eine direkte 

Auswirkung auf das Überleben nach dem Ereignis. Aber die Zellorganellen tragen auch 

zur Aufrechterhaltung einer konstanten Körpertemperatur bei. Hierfür wird bei kleinen 

Säugetieren eine durch das sympathische Nervensystem geregelte Entkopplung der 

Mitochondrien des braunen Fettgewebes hervorgerufen. Diese sog. (sogenannte) „adaptive 

Thermogenese“ kann bei Kälteexposition auch im menschlichen Skelettmuskel stattfinden 

[Wijers et al. 2008]. Daneben erfüllen sie im Organismus noch eine Vielfalt an anderen 

Aufgaben und sind essentiell für sein Bestehen. Sie nehmen in diversen Lebensprozessen 

eine Schlüsselrolle ein. So löst eine Freisetzung von Cytochrom c und des „apoptosis-

inducing-factor“ (Apoptose hervorrufender Faktor) aus dem Mitochondrium ins Zytosol 

durch Aktivierung einer Reihe von Caspasen den programmierten Zelltod oder eine Ne-

krose der Zelle aufgrund mangelnder ATP-Produktion aus [Borutaite et al. 2001; 

Kuznetsov et al. 2004; Von Ahsen et al. 2000]. Auch schreibt man ihnen eine große 

Bedeutung im Rahmen von Alterungsprozessen zu, denn sie sind trotz ihrer diversen 

Schutzmechanismen Ursache großer Mengen an Sauerstoffradikalen (vor allem Super-

oxid), die im Laufe des Lebens akkumulieren und zu oxidativen Schäden der Mitochon-

drien sowie ihrer DNA selbst führen [Gnaiger et al. 2005; Hütter et al. 2004, 2007]. Damit 

verstärken sie noch die Produktion reaktiver Sauerstoffspezies (ROS) und können so letzt-

lich die Zellalterung verursachen [Gnaiger et al. 2005; Hütter et al. 2004, 2007]. Ent-

sprechend der Vielzahl an Aufgaben der Mitochondrien haben Störungen ihrer Funktion 

ein buntes Bild an Pathologien zur Folge. Diese Krankheitsbilder werden entweder durch 

Mutationen im mitochondrialen Genom selbst oder im Erbmaterial der Zelle hervorgeru-

fen, die veränderte Enzyme und Proteine der Komplexe mit Einschränkungen in der Funk-

tion zur Folge haben. Dabei können die Pathologien Störungen in den einzelnen Kom-

plexen zugeordnet werden. So ist z.B. der Morbus Parkinson assoziiert mit Mängeln in den 

Komplexen I und III, während die sideroblastische Anämie mit Defekten des Komplexes 

IV in Zusammenhang steht [Rossignol et al. 2003]. Auch  die Entwicklung einer Kardio-

myopathie kann durch Schäden des Komplexes III verursacht werden [Rossignol et al. 

2003]. Neben diesen Beispielen gibt es noch eine Vielzahl an anderen mitochondriell be-

dingten Erkrankungen, die vor allem die Muskulatur [Chomyn et al. 1991; Rossignol et al. 

2003] betreffen, da diese bei ihrer energetisch sehr aufwendigen Funktion in besonderem 

Maße auf die schnelle und kontinuierliche Lieferung von ATP angewiesen sind [Rossignol 
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et al. 2003]. Aber auch andere Organe, wie das Herz oder das Nervensystem, reagieren 

äußerst sensibel auf eine Einschränkung des ATP-Angebots [Berg et al. 2003]. Von ent-

scheidender Bedeutung ist hierbei der Anteil der mutierten mitochondriellen DNA an der 

gesamten DNA dieses Zellorganells, da die Proteine der intakten Mitochondrien bis zu 

einem hohen Schwellenwert hin die Aufgaben ihrer funktionslosen Korrelate kompen-

sieren können [Kunz et al. 2000]. Damit lässt sich auch erklären, warum die Ausbildung 

des Phänotyps ein und desselben Defektes von Patient zu Patient, selbst innerhalb dersel-

ben Familie, sehr unterschiedlich ausgeprägt sein kann [Berg et al. 2003; Kunz et al. 2000]. 

Aufgrund der neueren Forschungsergebnisse ist zu erwarten, dass die Bedeutung der Mito-

chondrien für den Organismus noch sehr viel weitreichender ist, als man es bisher ange-

nommen hatte.  

 

1.2. Gewinnung mitochondrialer Proben 

Zur Untersuchung der mitochondrialen Funktion ist es notwendig, die Zellorganellen 

wissenschaftlichen Methoden zugänglich zu machen. Das gestaltet sich insofern als 

schwierig, als dass diese Organellen sehr klein sind (bei variabler Länge weisen sie eine 

Dicke von ca. 1 µm auf [Löffler und Petrides, 2003]), was die Gewinnung geeigneter Pro-

ben erschwert. In den Anfängen ihrer Erforschung wurden die Mitochondrien mit Hilfe der 

Nuklear-Magnet-Resonanz-Spektroskopie untersucht, die es zwar ermöglichte, sie in ihrer 

erhaltenen zellulären und zytoskelettären Umgebung zu erkunden, aber eine Beeinflussbar-

keit des extramitochondrialen Milieus ausschloss [Saks et al. 1998]. Deshalb wurde als al-

ternative Technik die Isolierung der Mitochondrien per Homogenisierung großer Gewebe-

mengen und anschließender Separierung der Organellen mittels Zentrifugation entwickelt 

[Saks et al. 1998]. Aber diese Vorgehensweise beinhaltet gleich mehrere Nachteile: 1. be-

nötigt man eine große Menge an Gewebe; 2. werden durch die Zentrifugation strukturelle 

und funktionelle Eigenschaften der Organellen beeinträchtigt;  3. Werden die Interaktionen 

der Mitochondrien mit dem Zytoskelett und dem Zytoplasma gestört, was besonders die 

Beurteilung von bereits durch Pathologien vorgeschädigten Gewebes erschwert [Saks et al. 

1998] und 4. kommt es zur Selektion bestimmter Mitochondrienpopulationen, da 90 % der 

Organellen  zerstört werden [Saks et al. 1994]. In Anbetracht der vielen Einschränkungen 

der isolierten Mitochondrien etablierte sich ein neueres Verfahren, bei dem kleinste Gewe-

beproben mit Saponin oder Digitonin permeabilisiert wurden. Somit bot diese Technik nun 

die Möglichkeit, die mitochondriale Funktion aller im Gewebe enthaltenen Populationen in 

situ zu analysieren und das extra-mitochondriale Medium zu kontrollieren [Gnaiger et al. 
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1998 a; Saks et al. 1998]. Dies erwies sich besonders bei der Untersuchung mitochondria-

ler Funktionsstörungen in Geweben, von denen nur geringe Mengen zur Verfügung stehen, 

wie z.B. Biopsien aus dem menschlichen Herzmuskel bei Angiographien, Zellkulturen und 

Studien an teuren, transgenen Tieren, als vorteilhaft [Saks et al. 1994; Saks et al. 1998]. 

Allerdings hat der Gebrauch dieser Substanzen auch Nachteile, z.B. kann es bei der 

nötigen Einwirkzeit zu Schädigungen des Gewebes [Kuznetsov et al. 2002] oder der Mito-

chondrien selbst [Saks et al. 1994] kommen, besonders wenn Digitonin oder Saponin über-

dosiert werden [Hoppel und Cooper 1968; Saks et al. 1998]. Um diese Probleme zu umge-

hen und trotzdem Messungen an Mitochondrien aus permeabilisierten Gewebeproben 

durchführen zu können,  testete die Forschergruppe um Andrey V. Kuznetsov ein neues 

Verfahren, nämlich die Technik der mechanischen Permeabilisierung, bei der durch vor-

sichtiges Zerrupfen der Gewebeproben und anschließendes Schwenken des Gewebes in 

einer Nährlösung die endogenen, zellulären Substrate des Zytoplasmas herausgepült wer-

den, wodurch das Gewebe einer Kontrolle des extramitochondrialen Milieus von Außen 

zugänglich wird [Kuznetsov et al. 2002]. Sie wendeten dieses Verfahren bereits im Jahre 

2002 an Schweinelebern an [Kuznetsov et al. 2002]. Die Vorteile bei diesem Vorgehen 

sind zum einen der, dass recht kleine Gewebemengen ausreichend sind, was insbesondere 

bei Studien an Mäuselebern, bei denen aufgrund der geringen Organgröße nur kleine Biop-

sien gewonnen werden können, von Bedeutung ist, und andererseits der, dass durch die 

Chemikalien hervorgerufene Artefakte umgangen werden. In Anbetracht all dieser Fak-

toren entschieden wir uns dafür, bei unseren Experimenten das Gewebe ebenfalls mecha-

nisch zu permeabilisieren.  Allerdings wurde diese Technik noch nie an Gewebe aus der 

Mäuseleber erprobt, deshalb widmet sich der erste Teil dieser Arbeit der Analyse, ob sich 

die Methodik der mechanischen Permeabilisierung auf die Mäuseleber übertragen lässt und 

ob eine zusätzliche chemische Permeabiliserung notwendig oder gar schädlich ist. 

 

1.3. Erforschung der mitochondrialen Funktion mit dem OXYGRAPH-2k 

In der vorliegenden Arbeit werden Untersuchungen an Mitochondrien aus Biopsien der 

Mäuseleber vorgenommen. Die dabei verwendeten Gewebeproben sind sehr klein, ebenso 

wie die Menge der darin enthaltenen Zellorganellen. Dementsprechend gering fallen auch 

die zu messenden Veränderungen der O2-Konzentration aus. Lange Zeit war es extrem 

aufwendig, den O2-Bedarf selbst großer Gewebemengen zu erheben [Haller et al. 1994]. 

Den Grundstein zur polarographischen Bestimmung der O2-Konzentration legte 1954 

Leland Clark mit der Entwicklung seiner Clark-Elektrode, mit deren Hilfe es erstmals 
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möglich war, minimale Veränderungen des O2-Partialdrucks in Flüssigkeiten, z.B. Blut, 

messen zu können [Severinghaus 2002]. Vor der Entdeckung dieser Technik musste zur 

Erhebung des O2-Bdarfs auf chemische, manometrische oder  volumetrische Verfahren zu-

rückgegriffen werden. Teilweise wurden die Geräte von Hand hergestellt, was die Ver-

gleichbarkeit der gewonnen Daten stark einschränkte [Haller et al. 1994]. Besonders die 

unter physiologischen Bedingungen herrschenden niedrigen Sauerstoffpartialdrücke nach-

zuempfinden, stellte eine technische Herausforderung dar. Außerdem war es schwierig, die 

Stabilität des Messsignals über alle O2-Konzentrationen hinweg sowie die benötigte hohe 

zeitliche Auflösung zu gewährleisten [Gnaiger et al. 1995]. Viele dieser Schwierigkeiten 

löst der OXYGRAPH-2k, dessen polarographischer Sauerstoffsensor (POS) als Kernstück 

eine Clark-Elektrode enthält, indem er bei einer hohen zeitlichen Auflösung geringste Ver-

änderungen der O2-Konzentration bei sehr niedrigen O2-Partialdrücken bestimmen kann. 

Damit ermöglicht der OXYGRAPH-2k die Erforschung diverser von den Mitochondrien 

ausgehenden Krankheiten. Auch die Verarbeitung von Zellkulturen mit geringer Zellzahl 

oder kleinster Gewebemengen wie menschliche Biopsate, die prozessbedingt klein sind, ist 

dadurch realisierbar [Garedew et al. 2005; Gnaiger 2003; Gnaiger et al. 1998 a]. So kommt 

der OXYGRAPH-2k mit einer Menge von weniger als 0,05 mg (Milligramm)  mitochon-

drialen Proteins aus. Damit braucht er nur ein Zehntel der Menge an Gewebe, die seine 

Vorgänger als Minimum voraussetzten [Gnaiger 2008 e]. Ebenso erlaubt er Messungen bei 

niedrigen O2-Partialdrücken, wodurch sich die Testbedingungen den physiologischen Ver-

hältnissen besser annähern lassen [Garedew et al. 2005; Gnaiger 2003; Gnaiger et al. 1998 

a]. Mit diesen Eigenschaften bildet der OXYGRAPH-2k eine gute Grundlage zur Erfor-

schung der mitochondrialen Funktion.     

 

1.4. Temperaturschwankungen bei Experimenten an der Maus 

In den Anfängen der Verwendung der Maus als Versuchstier zog man sie nur als Model für 

genetische Erkrankungen heran, später auch für die Erforschung von Tumorerkrankungen 

und ihrer Therapie. Heute dient sie als Model für annähernd jede mögliche  Krankheits-

entität, z.B. Haarausfall und psychiatrische Abweichungen [Roberts und Threadgill 2005]. 

Ein Unterschied zwischen Mensch und Maus ist jedoch der, dass die Maus aufgrund ihrer 

geringeren Größe im Vergleich zu ihrem Volumen eine größere Oberfläche besitzt. Daher 

muss sie zur Aufrechterhaltung ihrer konstanten Körpertemperatur eine höhere 

metabolische Rate aufweisen als zum Beispiel ein Mensch. Dabei ist die metabolische Rate 

sowohl von der Größe als auch der Temperatur abhängig [Hoyt et al. 2007]. Dementspre-
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chend schnell entwickelt eine narkotisierte Maus aufgrund ihres ungünstigen Masse-Ober-

flächen-Verhältnisses bei einer hohen metabolischen Rate eine Hypothermie. Dieses führt 

beispielsweise zu Bradykardie und anderen Stoffwechselveränderungen [Hoyt et al. 2007]. 

Das könnte bei allen Untersuchungen an dieser Spezies, z.B. bei der Analyse der protek-

tiven Wirkung einzelner Substanzen wie Schwefelwasserstoff auf den Organismus im Rah-

men eines Sepsisgeschehens, zu einer Verfälschung der Ergebnisse führen [Su et al. 2005; 

Remick und Xioa 2006]. Deshalb sollte bei Experimenten an dieser Tierart darauf geachtet 

werden, sie kontinuierlich mittels Wärmematten und -lampen auf einem konstanten Tem-

peraturniveau zu halten [Piel et al. 2007]. Nun stellt sich die Frage, wie stark ausgeprägt 

diese Temperatureffekte tatsächlich sind und ob es wirklich notwendig ist, so große An-

strengungen zur Erhaltung der Körpertemperatur zu unternehmen, oder ob es nicht ausrei-

chend ist, mit weniger intensiven Maßnahmen wie z.B. nur einer Wärmematte dem Ab-

kühlen der Mäusekörper entgegenzuwirken. Zur Untersuchung dieser Frage wurde in die-

ser Arbeit die Atmung von Mitochondrien aus der Mäuseleber bei Temperaturen von 27 °C 

(°C: Grad Celsius) und 37 °C verglichen. Im Rahmen von Voruntersuchungen zur Erpro-

bung des Umgangs mit der Methodik unternahmen wir Messungen bei 30 °C im Oxy-

graphen. Um nun auch Effekte der Messtemperatur auf die Funktion der Organellen zu 

analysieren, widmet sich der letzte Teil der Frage, inwiefern die in vitro-Temperatur das 

Ergebnis beeinflusst. 

 

1.5. Vorgehen bei der Untersuchung der mitochondrialen Funktion 

In intakten Zellen werden über vier Wege Elektronen in die Atmungskette eingeschleust: 

Ein Weg stellt die Glycerophosphatdehydrogenase dar, die mit Hilfe des aus der Glykolyse 

stammenden Dihydroxyacetonphosphats Reduktionsäquivalente in das Mitochondrium 

transportiert. Die dabei entstehenden FADH2 (FADH2: Flavinadenindinukleotid) übertra-

gen ihre Elektronen auf Ubichinon.  Eine weitere Möglichkeit des Elektronenflusses auf 

Ubiquinon ist das „Elektronen-transferierende Flavoprotein“ (ETF), das seine negativen 

Ladungen aus der β (Beta)-Oxidation von Fettsäuren erhält. Die dritte Variante ist Kom-

plex I (NADH-Dehydrogenase), der seine Elektronen vom NADH aus dem Zitratzyklus 

und von der Pyruvatdehydrogenasereaktion bezieht [Gnaiger 2008 a]. Die letzte Bezugs-

quelle bildet das von der Succinatdehydrogenase (Komplex II) generierte FADH2, das die 

Elektronen auf den Komplex II weiterleitet, über den sie schließlich auch in die Elek-

tronentransportkette eintreten können [Gnaiger 2008 a]. Von Ubiquinon fließen die nega-

tiven Ladungen über die Cytochrome b und c1 des Komplexes III (Ubiquinon:Cytochrom c 
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Oxidoreduktase) auf Cytochrom c und werden von dort auf das Cytochrom (a+a3) des 

Komplexes IV (Cytochrom c Oxidase; COX) übergeben [Nelson et al. 2005]. Die COX ka-

talysiert nun die Reaktion von O2 mit Protonen aus der Matrix zu Wasser, indem es die 

Elektronen auf O2 überträgt [Nelson et al. 2005]. Der Fluss von negativen Ladungen ent-

lang den Komplexen auf O2 ist mit einem hohen Maß an Energiegewinn verbunden. Diese 

Energie wird dazu genutzt, über der inneren Mitochondrienmembran einen Protonengra-

dienten aufzubauen. Dieser entsteht dadurch, dass  Komplex I und III jeweils vier Protonen 

und Komplex II zwei Protonen von der Matrix in den Membranzwischenraum transportie-

ren [Nelson et al. 2005]. Der Abbau dieses Gradienten erfolgt über die ATP-Synthetase 

(Komplex V). Sie setzt nun die beim Wechsel der Protonen vom Intermembranraum zur 

Matrixseite  frei werdende Energie in Form von  ATP-Produktion um [Nelson et al. 2005].  

Dabei bilden die die Elektronen übertragenden Komplexe I-IV das sog. „Electron 

Transport System“ (ETS) [Gnaiger 2008 a],  während Komplex V die oxidative Phos-

phorylierung betreibt [Gnaiger 2008 d]. Einen Überblick über den Elektronenfluss unter 

physiologischen Verhältnissen gibt Abbildung (Abb.) 1. Ein Parameter der mitochondria-

len Funktion ist der O2-Verbrauch der Mitochondrien durch die Komplexe. Dementspre-

chend beruht das Prinzip ihrer Untersuchung darauf, die jeweiligen Komplexe zuerst 

mittels ihrer Substrate zu stimulieren, um sie dann nach der Bestimmung der Atmungsakti-

vitäten nacheinander zu hemmen. Auf diese Weise ist es möglich, basierend auf dem O2-

Verbrauch durch die einzelnen Komplexe, diese sowohl gemeinsam als auch isoliert von-

einander zu analysieren. So lassen sich Defekte der Komplexe und ihr Einfluss auf die 

Funktion der Mitochondrien erforschen  [Garedew et al. 2005; Groen et al. 1982; 

Kuznetsov et al. 1997]. Dabei ist die Architektur des Messprotokolls von entscheidender 

Bedeutung für die Aussagekraft der gewonnen Ergebnisse. In dieser Arbeit wird bei der 

Untersuchung der Temperatureffekte ein Protokoll angewendet, bei dem die Komplexe I 

und II mit der gleichzeitigen Gabe der Substrate Malat, Glutamat und Succinat simultan 

stimuliert werden. Damit bietet es die Möglichkeit, die physiologischen Verhältnisse bes-

ser nachzuempfinden, als die Protokolle, die die beiden Komplexe nacheinander stimu-

lieren [Gnaiger 2009, 2008 c; Gnaiger et al. 2005]. Andere wichtige Elemente sind der 

Cytochrom c-Test zur Überprüfung der Intaktheit der mitochondriellen Membran und die 

Entkopplung des ETS von der ATP-Produktion mit FCCP (FCCP: Carbonyl-cyanid-p-tri-

fluoromethoxyphenylhydrazon). FCCP schafft einen „Protonen-Kurzschluss“, der es ihnen 

ermöglicht, unabhängig von der ATP-Synthese vom Intermembranraum in die Matrix zu 

gelangen [Gnaiger 2008 e; Gnaiger et al. 1998 c]. Auf diese Weise ist das ETS nicht von 
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der Kontrolle durch die ATP-Synthetase limitiert [Gnaiger 2008 e; Hütter et al. 2007]. Da 

die Ergebnisse sowie ihre Interpretation entscheidend vom verwendeten Protokoll ab-

hängen, wird bei der Diskussion der Temperatureffekte erst auf die Charakterisierung des 

Protokolls eingegangen, bevor die Temperatureffekte analysiert werden.  

 
Glykolyse → Glycerophosphat → Glycerophosphatdehydrogenase 

                         ↓ 

           Pyrovatdehydrogenase 

                         ↓ 

 

        
  

                        
                          

 

        ↓ 

 

 
Abb. 1: Schema des Elektronenflusses der Atmungskette (modifiziert nach Gnaiger 2008 a) 

ATP: Adenosintriphosphat; β: Beta; CI-IV: Komplex I-IV; GDH: Glutamatdehydrogenase; IDH: Isocitrat-

dehydrogenase; MDH: Malatdehydrogenase; NADH: Nikotinamidadenindinukleotid; OGDH: Oxoglutarat-

dehydrogenase; SDH: Succinatdehydrogenase; Q: Ubiquinon. Farben: Blau: NADH-liefernde Stoffwechsel-

wege; Lila: Zitratzyklus; Orange: Elektonenfluss aus β-Oxidation; Rot: FADH2 (Flavinadenindinukleotid)-

liefernde Stoffwechselwege. 

 

1.6. Fragestellung/Ziele 

Zusammenfassend lässt sich also sagen, dass die vorliegende Arbeit die Beantwortung 

folgender Fragestellungen zum Gegenstand hat:  

 

1. Ist die mechanische Permeabilisierung von Leberbiopsien der Maus ausreichend zur 

Charakterisierung der mitochondrialen Funktion der Maus? 

2. Ist eine zusätzliche chemische Permeabilisierung notwendig oder sogar schädlich? 

3. Inwieweit beeinflussen Schwankungen der Körpertemperatur die mitochondriale 

Atmung der Maus nachhaltig? 

4. Inwiefern beeinflusst die in vitro-Temperatur das Testergebnis?

MDH 

OGDH 

GDH 

SDH 

IDH 

NADH 

β-Oxidation → Elektronen-transferierendes Flavoprotein 

 

C I 

C II 

Q → C III → C IV → ATP-Synthetase 

4:1 

Succinat 
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2 Material und Methoden 

 

2.1. Tiermodell Maus 

Die Versuchsreihe wurde nach Überprüfung der Einhaltung der Tierschutzgesetze des Lan-

des Baden-Württemberg durch den Tierschutzbeauftragten der Universität Ulm und das 

Regierungspräsidium Tübingen genehmigt. Als Versuchstiere dienten 30 etwa 10-12 Wo-

chen alte männliche und weibliche C57BI/6 Mäuse mit einem Gewicht von 22-27 g 

(Gramm). Sie wurden für diesen Versuch im Tierforschungszentrum Oberberghof der Uni-

versität Ulm gezüchtet. Aufgrund ihrer im Vergleich zum Menschen höheren metabo-

lischen Rate sind sie für das Vorhaben, die Untersuchung von Temperatureffekten auf die 

mitochondriale Atmung, besonders geeignet [Terpstra 2001]. 

 

2.2. Narkoseeinleitung und Operation 

Das Versuchsvorhaben bestand aus einem zweizeitigen operativen Vorgehen, alle Maß-

nahmen erfolgten unter sterilen Bedingungen. Abb. 2 zeigt eine Maus intraoperativ.  

 

 
Abb. 2: Situs Mäuse-Operation 

 

Nach dem Wiegen der Versuchstiere spritzte man ihnen zur Narkoseeinleitung 120 µg/g 

(Mikrogramm pro Gramm; µg: Mikrogramm) Ketamin (Ketavet®, Pharmacia & Upjohn, 

Erlangen, Deutschland), 1,25 µg/g Midazolam (Dormicum® Hoffmann-La Roche, 

Grenzach-Wyhlen, Deutschland) und 0,25 µg/g Fentanyl (Fentanyl®-Janssen, Janssen-

Cilag, Neuss, Deutschland) intraperitoneal. Nun wurde rektal die Körperkerntemperatur 

gemessen. Die Versuchstiere wurden in zwei Gruppen unterteilt. Bei der OP (Operation) 
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27 °C -Gruppe (OP 27 °C) wurden während der Operation keine spezifischen Maßnahmen 

zur Aufrechterhaltung einer konstanten Körpertemperatur unternommen, während für 

Tiere, die für eine Operation bei 37 °C vorgesehen waren (OP 37 °C-Gruppe; OP 37 °C), 

zusätzlich eine Feedback-Regulation der Wärmematte und -lampe (TKM-0902 tem-

perature control, FMI Föhr Medical Instruments GmbH (Gesellschaft mit beschränkter 

Haftung) Seeheim/Ober-Beerbach, Deutschland) durchgeführt wurde, um eine kontinuier-

liche Körpertemperatur von 37-38 °C sicherzustellen. Zu Beginn des ersten Operationsteils 

wurde eine mediane Laparatomie von etwa 1 cm (Zentimeter) vorgenommen, die an-

schließend mit einer 4.0 Naht (Jonhnson & Johnson, Neuss, Deutschland) wieder ver-

schlossen wurde. Um den durch den Eingriff entstandenen Flüssigkeitsverlust auszuglei-

chen, wurde den Mäusen nun 1 ml (Milliliter) Ringerlaktat-Lösung (Ringerlösung 

Fresenius®, Fresenius Kabi, Erlangen, Deutschland) subkutan in den Rücken injiziert.  Da-

nach wurden die Tiere zurück in den warmen Käfig gesetzt. In inhalativer Kurznarkose mit 

Isoflurane (Forene®, Abbott, Wiesbaden, Deutschland) wurden zur Stabilisierung des 

Flüssigkeitshaushaltes wiederholt 1 ml Ringerlaktat-Lösung gemischt mit 4 µg/g Glucose 

(Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland)  subkutan in den Rücken verabreicht. Auf diese 

Weise wurden auch direkt postoperativ und nach 8 Stunden 1 µg/g Buprenorphin 

(Temgesic®, Boehringer, Mannheim, Deutschland) zur Schmerzstillung appliziert. Die 

Antibiose mit 30 µg/g Ceftriaxon (Rocephin®, Hoffmann-La Roche, Grenzach-Wyhlen, 

Deutschland) und 30 µg/g Clindamycin (Sobelin®, Pharmacia &Upjohn, Erlangen, 

Deutschland) wurde ebenfalls in oben beschriebener Kurznarkose direkt nach der OP und 

nach 8 und 16 Stunden am Bein unter die Haut gespritzt. Im zweiten Versuchsteil 16 Stun-

den nach der ersten OP wurden die Mäuse initial  erneut gewogen, es erfolgte eine weitere 

Messung ihrer rektalen Körpertemperatur und die Wärmematte und -lampe wurden zur 

Konstanthaltung der Temperatur (37-38 °C) nochmals nachreguliert. Bei den Tieren der 

OP 27 °C-Gruppe wurden Temperaturen um 30 °C gemessen. Nun wurde eine Tracheoto-

mie mit anschließender Intubation mit einem selbstgebauten Tubus, an den ein Beatmungs-

gerät (Eigenbau) angeschlossen wurde, durchgeführt. Dabei wurde die Maschine auf einen 

FiO2 (fraction of inspired oxygen) von 0,5 und einen PEEP (Positive End Expiratory 

Pressure) von 3cm H2O (H2O: Wasser (Dihydrogenmonoxid)) eingestellt. Im Anschluss 

legte man eine Kanüle (B. Braun, Melsungen, Deutschland) in die rechte Vena jugularis 

externa, an die eine Infusion von 80 µl/g*h (µl: Mikroliter; h: Stunde)  Hextend® 

(Hospira™, Inc. (Incorporated) Lake Forest, Illinois, USA (United States of America)) 

angeschlossen wurde. Hextend® ist ein Plasmaexpander, der normalem Plasma ähnelt [Gan 
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et al. 1999]. Parallel bekamen die Tiere eine Dauerinfusion von 30 µg/g*h Ketamin und 

0,3 µg/g*h Fentanyl, um eine ausreichende Betäubung zu gewährleisten. Acht Stunden 

nach Beginn des zweiten Versuchsteils erfolgten eine Blutentnahme aus der Vena cava 

inferior und eine Thorakotomie, gleichzeitig wurde das Beatmungsgerät abgeschaltet. 

Dadurch verstarben die Mäuse. Anschließend wurden Leberproben zur Untersuchung der 

mitochondrialen Atmung entnommen.  

 

2.3. Lösungsmedien  

2.3.1. Custodiol 

Die Leberproben wurden zwischen Entnahme und Weiterverarbeitung in Custodiol-Lösung 

(Dr. (Doktor) Franz Köhler Chemie GmbH, Alsbach-Hähnlein, Deutschland) gelagert. 

Diese findet Anwendung bei Leber-, Herz, Pankreas-, und Nierentransplantationen 

[Mangus et al. 2006; Ringe et al. 2005]. Sie wurde in den 70er Jahren von Bretschneider 

entwickelt und aufgrund ihrer kardiolplegen Eigenschaften in der Herzchirurgie eingesetzt 

(Inhaltsstoffe siehe Tab. (Tabelle) 1) [Agarwal et al. 2005; Eghtesad et al. 2006; Krohn et 

al. 1989]. Mannitol dient als Radikalfänger für ROS, während die im Kalziumchlorid ent-

haltenen Kalziumionen (Ca2+) die Membranen der inkubierten Gewebe stabilisieren. Das 

Histidin  puffert  den pH  der Lösung und wirkt  so als Oxidationsschutz, ferner  ist  es ein  

 
Tab. 1: Zusammensetzung von 1 Liter Custodiol-Lösung  (modifiziert nach Gnaiger et al. 2000 a) 

mM: Millimol; µM: Mikromol 

Substanz Konzentration 

Mannitol 30 mM 
Magnesiumchlorid 4.0 mM 
Kalziumchlorid 15 μM 
Natriumchlorid 15 mM 
Kaliumchlorid 9.0 mM 
Histidin 198 mM 
Tryptophan 2.0 mM 
Ketoglutarat 1.0 mM 

 

Chelator für Metallionen [Gnaiger et al. 2000 a] und verstärkt den osmotischen Effekt des 

Mannitols. Tryptophan stabilisiert Membranen, um sie vor Verletzungen zu schützen und 

um das Histidin daran zu hindern, in die Zellen zu gelangen. Als Substrat für den mito-

chondrialen Stoffwechsel dient Ketoglutarat [Erhard et al. 1994; Jain et al. 2006; 

Kallerhoff et al. 1986].   
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2.3.2. MiR05 

Während der Präparation und der Messung der mitochondrialen Atmung werden die 

Proben in das speziell für Mitochondrien entwickelte MiR05 (Mitochondrial Respiration 

Medium; OROBOROS® Instruments GmbH, Innsbruck, Österreich) gegeben (Bestand-

teile siehe  Tab. 2). EGTA  (ethylene  glycol  tetraacetic  acid)  ist  ein  Chelat-Bildner für  

 
Tab. 2: Zusammensetzung von 1 Liter Nährmedium MiR05 (modifiziert nach Renner et al. 2003-2008) 

BSA: Bovines Serumalbumin; EGTA: Ethylene glycol tetraacetic acid; g: Gramm; g/l: Gramm pro Liter;    
H2O: Wasser; HEPES: 4-(2-Hydroxyethyl)-piperazin-1-ethansulfonsäure; KH2P04: Kaliumdihydrogen-

phosphat; K-Lactobionat: Kalium-Lactobionat; M: Mol; MgCl2: Magnesiumchlorid; MiR05: Mitochondrial 

Respiration Medium; ml: Milliliter; mM: Millimol. 

*In K-Lactobionat-Vorratslösung 

Substanz Konzentration In 1 Liter enthaltene Menge 

EGTA 0,5 mM 0,190 g 

MgCl2∙6 H2O 3 mM 0.610 g 
K-Lactobionat 60 mM 120 ml von 0.5 M * 
Taurin 20 mM 2.502 g 
KH2P04 10 mM 1.361 g 
HEPES 20 mM 4.77 g 
Sucrose 110 mM 37.65 g 
BSA, frei von Fettsäuren 1 g/l 1 g 

 

Schwermetalle, der besonders an Ca2+ bindet. Magnesiumionen (Mg2+) gegenüber zeigt er 

eine geringe Affinität. Einige enzymatische Schritte, z.B. die Aktivierung von ATP selbst, 

benötigen Mg2+. Daher ist es unerlässlich, den Mitochondrien diese in Form von Ma-

gnesiumchlorid (MgCl2∙6 H2O) in physiologischen Konzentrationen von 1-3 mM (Milli-

mol) zuzuführen. Um für die isolierten Mitochondrien die intrazellulären Bedingungen mit 

einer Kaliumionen (K+)- Konzentration von >100 mM nachzuempfinden, enthält MiR05 

Kalium (K)-Lactobionat. Taurin stabilisiert Membranen und wirkt, wie Sucrose, als Fänger 

der ROS. KH2P04 (Kaliumdihydrogenphosphat) liefert die zur ATP-Produktion nötigen 

Phosphationen. HEPES (4-(2-Hydroxyethyl)-piperazin-1-ethansulfonsäure) ist ein Puffer 

mit einem pK-Wert (pK-Wert: negativer dekadischer Logarithmus der Dissoziationskon-

stante K einer Säure oder Base) von annähernd 7.  BSA (Bovines Serumalbumin) hat ne-

ben der Aufgabe, Membranen zu stabilisieren, ROS zu deaktivieren und Ca+ zu entziehen, 

die Funktion, freie Fettsäuren zu binden [Renner et al. 2003-2008]. 

 

 



Material und Methoden 

13 

2.4. Messung der mitochondrialen Atmung mit dem OXYGRAPH-2k 

2.4.1. Aufbau des OXYGRAPH-2k 

Die mitochondrialen Atmung wurde mit dem OXYGRAPH-2k (OROBOROS® Instru-

ments GmbH, Innsbruck, Österreich) gemessen. Bei der Untersuchung der Komplexe der 

Atmungskette müssen zwei Voraussetzungen erfüllt sein: Erstens muss das Verfahren da-

rauf ausgelegt sein, mit geringen Probenmengen, zum Beispiel aus Muskel- oder Leber-

biopsaten, auszukommen und zweitens muss es die Bestimmung der geringen Verände-

rungen des O2-Partialdruckes, die durch den O2-Verbrauch der Mitochondrien entstehen, 

ermöglichen [Gnaiger et al. 1998 a; Gnaiger 2008 e]. Dafür benötigt man ein hochsen-

sibles Messgerät, das in der Lage ist, in hoher Zeitauflösung minimale Schwankungen der 

O2-Konzentration zu registrieren [Garedew et al. 2005]. Der OXYGRAPH-2k wurde zu 

diesem Zweck entwickelt. Er besteht aus zwei voneinander unabhängigen Kammern mit 

einem zwischen 1,5 und 8 ml einstellbaren Volumen, die von einem isolierten, temperatur-

regulierten Kupfergehäuse umgeben sind. Die Temperaturregelung erfolgt mittels Peltier-

Element, dessen Sensor die Wärmedifferenz zwischen dem Kupferblock und der Wärme-

verteilungsplatte, die den Kupferblock umgibt, messen [Gnaiger 2001-2006; Haller et al. 

1994]. Dadurch gelingt es, bei Messungen zwischen 2-50 °C eine konstante Temperatur 

mit einer Abweichung von höchstens 0,05 °C  über den ganzen Versuch hinweg sicherzu-

stellen [Gnaiger 2001; Gnaiger et al. 1998 a; Haller et al. 1994]. Die zylindrischen Kam-

mern selbst sind mit Glas ausgekleidet und mit einem von einer Titaniumplatte verstärkten 

Stopfen verschlossen. Der Stöpsel wird von einem Kanal für Hamilton-Injektionsspritzen 

zur Gabe von Substraten, ebenfalls aus Titanium, durchzogen. Um das geschlossene Sys-

tem vor einem O2-Austausch mit der Umgebung zu schützen, werden die Stopfen durch 

einen Viton O-Ring abgedichtet [Gnaiger und Gradl 2004-2006]. Zur Gewährleistung einer 

homogenen Verteilung des im Inkubationsmedium gelösten O2, vor allem um den Sensor, 

befindet sich am Boden jeder Kammer ein mit PEEK (Polyetheretherketon) überzogener 

Magnetrührstab, dessen Geschwindigkeit auf 100-900 Umdrehungen pro Minute einge-

stellt werden kann [Gnaiger und Gradl 2004-2006]. Die Messeinheit selbst bildet ein po-

larographischer Sauerstoffsensor (POS) mit einer Clark-Elektrode, der in einem Winkel 

von etwa 45° in die Kammer eingelassen ist. Ein Gummiring zwischen Sensor und Glas-

kammer verhindert an dieser Stelle ein O2-Leck. Durch das gewinkelte Einbringen werden 

Störungen des Sensors durch die Rührstäbe vermieden [Gnaiger et al. 1995; Gnaiger 2001-

2006; Haller et al. 1994]. Bei seinen Vorgängern stellte sich unter anderem das Problem 

des O2-Austauschs mit der Umgebung [Rasmussen 1979], deshalb wurde der OXY-
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GRAPH-2k so konstruiert, den O2-Verlust durch das Gerät selbst möglichst gering zu hal-

ten: Das Glas beugt einer Diffusion des Gases aus der Kammer vor. Auch an den Tita-

nium-Stopfen mit den Viton O-Ringen und an der mittels Gummiring abgedichteten 

Schnittstelle zwischen Sensor und Kammern kann kein O2 entweichen. Durch die PEEK-

Rührstäben wird die bei sinkenden O2-Partialdrücken beobachtete Rückdiffusion des an 

der Rühreroberfläche gebundenen O2 gering gehalten [Gnaiger et al. 1995; Gnaiger 2001-

2006; Haller et al. 1994]. Lediglich die Diffusion von O2 aus der Elektrolytlösung der 

Clark-Elektrode des POS in die Suspension kann nicht ganz verhindert werden [Gnaiger et 

al. 1998 a; Gnaiger 2001; Gnaiger 2001-2006]. Um ein Optimum an Genauigkeit und ein 

Minimum an Artefakten durch Adhäsion der Substrate an die Materialoberflächen und O2-

Diffusion zu erreichen, sollte als Volumen der Kammern 1,5-2 ml gewählt werden 

[Gnaiger et al. 1998 a; Gnaiger 2001-2006]. So ist es möglich, Messungen an isolierten 

Mitochondrien und sehr kleinen Gewebemengen (z.B. Biopsaten), vorzunehmen [Garedew 

et al. 2005; Haller et al. 1994]. Damit erfüllt das Gerät alle Anforderungen für Messungen 

an permeabilisierten Lebermitochondrien der Maus. 

 

2.4.2. Aufbau der Clark-Elektrode 

Die Clark-Elektrode des POS ermöglicht es, innerhalb kürzester Zeit feine Veränderungen 

der O2-Konzentration im Medium zu bestimmen. Sie besteht aus einer Gold-Kathode und 

einer Silber/Silberchlorid-Anode, die über eine Kaliumchlorid-Lösung voneinander ge-

trennt sind. Das Ganze ist zur Abgrenzung der Elektrode vom Medium von einer O2-durch-

lässigen Membran aus Teflon umgeben [Gnaiger 2008 e]. Dank des großen Durchmessers 

der Kathode von 2 mm (Millimeter) erreicht der POS in einem Bereich von 0-100 kPa 

(kPa: Kilopascal) eine hohe Sensitivität und ein gutes Signal-zu-Rauschen-Verhältnis 

[Gnaiger et al. 1998 a; Gnaiger 2001-2006]. An die Konstruktion wird ein Strom mit einer 

Spannung von 0,6-0,8 Volt angelegt [Gnaiger 2008 e]. Bei der Messung des Partialdruckes 

durchwandert ungelöster O2 aus der Suspension die Membran und wird an der Kathode 

durch die vorhandenen Elektronen mit Wasser zu Hydroxid-Ionen reduziert. An der Anode 

wird Silber oxidiert, wodurch ein zum O2-Partialdruck des Mediums proportionaler Strom 

entsteht [Gnaiger 2008 e]. Unter Kenntnis des von Salzkonzentration und Temperatur ab-

hängigen O2-Löslichkeitsfaktors FM (MiR05: im Vergleich zu Wasser bei 30 und 37 °C 

0,92) wird der Gasdruck in die O2-Konzentration umgewandelt  [Gnaiger 2008 e]. 
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2.4.3. DatLab 4 

Um bei der Untersuchung von Mitochondrien angemessen auf schnelle Änderungen der 

Atmungsaktivität reagieren zu können, ist es unerlässlich, dass sie in Echtzeit angezeigt 

werden. Diese Aufgabe übernimmt das hierfür entwickelte digitale Verarbeitungspro-

gramm DatLab4 (OROBOROS® Instruments GmbH, Innsbruck, Österreich) [Gnaiger et 

al. 1998 a; Gnaiger 2001; Haller et al. 1994]. Das vom POS generierte Signal jeder Kam-

mer wird von einem Analog-Digital-Wandler über einen RS-232-Port (RS: Recommended 

Standard) im Abstand von einer Sekunde (s) (minimal 200 Millisekunden) an DatLab4 ge-

sendet [Gnaiger et al. 1998 a; Gnaiger 2001; Haller et al. 1994]. Der Sensor misst die O2-

Konzentration in Form eines elektrischen Flusses in Ampere, der in Volt umgewandelt, 

verstärkt und vom Programm als Rohsignal Rt zu jeder beliebigen Zeit t aufgezeichnet 

wird [Gnaiger 2005-2006].  Das Programm rechnet diese Voltwerte in O2-Konzentrationen 

um [Gnaiger 2005-2006] und stellt mittels Druckübersetzers für automatische O2-Kali-

brierung unter Berücksichtigung der Temperatur O2-Konzentration und -Fluss für jede 

Kammer unabhängig graphisch dar [Gnaiger et al. 1998 a; Gnaiger 2001; Haller et al. 

1994]. Dabei führt DatLab4 über den gesamten Zeitraum hinweg eine kontinuierliche O2-

Hintergrundfluss-Korrektur durch, das heißt, Verfälschungen durch Absorption von O2 

durch den Sensor selbst und die Rückdiffusion des an die Oberflächen der Materialien 

gebundenen O2 [Gnaiger et al. 1998 a; Gnaiger 2001; Haller et al. 1994], werden herausge-

rechnet. So wird auf dem Bildschirm nur die tatsächliche Atmung der Mitochondrien 

angezeigt [Gnaiger et al. 1998 a].   

 

2.4.4. Vorbereitung des OXYGRAPH-2k 

Vor der Messung wurden die Kammern mit 2,2 ml MiR05 gefüllt und in DatLab 4 die 

Temperatur auf 37 °C eingestellt. Nun wurde das Medium über 30-60 Minuten hinweg bei 

geöffneten Stopfen mit einer Geschwindigkeit von 750 Umdrehungen/Minute durchmischt. 

Dieses diente dem Angleich des O2-Partialdruckes der Flüssigkeit an den O2-Partialdruck 

der Umgebung [Gnaiger 2004-2006 b]. Nach der Äquilibrierung wurde eine Kalibrierung 

durchgeführt, indem im Programm ein Intervall mit konstanter O2-Konzentration mit „R1“ 

markiert und im Menü als Bezugswert angegeben wurde [Gnaiger 2004-2006 b].  

 

2.4.5. Bestimmung der Sauerstoffkonzentration und -rückdiffusion 

Bei der Untersuchung der mitochondrialen Funktion mit dem OXYGRAPH-2k wird der in 

den Kammern vorherrschende O2-Gehalt in Form einer O2-Konzentration angegeben. Die 
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Berechnung letzterer wird vom Programm DatLab 4 übernommen. DatLab4 benötigt hier-

für folgende Messwerte: 1. das Rohsignal R1, das der O2-Konzentration des an den Umge-

bungsdruck der Luft äquilibrierten Messmediums entspricht; 2. die Temperatur; 3. den im 

OXYGRAPH-2k gemessenen barometrische Druck; 4. den O2-Partialdruck in mit Wasser-

dampf gesättigter Luft in Abhängigkeit von Temperatur, barometrischem Druck und der 

O2-Löslichkeit SO2 in purem Wasser als einer Funktion der Temperatur; 5. den FM (siehe 

2.4.2.) des Inkubationsmediums; 6.  den Messpunkt R0, der einer O2-Konzentration von 0 

nmol/ml (Nanomol pro Milliliter) entspricht [Gnaiger 2008 e]. Während des Äquili-

brierungsvorganges gleicht sich der O2-Partialdruck des Mediums dem der Luft an, das 

heißt, die Partialdrücke der Flüssigkeit und der Gasphase sind gleich [Gnaiger 2005-2006]. 

Dies trifft aber nicht für die O2-Konzentrationen der beiden Phasen zu, denn die O2-Kon-

zentration der Gasblase ist deutlich höher als die der liquiden Phase [Gnaiger 2005-2006]. 

Der gelöste O2-Anteil ist bei konstanter Temperatur und Zusammensetzung der Lösung 

proportional zum O2-Partialdruck  [Gnaiger 2005-2006]. Die Proportionalitätskonstante, 

mit deren Hilfe nun die O2-Konzentration der liquiden Phase berechnet werden kann, ist 

die Sauerstofflöslichkeit SO2, die in purem Wasser bei 37 °C 10,56 µM/kPa (Mikromol pro 

Kilopascal) beträgt [Gnaiger 2005-2006]. R0 ist entweder aus Messungen mit Mitochon-

drien oder Zellsuspensionen mit vollständiger O2-Depletion in den Kammern oder alterna-

tiv aus Experimenten mit 2-5 %-Natriumdithionit- oder Natriumsulfitlösungen bekannt 

[Gnaiger 2004-2006 b]. Bei der kontinuierlichen Messung der O2-Konzentration muss der 

Einfluss des Sensors auf den O2-Gehalt des Mediums berücksichtigt werden [Gnaiger 

2001-2007; Gnaiger 2008 e; Gnaiger und Lassnig 1997-2006]. Dieser lässt sich aus zwei 

Teilaspekten zusammensetzen: einerseits steigt der O2-Verbrauch durch den Sensor mit 

dem O2-Partialdruck in der Kammer an, andereseits kommt es bei niedrigen O2-Konzentra-

tionen zunehmend zu einer O2-Rückdiffusion des an den Sensor gebundenen O2 in das Me-

dium, die je nach O2-Partialdruck in der Kammer stark varriieren kann und bei sinkendem 

O2-Gehalt an Bedeutung zunimmt. Damit verschleiert der Sensor den tatsächlichen Ver-

brauch der Probe, da er beim Abfall der O2-Konzentration mehr O2 in das Medium abgibt 

[Gnaiger 2001-2007; Gnaiger 2004-2006 a; Gnaiger 2008 e]. Bei großen Mengen an Mito-

chondrien ist der O2-Verbrauch durch die Organellen so hoch, dass trotz der Rückdiffusion 

eine O2-Konzentration von 0 nmol/ml erreicht werden kann. Liegt eine geringe Probengrö-

ße vor, so kann es dazu kommen, dass der O2-Verbrauch durch die Mitochondrien durch 

die Rückdiffusion von O2 kompensiert werden kann, es stellt sich also ein steady-state ein 

[Gnaiger 2001-2007; Méndez und Gnaiger 1994]. Um eine so verursachte Verfälschung 
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der Ergebnisse korrigieren zu können, muss dem Programm der Anteil der Rückdiffusion 

an der bestimmten O2-Konzentration bekannt sein. Dazu müssen im Vorfeld Messungen 

zur Determinierung der Rückdiffusion vorgenommen werden [Gnaiger 2008 e]. Für ge-

wöhnlich liegt sie bei einem Partialdruck von 0 nmol/ml bei -2 pmol/(s*cm3) (Picomol pro 

Sekunde und Kubikzentimeter), wenn von einem Temperaturbereich von 25-37 °C und 

einem Kammervolumen von 2 ml ausgegangen wird [Gnaiger 2001-2007].  Die abgebilde-

ten Graphen sind schon um die O2-Rückdiffusion korrigiert, so dass diese unter Verwen-

dung der angzeigten Werte bei den Berechnungen nicht mehr berücksichtigt werden muss. 

Der im OXYGRAPH-2k bestimmte O2-Verbrauch lässt sich nicht ausschließlich auf die 

Komplexe der Atmungskette zurückführen, sondern ist zusammengesetzt aus der mito-

chondrialen Atmung, dem O2-Verbrauch durch Protonenlecks und der Produktion von 

ROS [Boushel et al. 2007; Gnaiger 2003, 2008 e; Gnaiger et al. 2000 b] sowie O2-kon-

sumierender chemischer Reaktionen der im Rahmen des Protokolls verwendeten Substrate 

(z.B. Cytochrom c, Ascorbat und TMPD (Tetramethyl-p-phenylendiamin), dem künst-

lichen Elektronendonator für die COX). Während des Versuches wurde strengstens darauf 

geachtet, dass die O2-Partialdrücke nicht unter 100 nmol/ml abfallen und gegebenenfalls 

etwa 10 ml reiner O2 (MTI Industriegase, Ulm, Deutschland) in die Luftblase der geöffne-

ten Kammer verabreicht. Hierdurch wird eine Verfälschung durch die Rückdiffusion des 

O2 ins Medium gering gehalten. Um den Einfluss der Protonenlecks und der ROS zu er-

fassen, werden während des Protokolls Rotenon (Hemmung Komplex I) und Antimycin A 

(Hemmung Komplex III) verabreicht, wodurch der O2-Verbrauch durch die Atmungskette 

zum Erliegen kommt und die verbleibende O2-Abnahme nur noch auf die nicht-mitochon-

drialen Prozesse zurückzuführen ist. Die gemessenen Werte werden um diese Hintergrund-

prozesse korrigiert [Boushel et al. 2007; Gnaiger 2003, 2008 e; Gnaiger et al. 2000 b] 

(siehe auch Abschnitt 4.2.1.6.).  

 

2.5. Präparation der Gewebeproben 

Nach Gewinnung der Leberbiopsate wurden sie bis zur weiteren Verarbeitung, die meist 

direkt oder nur wenige Minuten nach der Entnahme erfolgte, in 1,8 ml Custodiol-Lösung  

im Kühlschrank aufbewahrt. Zur Präparation des 1,5-2,0 mg schweren Gewebestücks wur-

den Deckel und Boden einer Petrischale jeweils mit 2 ml MiR05-Lösung gefüllt. Das Zu-

schneiden der Gewebeprobe geschah auf dem Deckel der Petrischale mit einem Skalpell 

(Carbon steel Einmalskalpell Aeskulap Division B. Braun, Aeskulap AG & Co. KG Tutt-

lingen, Deutschland)  und einer Pinzette (Neolab Migge Laborbedarf-Vertriebs-GmbH, 



Material und Methoden 

18 

Heidelberg, Deutschland). Dabei wurde darauf geachtet, möglichst viel Leberparenchym 

und nur wenig bis kein Kapselgewebe zu entnehmen. Um dem Gewebe überschüssige 

Flüssigkeit zu entziehen, wurde es kurz auf ein Stück Filterpapier gelegt und anschließend 

auf dem in der Waage (Scaltec SBC31, Scaltec Instruments GmbH, Heiligenstadt, 

Deutschland) befindlichen Petrischalenboden gewogen. Bis zur weiteren Verarbeitung 

wurde das Gewebe in der Petrischale in einer mit Eis gefüllten Styroporbox aufbewahrt. 

Auf diese Weise wurden pro Versuchstier zwei Gewebeproben angefertigt. Zur mecha-

nischen Permeabilisierung wurde das Gewebe in den Petrischalenböden mit einer spitzen 

und einer runden Pinzette (Neolab Migge Laborbedarf-Vertriebs-GmbH, Heidelberg, 

Deutschland) vorsichtig auseinander gezogen, bis die rötliche Färbung verschwand und die 

einzelnen Fasern des Leberparenchyms nur noch lose miteinander verbunden waren. Dabei 

fixierte die gebogene Pinzette das Biopsat in der Mitte, während mit der spitzen Pinzette 

die Ränder nach außen gezogen wurden. Danach wurden die Petrischalen gut mit Eis 

bedeckt in einer Styroporschale geschwenkt, um alle Substrate aus den Zellen herauszu-

spülen. Anschließend wurde je ein Gewebestück  mit Hilfe der geschlossenen spitzen Pin-

zette in die beiden Kammern des OXYGRAPH-2k gegeben. Vor Beginn der Messung 

wurden die Daten (Gewebeart, Gewicht, Konzentration des Gewebes pro ml, Art des Lö-

sungsmediums, Kammervolumen), unter „Experiment: Edit“ eingetragen. Die Darstellung 

der Parameter wurde in „Specific Flux per Unit“ gewählt, wodurch die Atmungsaktivität 

pro mg Gewebe in pmol/(s*mg) (Picomol pro Sekunde und Milligramm) angegeben wird. 

 

2.6. Messung der mitochondrialen Atmung 

2.6.1. Allgemeines  

Das Prinzip der Untersuchung der Atmungskette basiert darauf, durch gezielte Stimulation 

und Inhibition der Komplexe ihren Einfluss auf die Atmungsaktivität zu bestimmen. Hier-

zu ist es nötig, dass die Mitochondrien frei vorliegen und somit von von außen zugefügten 

Substraten abhängig sind. Dieses wurde durch die Gewebepräparation erreicht, bei der die 

endogenen Substanzen durch die Permeabilisieren freigelegt und über das Schwenken in 

MiR05 aus der Zelle herausgespült wurden. Bei der Festlegung der verabreichten Mengen 

wurde darauf geachtet, die Substrate im Überschuss zu geben, um einer Limitierung der 

Effekte durch Substratmangel vorzubeugen. Die Angaben in den Klammern entsprechen 

der Endkonzentration der Stoffe im Inkubationsgemisch. Zwischen dem Hinzufügen zwei-

er Substanzen wurde immer abgewartet (Wartezeiten siehe Tabellen), bis sich die durch 
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die Injektion verursachten Unregelmäßigkeiten des O2-Flusses beruhigt hatten und ein 

konstantes Plateau der Atmung anzeigte, dass der Stoff seine volle Wirkung entfaltet hatte.  

 

2.6.2. Protokoll der Permeabilitätsmessungen 

Wie schon in der Einleitung erwähnt, wurden die Messungen an Gewebeproben vorgenom-

men, die, entgegen der gängigen Methode der chemischen Permeabilisierung mit Digito-

nin, mechanisch permeabilisiert wurden. Da dieses Verfahren bis jetzt erst an Gewebe aus 

der Leber des Schweins angewendet wurde [Kuznetsov et al. 2002], war es wichtig, zu 

Beginn der Messungen erst zu überprüfen, ob sich diese Technik ohne weiteres auch auf 

das Lebergewebe der Maus übertragen lässt. Hierfür wurden Permeabilitätsmessungen mit 

Digitonin durchgeführt, bei denen interessierte, ob sich durch das Digitonin ein Anstieg der 

Atmungsaktivität verzeichnen ließ, was dann ein Beweis dafür gewesen wäre, dass die 

Zellen durch die mechanische Vorgehensweise doch noch nicht ganz durchlässig für die 

Substrate der mitochondrialen Atmung sind. Zur Überprüfung dieser Methodik wendeten 

wir vorerst ein etwas einfacheres Protokoll an, bevor wir bei der Analyse der Temperatur-

effekte die Komplexe I und II parallel stimulierten. Bei der Untersuchung der Funktion iso-

lierter Mitochondrien wird gerne auf das Modell der „Respiratory Steady States“ nach 

Chance und Williams zurückgegriffen, die  bei oxygraphischen Experimenten mit isolier-

ten Mitochondrien den Aktivierugszustand der Atmung in Abhängigkeit vom stimulieren-

den Substrat in unterschiedliche Stadien unterteilen [Gnaiger 2008 d; Chance und Williams 

1955 b]. Dabei beschreibt der State 1 den isolierten Zustand der Mitochondrien im Nähr-

medium ohne Zugabe von Substraten von außen. Der State 2, ein Substrate-limitierter Ru-

hezustand, wird durch das Hinzufügen von ADP (Adenosindiphosphat) erreicht, was nach 

einer kurzen Aktivierungsphase zu einer Erschöpfung auch der letzten endogenen Sub-

strate führt, sodass die Mitochondrien nun zur Atmung auf eine Substitution der Sub-

stanzen von extern angewiesen sind.  Der State 3 wird nun durch die Gabe von Substanzen, 

z.B. Malat und Glutamat zur Stimulierung des Komplex I, hervorgerufen, wodurch die 

Substratlimitierung des State 2 aufgehoben wird. Nun kann eine hohe Zellatmung mit 

ATP-Produktion betrieben werden. Nachdem alles ADP in ATP umgewandelt und so dem 

Nährmilieu entzogen wurde, setzt der ADP-begrenzte Ruhezustand, der State 4, ein. Wenn 

alles O2 im Medium aufgebraucht ist, liegt der State 5 vor, bei dem trotz erneuter Gabe von 

ADP keine Zellatmung mehr betrieben werden kann [Gnaiger 2008 d; Chance und 

Williams 1955 b]. Estabrook entwickelte 1967 ein alternatives Protokoll, dass eine leichte 

Abwandlung der von Chance und Williams entwickelte Einteilung darstellt. Es unterschei-
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det sich von seinem Vorbild  darin, dass der State 2 durch die Gabe der Substrate zur Anre-

gung der Komplexe I bzw. II eingeleitet wird, ohne vorher ADP zu applizieren, sodass die-

ses Stadium durch ein Minderangebot an ADP limitiert wird. ADP wird erst im folgenden 

Schritt zur Erschaffung des State 3 gegeben, sodass nun auch hier eine schnelle Atmung 

mit ATP-Produktion möglich wird. Der State 4 zeichnet sich wieder durch einen Mangel 

an ADP aus, der die Atmungsaktivität einschränkt. Im State 5 herrscht ein Unterangebot an 

O2, dass die Zellatmung zum Erliegen bringt [Gnaiger 2008 d; Estabrook 1967]. Obwohl in 

der vorliegenden Arbeit keine isolierten Mitochondrien, sondern permeabilisierte Zellen 

verwendet wurden, orientierte sich das benutzte Protokoll an dem Modell der Respiratory 

Steady States nach Chance und Williams bzw. seiner Abwandlung nach Estabrook. Es 

wich lediglich in drei Punkten vom alternativen Protokoll ab: 1. durch die direkte Gabe der 

Substanzen in das Nährmedium wurde der State 1 übergangen; 2. der Sate 5 trat niemals 

ein, weil bei einem zu starken Abfall der O2-Konzentration in den Kammern der Partial-

druck des Gases im Medium von außen mit O2 angehoben wurde und 3. wurde bei un-

serem Protokoll zumindest bei der Untersuchung der Temperatureffekte, eine sogenannte 

Entkopplung u (uncoupling) mit FCCP vorgenommen. Bei der Entkopplung wird ein 

passiver Rückstrom von Protonen ermöglicht, wodurch der Protonengradient über der 

inneren Mitochondrienmembran zusammenbricht [Löffler und Petrides 2003]. Nun wird 

der Elektronentransport nicht mehr von der ATP-Synthetase gesteuert [Gnaiger 2008 e; 

Gnaiger et al.1998 c] und die Komplexe müssen ihre maximalen Kapazitäten ausschöpfen, 

um dem Zusammenbruch des elektrochemischen Potentials entgegenzuwirken [Gnaiger 

2008 e; Hütter et al. 2007; Löffler und Petrides 2003]. Die Einteilung der States nach dem 

alternativen Protokoll nach Estabrook einschließlich der Entkoplung veranschaulicht Tab. 

3. Da die Initialisierung der States je nach Strukur des Protokolls variiert, werden bei den 

in der Arbeit verwendeten Protokollen jeweils tabellarisch die einzelnen States aufgeführt.  
 

Tab. 3: Überblick über die Steady States der mitochondrialen Atmung nach Estabrook    
 ADP: Adenosindiphosphat; ATP: Adenosintriphosphat; ETS: Electron Transport System; O2: Sauerstoff; u: 

uncoupling. 

State  Beschreibung 

1 Isolierte Mitochondrien im Nährmedium ohne Zugabe stimulierender Substrate von außen 

2 Gabe von Substraten für Komplex I bzw. II; Atmung limitiert durch einen Mangel an ADP 

3 Schnelle gekoppelte Atmung durch Gabe von ADP 

4 Alles ADP ist in ATP umgewandelt, daher nun nur noch langsame Atmung möglich 

5 Limitierung der Atmung durch einen Mangel an Sauerstoff 

u Entkopplung (maximale Kapazität der ETS mit Überschuss an O2 und Substraten) 
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Nachdem das Gewebe in die Kammern gegeben wurde, wurde vor dem Verschließen 

durch  Injektion von  etwa  10 ml  reinem O2 (Sauerstoff  Westfalen, Münster, 

Deutschland)  mit  einer  50 ml-Spritze  (B. Braun, Melsungen, Deutschland)  in  die 

Gasblase  über  den Rührern die  O2-Konzentration des  Mediums  auf 350 bis 400 

nmol/ml gesteigert. Bei  Bedarf   wurde  im  Verlauf  dieser  Reoxygenierungsvorgang  der  

Kammern  wiederholt. Um durch Stimulation von Komplex I den State 2 einzuleiten, 

wurden dem Medium als erster Schritt mittels Hamilton-Spritzen (Hamilton Company 

Europe, Bonaduz, Schweiz)  12,5µl Malat (5mM; Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland) 

und 10 µl Glutamat (10 mM;  Sigma-Aldrich,  Steinheim,  Deutschland)  hinzugefügt  

[Gnaiger 2008 c].  Malat  ist das  Substrat  der  Malatdehydrogenase  des  Zitratzyklus in 

der Matrix und wird von dieser zu Oxalacetat unter Bildung von NADH oxidiert. Es 

gelangt   über   einen   Dicarboxyl-Carrier  im Austausch  gegen   HPO4  (Hydrogen-

phosphat) ins Mitochondrium. Da unsere Gewebeproben mechanisch permeabilisiert 

wurden, fehlt nun das zytosolische Acetyl-CoA (CoA: Coenzym A) zum Abbau von 

Oxalacetat, das sich in der Folge im Organell anreichert. Diese Akkumulation kommt 

dadurch zustande, dass Oxalacetat die innere Membran nicht durchwandern kann. 

Gleichzeitig  laufen aber auch  die  Folgereaktionen  des  Zitratzykluses nicht ab, weil 

Zitrat und 2-Oxoglutarat gegen  Malat aus dem Mitochondrium heraustransportiert, aber 

nicht nachgebildet werden. Succinat verlässt  ebenfalls  über  einen HPO4-Succinat-

Antiporter  die Matrix. Folglich reicht Malat nicht als Lieferant für Elektronen des 

Komplexes I aus, da hier zu wenige NADH entstehen [Gnaiger 2008 c]. Um die Blockade 

durch Ansammlung von Oxalacetat zu umgehen, fügt man Glutamat hinzu. Dieses 

überwindet die innere Membran über einen Glutamat/OH--Austauscher (OH-: 

Hydroxylgruppe). Dadurch kann jetzt  Oxalacetat in einer Art Ersatzreaktion für den 

natürlichen Abbau mittels Transaminase zusammen mit Glutamat zu Aspartat und 2-

Oxoglutarat reagieren. Dieses wird  noch auf eine  andere Weise von  Glutamat, nämlich 

über die Abspaltung eines Ammoniumions unter Bildung von NADH, generiert. Ein 

Überschuss an  2-Oxoglutarat wird  verhindert,  indem es,  sofern es nicht unter Pro-

duktion  von    NADH   und   CO2   (Kohlenstoffdioxid)  zu   Succinat  weiterreagiert,  über  

einen 2-Oxoglutarat/Malat-Antiporter aus dem Mitochondrium entfernt wird. Das 

entstehende   Aspartat  eröffnet  nun  auch  dem  Glutamat  über  einen  Glutamat/As-

partat-Austauscher  eine  zweite  Möglichkeit,  in  die  Matrix zu gelangen [Gnaiger 2008 

c].  Zusammen  erreichen  Malat   und  Glutamat eine ausreichende  Anzahl an  NADH, 

um den Komplex  I  zu stimulieren. Da  die  Glycerophosphatdehydrogenase  und   die   β- 
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Oxidation, die unter physiologischen Bedingungen ebenfalls Elektronen auf das Ubiqui-

non übertragen, in den untersuchten permeabilisierten Zellen als Elektronendonatoren weg-

fallen, ist der Komplexe I unter den hier herrschenden Bedingungen die einzigen Mög-

lichkeiten für negative Ladungen, in das ETS einzutreten [Gnaiger 2008 a]. Um zu ver-

hindern, dass im Laufe des Experiments ein Mangel an Substraten im Medium entsteht, ist 

es wichtig, die Substanzen im Überfluss zu verabreichen [Gnaiger 2008 c]. Die Vorgänge 

im Mitochondrium unter Malat und Glutamat werden in Abb. 3 veranschaulicht. Im 

Anschluss spritzte man 10 µl ADP (2,5 mM; Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland), wo-

durch  einerseits die Atmung von  Komplex I maximal  stimuliert und andererseits die Pro- 

 
Abb. 3: Schema der Stoffwechselwege unter Malat und Glutamat (modifiziert nach Gnaiger 2008 c)       

CO2: Kohlenstoffdioxid; FADH2: Flavinadenindinukleotid; NADH: Nikotinamidadenindinukleotid; NH4: 

Ammoniumion; P: anorganisches Phosphat. Farben: Dunkelblau: Mitochondrium; Hellblau: ablaufende 

Stoffwechselwege; Rot: gehemmte Stoffwechselwege. 

 

duktion von ATP ermöglicht wurde [Gnaiger 2008 c]. Damit lag ein State 3 mit maximaler 

gekoppelter Atmung bei Eintritt der Elektronen ins ETS nur über den Komplex I vor. Dann 

wurde das Experiment mit der Gabe von 20 µl Succinat (10 mM; Sigma-Aldrich, Stein-

heim, Deutschland) fortgeführt. Wie in Abb. 3 zu sehen ist, bricht bei der alleinigen Gabe 

von Malat und Glutamat als Substrate der Ersatz-Zitronensäurenzyklus durch den stän-

digen Abfluss des Succinats an der Stelle ab, wo dieses über die Succinatdehydrogenase in 
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Fumarat umgewandelt werden sollte. Um nun den Zitratzyklus-Ersatzkreis zu schließen, ist 

es nötig, das Succinat von außen im Überfluss zu substituieren. Mit der Succinat-Gabe 

wird die Einschleusung von Elektronen ins ETS über den an der inneren Membran gebun-

denen Komplex II (Succinatdehydrogenase) mittels FADH2 angeregt [Gnaiger 2008 b]. 

Dieses FADH2 entsteht bei der Oxidation von Succinat zu Fumarat, das wiederum von der 

Fumarase in Malat umgewandelt wird [Gnaiger 2008 c]. Damit schließt sich der Kreis und 

es herrscht ein State 3 mit maximaler gekoppelter ATP-Produktion bei synchronem Elek-

tronenfluss  über die Komplexe  I und II (siehe auch Abb. 4). Jetzt wurden 10 µl Digitonin 

 
Abb. 4: Schema der Stoffwechselwege unter Malat, Glutamat und Succinat (modifiziert nach Gnaiger 

 2008 a)       

CO2: Kohlenstoffdioxid; FADH2: Flavinadenindinukleotid; NADH: Nikotinamidadenindinukleotid; NH4: 

Ammoniumion; P: anorganisches Phosphat. Farben: Dunkelblau: Mitochondrium; Hellblau: ablaufende 

Stoffwechselwege; Grün: nun nicht mehr gehemmte Stoffwechselwege. 

 

(40,5 µM (Mikromol); Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland) verabreicht. Eine der 

Eigenschaften von Saponinen ist es, Membranen aufzulösen [Fallert-Müller et al. 2000]. 

Dieser Effekt wurde hier genutzt, um zu Überprüfen, ob die Zellen durch die mechanische 

Methode ausreichend pemeabilisiert sind. Die unter Succinat und Digitonin gewonnenen 

Atmungsaktivitäten werden im Ergebnisteil in Form des Vergleichs der Atmung vor und 

nach Gabe von Digitonin gegenübergestellt, um zu untersuchen, ob sich die Permeabilität 
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der Zellen und damit der O2-Verbrauch der Mitochondrien durch das Hinzufügen von 

Digitonin erhöhen lässt. Nun wurde das Protokoll mit der Gabe von 5 µl Cytochrom c (10 

µM; Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland) fortgeführt. Damit wurde überprüft, ob 

während der Präparation die Intaktheit der äußeren Mitochondrienmembran verletzt wor-

den ist, was zu einem Verlust der Substanz geführt hätte. In diesem Fall wäre die gemesse-

ne State 3-Atmung durch den Cytochrom c-Mangel begrenzt und könnte erst durch die 

Substitution der Substanz ihren tatsächlichen Wert erreichen [Gnaiger 2008 c]. Die nach 

Gabe von Cytochrom c erhaltene Atmungsaktivität wird  hier als State 3c bezeichnet. Als 

nächstes wurde 1 µl Oligomycin (2,5µM; Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland) in die 

Kammern gespritzt. Dieser Stoff ist ein Hemmer der ATP-Synthetase und versetzt die 

Komplexe der Atmungskette bei maximalem Membranpotential in eine Art „Ruhezu-

stand“, in dem die noch gemessene Leckage-Atmung hauptsächlich auf die Kompensation 

von Protonenlecks und dem Entfleuchen von Elektronen, die dann zur Produktion von 

ROS beitragen, zurückzuführen ist [Gnaiger 2008 e]. Damit wird versucht, die physiolo-

gische Situation, bei der sich die Atmung verlangsamt, weil das gesamte ADP aufge-

braucht wurde, nachzuempfinden. Dieses gelingt allerdings nicht ganz, da es durch die 

komplette Hemmung der ATP-Synthetase nicht nur zu einer Verlangsamung der Atmung,  

sondern zum vollständigen Erliegen der ATP-Produktion kommt. An diesem Punkt des 

Protokolls herrscht also nun der State 4 nach Estabrook bzw. Chance und Williams 

[Gnaiger 2008 d]. Um die in 2.4.5. beschriebene Hintergrundatmung ermitteln zu können, 

werden zuerst 5 µl Rotenon (0,5µM; Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland) und ca. 

(circa) 20 Minuten später 2 µl Antimycin A (5µM; Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutsch-

land) in das Medium appliziert. Rotenon ist ein Hemmer des Komplexes I, Antimycin A 

inhibiert den Komplex III (Ubiquinon:Cytochrom c Oxidoreduktase) [Nelson et al. 2005]. 

Da durch die Hemmung des Komplex I mit Rotenon die Elektronen nur noch über die 

Succinatdehydrogenase ins ETS eintreten können, wird durch Inhibition von Komplex III 

indirekt auch sie blockiert und es fließen keine Elektronen mehr dem ETS entlang. Der nun 

gemessene O2-Verbrauch wird also nur noch durch die Hintergrundprozesse verursacht. 

Die im Ergebnisteil angegebenen Atmungsaktivitäten sind bereits um den nach Antimycin 

A-Gabe erhaltenen O2-Verbrauch berichtigt. Tab. 4 gibt einen Überblick über die Subs-

trate, ihre Funktion sowie die sie vertretenden Parameter im Ergebnisteil. 
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Tab. 4: Übersicht über das Protokoll der Permeabilitätsmessungen    
ADP: Adenosindiphosphat; ATP: Adenosintriphosphat; ca.: circa; c: Cytochrom c; CI-III: Komplex I-III; O2: 

Sauerstoff; ETS: Electron Transport System. Grau hinterlegt: Wartezeiten zwischen den einzelnen 

Substratgaben.  

Substrat Funktion State Parameter 

Malat 

Glutamat 

Stimulation CI 2 - 

 Plateau ca. 10 Minuten abwarten   

ADP Maximale gekoppelte Atmung mit ATP-

Produktion bei Einschleusung der Elektronen nur 

über CI 

3 - 

 Plateau ca. 10 Minuten abwarten   

Succinat Stimulation CII 

→ maximale gekoppelte Atmung mit   

  ATP-Produktion bei synchronem   

 Elektronenfluss über CI und CII 

3 - 

 Plateau ca. 10 Minuten abwarten   

Digitonin Chemische Permeabilisierung der Zellmembran 3 ● Vergleich der  

    Atmung vor und  

    nach Gabe von  

    Digitonin 

 Plateau ca. 10 Minuten abwarten   

Cytochrom c Substitution eventueller Cytochrom c-Verluste 

durch Membranschäden bei der Präparation 

3c - 

 Plateau ca. 5-10 Minuten abwarten   

Oligomycin Hemmung der ATP-Synthetase 4 - 

 Plateau ca. 20 Minuten abwarten   

Rotenon Hemmung CI - - 

 Plateau ca. 20 Minuten abwarten   

Antimycin A Hemmung CIII 

→ kein Elektronenfluss mehr über das ETS 

möglich 

→ Bestimmung des O2-Verbrauchs durch 

Hintergrundprozesse 

- - 

 

 

2.6.3. Messung der Temperatureffekte 

Nachdem sich gezeigt hatte, dass die Mitochondrien aus mechanisch permeabilisierten Le-

berzellen bei der Untersuchung im OXYGRAPH-2k auf eine Gabe von Substraten von 
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außen ansprachen, konnte nun der zweite Teil der Experimente, die Messung der Tempera-

tureffekte, durchgeführt werden. Hierbei wendeten wir nun ein komplexeres Protokoll mit 

simultaner Stimulation der Komplexe I und II an. Nach der Gewebezugabe wurden die 

Kammern sofort verschlossen und 12,5µl Malat  (5mM), 10 µl Glutamat (10 mM) und 20 

µl Succinat (10 mM) injiziert. Um den Zellen ein Maximum an O2 zur Verfügung zu stel-

len, wurde wieder etwa 10 ml reiner O2 substituiert. Malat und Glutamat fungieren als Sti-

mulatoren des Komplexes I [Gnaiger 2008 c], während Succinat das Substrat des Kom-

plexes II  darstellt [Gnaiger 2008 b].  Damit liegt hier schon zu Beginn ein geschlossener 

Ersatz-Zitratzyklus mit synchronem Elektronenfluss über die Komplexe I und II vor. Die 

unter Malat, Glutamat und Succinat gemessene und im Ergebnisteil als State 2-Atmung 

dargestellte Atmungsaktivität entspricht dem State 2 nach Estabrook, bei dem die Substrate 

für die NADH-Dehydrogenase und die Succinatdehydrogenase im Überschuss vorhanden 

sind, aber die Atmung durch einen  Mangel an ADP limitiert wird [Gnaiger 2008 d]. Da zu 

einem späteren Zeitpunkt im Protokoll eine Entkopplung mit FCCP vorgenommen wurde, 

wird im Ergebnisteil die State 2-Atmung unter Malat, Glutamat und Succinat noch ins Ver-

hältnis zur Entkopplung mit FCCP gesetzt, um beurteilen zu können, wie hoch die ADP-li-

mitierte State 2-Atmung im Vergleich zur maximalen Kapazität des ETS ist. Anschließend 

wurden 10 µl ADP (2,5 mM) zur Aufhebung des ADP-Mangels appliziert. ADP ist eine 

Voraussetzung zur Produktion von ATP und stimuliert die Mitochondrien zur maximalen 

Atmung [Gnaiger 2008 d]. Damit lag zu diesem Zeitpunkt ein State 3 vor, bei dem ADP 

die unter den Ergebnissen aufgeführte maximale gekoppelte Atmung mit ATP-Synthese 

bei einem parallelen Elektronenfluß über die Komplexe I und II  ermöglicht [Gnaiger 2008 

d]. Um nun die Effekte der ADP-Gabe auf die Atmungskette besser fassbar zu machen, 

wurde im Ergebnisteil zusätzlich zur gekoppelten Atmung mit ATP-Synthese (State 3) 

noch die RCR (Respiratory Control Ratio) der Komplexe I und II (RCR von Komplex I 

und II) sowie die CI (Complex I) +CII (Complex II) Ratio unter ADP berechnet. Die RCR 

gibt an, welchen Effekt das Hinzufügen einer Substanz auf die Komplexe ausübt, das heißt, 

wie stark sich der O2-Verbrauch durch das Substrat verändert. Um die RCR von Komplex I 

und II unter ADP zu kalkulieren, wurde der State 3 unter ADP zur State 2-Atmung unter 

Malat, Glutamat und Succinat ins Verhältnis gesetzt. Die CI+CII Ratio unter ADP bildet 

nun den Quotienten aus der Atmung der Komplexe I und II (gemessen nach ADP-Appli-

kation) und der Atmung nach FCCP-Gabe, um auch hier einen Vergleich zwischen State 3-

Atmung und maximaler Kapazität der Komplexe nach Entkopplung anzustellen. Nach Ein-

stellung einer konstanten Atmungsaktivität wurden 5 µl Cytochrom c (10 µM) gespritzt, 
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um etwaige Verluste dieser Substanz auszugleichen [Gnaiger 2008 c]. Damit ist nun auch 

in diesem Protokoll der sog. State 3c erreicht, bei dem eine maximal gekoppelte Atmung 

mit ATP-Produktion über einen gleichzeitigen Elektroneneinstrom über die Komplexe I 

und II nach Substitution eventueller Cytochrom c-Einbußen zu finden ist. Im Ergebnisteil 

werden die Effekte des Cytochrom c in Form der State 3c-Atmung, der Cytochrom c 

Control Ratio, der Cytochrom c Ratio und der RCR der Komplexe I und II unter Cyto-

chrom c wiedergegeben. Die Cytochrom c Control Ratio zeigt die Erhöhung der Atmungs-

aktivität durch Cytochrom c in Relation zur Atmung unter ADP. Ähnlich wie die CI+CII 

Ratio unter ADP, stellt auch die Cytochrom c Ratio die State 3c-Atmung der entkoppelten 

Atmung unter FCCP gegenüber. Da nun die möglichen Verluste an  Cytochrom c ausge-

glichen sind, muss jetzt auch die RCR der Komplexe I und II mit der State 3c-Atmung statt 

der State 3-Atmung unter ADP erneut berechnet werden. Zur Initiierung eines State 4 wur-

de 1 µl Oligomycin (2,5µM) zur Hemmung der ATP-Synthetase in jede Kammer injiziert 

[Gnaiger 2008 e]. Die zur Beschreibung des Einflusses von Oligomycin nötigen Parameter 

sind die State 4-Atmung und die Leak Respiratory. Die Leak Respiratory veranschaulicht 

den Abfall der Atmung durch die Hemmung der ATP-Synthetase mit Oligomycin im Ver-

gleich zur State 3c-Atmung. Im Anschluss wurde so lange FCCP (Sigma-Aldrich, Stein-

heim, Deutschland) in 1µl-Schritten (0,05 µM) titriert, bis sich ein maximaler Anstieg der 

Atmung zeigte. Dabei war es wichtig, nicht zuviel FCCP zu verabreichen, da dieses in zu 

hohen Mengen die Atmungskette inhibiert [Gnaiger 2008 e]. Wie bereits erörtert, zeigt sich 

die maximale Kapazität des ETS in Gestalt der im Oxygraphen bestimmten Atmung nach 

Entkopplung mit FCCP. Weitere Repräsentanten der  Effekte der Entkopplung sind die 

RCR von FCCP, die UCRu/D (Uncoupling Control Ratio, u: entkoppelt; D: ADP) und die 

UCRu/c (c: Cytochrom c). Die RCR von FCCP beschreibt den Anstieg des O2-Verbrauchs 

durch die Gabe von FCCP im Vergleich zur State 4-Atmung unter Oligomycin. Die UCR 

setzt die durch FCCP entkoppelte Atmungsaktivität ins Verhältnis zur State 3-Atmung 

unter ADP (UCRu/D) bzw. zur State 3c-Atmung nach Substitution eventueller Cytochrom 

c-Verluste (UCRu/c). Da der O2-Verbrauch unter FCCP sehr groß war, musste nun reoxyge-

niert werden. Zur Bestimmung der Hintergrundatmung wurden abermals 5 µl Rotenon 

(0,5µM) und 2 µl Antimycin A (5 µM) verabreicht. Um nun trotz der kompletten Hem-

mung der elktroneneinschleusenden Prozesse den Komplex IV untersuchen zu können, 

wurden nun zuerst 5µl Ascorbat (2 mM; Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland) und 

dann sofort 5µl TMPD (0,5 mM; Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland) gegeben. 

TMPD dient als Elektronendonator für die COX [Kuznetsov et al. 2001-2007]. Ein Nach-
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teil von TMPD ist, dass es in Anwesenheit von reinem O2 schnell unter Bildung von Su-

peroxid-Radikalen und Wasserstoffperoxid oxidiert wird. Um diese Effekte möglichst ge-

ring zu halten, ist es notwendig, vor Applikation von TMPD Ascorbat zur Regeneration 

des reduzierten TMPDs hinzuzufügen [Kuznetsov et al. 2001-2007]. Nachdem kurz ein 

Plateau abgewartet wurde, wurde die O2-Konzentration auf 350-400 nmol/ml angehoben 

und eine weitere Reoxygenierung  erst  5-10 Minuten später nach dem Einstellen eines 

konstanten O2-Wertes vorgenommen. Jetzt wurden 2 µl KCN (Kaliumcyanid; 1 mM; 

Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland) in die Kammern injiziert und über etwa 15 Minu-

ten hinweg das Einpendeln auf ein gleichmäßiges Niveau beobachtet. Anschließend wurde 

noch einmal der O2-Verbrauch ausgeglichen und 5-10 Minuten ein letztes Plateau abge-

wartet. KCN ist ein Hemmer der COX. Folglich ist die nach Gabe von KCN gemessene 

Atmung nur auf die Autooxidation von TMPD, Ascorbat und Cytochrom c zurückzuführen 

[Kuznetsov et al. 2001-2007]. Aus diesen Werten wird im Ergebnisteil die Aktivität des 

Komplex IV berechnet. Die Atmung des Komplex IV wird mittels CIV  (Complex IV) 

Ratio mit der Atmung nach FCCP verglichen. Tab. 5 fasst das Protokoll mit den States und 

den entsprechenden Parametern zusammen. 
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Tab. 5: Übersicht über die States der Temperaturmessungen  
ADP: Adenosindiphosphat; ATP: Adenosintriphosphat; c: Cytochrom c; ca.: circa; CI-IV: Komplex I-IV; 

ETS: Electron Transport System; FCCP: Carbonylcyanid-p-trifluoromethoxyphenylhydrazon; KCN: Kalium-

cyanid; nmol/ml: Nanomol pro Milliliter; O2: Sauerstoff; RCR: Respiratory Control Ratio; TMPD: Tetra-

methyl-p-phenylendiamin; UCRu/D: Uncoupling Control Ratio, u: uncoupling, D: ADP; UCRu/c: Uncoupling 

Control Ratio, u: uncoupling, c: Cytochrom c.  
Substrat Funktion State  Parameter 

Malat/Glu-

tamat/Succinat 

Stimulation CI und CII 

 

2 ● State 2-Atmung; State 2-Atmung im  

    Vergleich zur  entkoppelten Atmung 

 Plateau ca. 10 Minuten abwarten   

ADP Maximale gekoppelte Atmung mit ATP-

Produktion bei synchronem 

Elektronenfluss über CI und CII 

3 ● State 3-Atmung 

● RCR von CI und II unter ADP 

● CI+CII Ratio unter ADP 

 Plateau ca. 10 Minuten abwarten   

Cytochrom c Substitution eventueller Cytochrom c-

Verluste durch Membranschäden bei 

Präparation 

3

c 

● State 3c-Atmung; Cytochrom c Ratio 

● Cytochrom c control  Ratio 

● RCR von CI und II unter Cytochrom c 

 Plateau ca. 5-10 Minuten abwarten   

Oligomycin Hemmung der ATP-Synthetase 4 ● State 4-Atmung; Leak Respiratory 

 Plateau ca. 20 Minuten abwarten   

FCCP Entkopplung u ● Atmung nach Entkopplung mit FCCP 

● RCR von FCCP; UCRu/D; UCRu/c 

 Reoxygenieren   

Rotenon Hemmung CI -    - 

 Plateau ca. 20 Minuten abwarten   

Antimycin A Hemmung CIII→ kein Elektronenfluss 

über das ETS → O2-Verbrauch nur 

durch Hintergrundprozesse 

-    - 

 Plateau ca. 20 Minuten abwarten   

Ascorbat 

TMPD 

Regeneration des TMPD 

Artifizieller Elektronendonator für CIV 

-   - 

● Atmung CIV 

 Plateau ca. 5-10 Minuten abwarten   

 Reoxygenieren   

 Plateau ca. 5-10 Minuten abwarten   

KCN Hemmung CIV → O2-Verbrauch durch 

Oxidation von TMPD/Ascorbat/Cyto-

chrom c→ Berechnung Atmung  CIV  

- ● Atmung CIV 

● CIV Ratio 

 Plateau ca. 15 Minuten abwarten   

 Reoxygenieren   

 Plateau ca. 5-10 Minuten abwarten   
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2.6.4. Messungen bei 30 °C in den Kammern des Oxygraphen 

Bei Voruntersuchungen, um sich mit der Methodik vertraut zu machen, wurden auch Ex-

perimente an Biopsien aus Mäuselebern durchgeführt, bei denen in der Messkammer Tem-

peraturen von 30 °C herrschten. Nach der Gabe des Gewebes in Kammern wurde dem Me-

dium 12,5 µl Malat (5mM) und 10µl Glutamat (10 mM) zur Stimulation des Komplexes I 

beigefügt [Gnaiger E 2008 c]. Damit lag ein State 2 vor. Diese Werte werden im Ergebnis-

teil als State 2-Atmung des Komplex I angegeben. 8 µl ADP (2 mM) wurden nun zur Ini-

tialisierung des State 3 des Komplex I injiziert, wodurch eine schnelle ATP-Produktion er-

möglicht wurde. Mit den hier erhaltenen Atmungsaktivitäten lassen sich nun einerseits die 

gekoppelte Atmung des Komplex I mit ATP-Synthese bei Elektronenfluss über den Kom-

plex I und anderereits die RCR des Komplex I unter ADP bestimmen. Letztere beschreibt 

die Atmung nach Stimulation mit ADP (State 3) im Verhältnis zur State 2-Atmung des 

Komplex I. Erneut wurde Cytochrom c mit 5µl (10 mM) substituiert. Somit stellte sich nun 

ein State 3c ein, bei dem eine maximale gekoppelte Atmung mit ATP-Produktion bei Elek-

tronenfluss über Komplex I nach Ausgleich eventueller Cytochrom c-Verluste herrscht. 

Den Effekt des Cytochroms c auf die Atmung geben die State 3c-Atmung, die Cytochrom 

c Control Ratio und die RCR des Komplex I unter Cytochrom c wieder. Die Cytochrom c 

Control Ratio berechnet sich aus dem Quotienten aus der Atmung unter Cytochrom c und 

der ADP-angeregten Atmungsaktivität, es wird also der State 3c des Komplex I zum State 

3 des Komplex I ins Verhältnis gesetzt. Damit verdeutlicht sie die Steigerung des O2-Ver-

brauchs durch die Cytochrom c-Applikation und stellt unter der Annahme des Cytochrom 

c-Tests einen wesentlichen Parameter zur Beurteilung der Intergrität der mitochondrialen 

Membran dar. Die RCR des Komplex I unter Cytochrom c berechnet nun die Relation des 

State 3c des Komplex I zum State 2 des Kompelx I. Im Anschluss wurde der Komplex I 

mit Rotenon (5 µl; 0,5 µM) inhibiert, um anschließend den Komplex II mit Succinat (20µl; 

10 mM) isoliert vom Komplex I anzuregen. Das Pendant dieser Werte im Ergebnisteil 

stellt die Atmung des Komplexes II unter Cytochrom c dar. Sie beschreibt die Atmung des 

isolierten Komplex II in Anwesenheit von Cytochrom c als Voraussetzung für die ideale 

Funktion der COX. Um auch hier eine maximale ATP-Produktion mit Elektroneninput nur 

über den Komplex II hervorzurufen, wurden noch einmal 8 µl (2 mM) ADP gegeben, um 

sicherzustellen, dass hiervon noch ausreichende Mengen zur Verfügung stehen. Nachdem 

sich ein Plateau eingestellt hatte, wurde zur Gewinnung der Daten der Hintergrundprozesse 

Antimycin A (2 µl; 5µM) gegeben. Abschließend wurden zur Stimulation der COX Ascor-

bat (5 µl; 2 mM) und TMPD (5 µl; 0,5 mM) gegeben, da jedoch auf eine Hemmung der  
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Tab. 6: Übersicht über die States der Messungen bei 30 °C im Oxygraphen  
ADP: Adenosindiphosphat; ATP: Adenosintriphosphat; c: Cytochrom c; ca.: circa; CI-CIV: Komplex I-IV; 

ETS: Electron Transport System; O2: Sauerstoff; RCR: Respiratory Control Ratio; TMPD: Tetramethyl-p-

phenylendiamin. 

Substrat Funktion State Parameter 

Malat 

Glutamat 

Stimulation CI 2 ● State 2-Atmung  

    Komplex I 

 Plateau ca. 10 Minuten abwarten   

ADP Maximale gekoppelte Atmung mit ATP-

Produktion bei Elektronenfluss über CI 

3 ● State 3 Komplex I 

● RCR  Komplex I 

   unter ADP 

 Plateau ca. 10 Minuten abwarten   

Cytochrom c Substitution eventueller Cytochrom c-Verluste 

durch Membranschäden bei Präparation 

3c ● State 3c-Atmung 

● Cytochrom c  

    Control Ratio 

● RCR des Komplex I 

   unter Cytochrom c 

 Plateau ca. 5-10 Minuten abwarten   

Rotenon Hemmung CI -  

 Plateau ca. 20 Minuten abwarten   

 Reoxygenieren   

 Plateau ca. 5-10 Minuten abwarten   

Succinat Stimualtion CII 

→maximale gekoppelte Atmung mit 

       ATP-Produktion bei Elektronenfluss über CII 

3c ● Atmung des CII  

    unter Cytochrom c 

 Plateau ca. 10 Minuten abwarten   

ADP Aufsättigung des ADPs im Messmediums 3c  

 Plateau ca. 10 Minuten abwarten   

Antimycin A Hemmung CIII 

→ kein Elektronenfluss mehr über das ETS 

möglich 

→ Bestimmung des O2-Verbrauchs durch 

Hintergrundprozesse 

  

 Plateau ca. 5 Minuten abwarten   

 Reoxygenieren   

 Plateau ca. 15 Minuten abwarten   

Ascorbat 

 

TMPD 

Regeneration des TMPD 

 

Artifizieller Elektronendonator für CIV 

  

 Plateau ca. 5 Minuten abwarten   
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COX mit KCN verzichtet wurde, war eine Berechnung der Atmung des Komplex IV nicht 

möglich, sodass dieser Teil des Protokolls lediglich der Vollständigkeit halber aufgeführt 

wird. Im Ergebnisteil werden die Parameter mit den entsprechenden für die OP-Mäuse 

gewonnenen Werten verglichen, um den Einfluss der in vitro-Temperatur auf die 

mitochondriale Atmung zu untersuchen. Tab. 6 gibt einen Überblick über das Protokoll. 
 

2.6.5. Asservierung der Messproben und Wartung des OXYGRAPH-2k 

Nach Beendigung des Experiments durch Anhalten der Rührer und Trennung des Geräts 

von DatLab 4 wurde in jede Kammer 2 ml MiR05 gegeben und die Suspension einer jeden 

Kammer auf drei Röhrchen verteilt. Diese Proben wurden nun zur Asservierung in reinem 

Stickstoff schock-gefrostet und bei -80 °C tiefgefroren. Die Kammern des OXYGRAPH-

2k wurden zur Reinigung von fettlöslichen Substanzen (z.B. Rotenon, Oligomycin und 

Antimycin A) mit Ethanol (70%; Apotheke Universitätsklinikum Ulm) gespült und dann 

bis zur Hälfte mit Alkohol gefüllt. Die Stopfen wurden mit Ethanol und destilliertem 

Wasser gereinigt und bis auf ca. 1 cm ihres Halses in die Kammern gedrückt. Zu guter 

Letzt wurde der Trichter der Pfropfen mit Ethanol angefüllt und die zwei Schutzkappen 

aus Perspex auf die Vertiefungen gelegt. Wenn im Anschluss  noch eine weitere Messung 

stattfinden sollte, wurden die Kammern fünf Mal mit Ethanol und fünf Mal mit 

destilliertem Wasser gespült, die Stopfen gesäubert, erneut jeweils 2 ml MiR05 

eingegossen und der Kalibrierungsvorgang gestartet. Durch die Einhaltung des 

Reinigungsprozesses wird zum einen eine hohe experimentelle Reliabilität der Messungen 

erreicht und zum anderen kann durch die Lagerung des POS in Ethanol seine 

Funktionalität selbst über Wochen hinweg aufrechterhalten werden [Gnaiger 2001-2009].   

 

2.7. Datenverarbeitung und Statistik 

Zur Dokumentation und Erstellung der deskriptiven Statistik wurde das Programm  Micro-

soft Office Excel 2003 verwendet. Für die drei Versuchsgruppen wurden die Mediane, die 

Minimal-  und Maximalwerte sowie das 1. und 3. Quartil (entspricht dem 25%- und dem 

75%-Quantil) ermittelt und in Form von Abbildungen oder im Text genannten Werten 

ausgedrückt. Als Graphen zur Darstellung der Ergebnisse wurden Box- and Whiskers-Plots 

herangezogen, die mit Hilfe des Programms Sigma Plot für Windows Version 10.0 

angefertigt wurden. Dabei steht der Querbalken in der Mitte der Boxen für den Median, 

während die untere Begrenzung der Box die 1. Quartile und die obere Begrenzung die 3. 

Quartile angibt. Die berechneten Minima zeigt jeweils der untere Whisker, die Maxima der  
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obere Whisker. Die statistische Auswertung wurde unter Einsatz des Programms Sigma 

Stat für Windows Version 3.1 vorgenommen. Bei den Permeabilitätsmessungen wurde zur 

Bestimmung einer signifikanten Reaktion auf die Gabe eines einzelnen Substrats hin inner-

halb der Gruppe ein Wilcoxon-Rangtest durchgeführt. Der Vergleich der beiden Versuchs-

gruppen der Temperaturexperimente erfolgte mittels Mann-Whitney-Rangsummentests (U-

Test). Im Falle der Untersuchungen bei unterschiedlichen Temperaturen im OXYGRAPH-

2k wurden die drei Gruppen einander durch die Kruskal-Wallis One Way Analysis of 

Variance (ANOVA) on Ranks mit nachfolgendem Dunn´s Test gegenübergestellt. Das Si-

gnifikanzniveau α (Alpha) wurde jeweils auf α = 0,05 gewählt. Der p-Wert benennt die 

Überschreitungswahrscheinlichkeit.
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3 Ergebnisse 

 

Zum besseren Verständnis sind im Ergebnisteil bei den Permeabilitätsmessungen und bei 

der Untersuchung der Temperatureffekte Ausschnitte wichtiger Protokollschritte der Bild-

schirmansichten von DatLab 4 abgebildet. Da sich die Messungen bei 30 °C im OXY-

GRAPH-2k vom Protokoll her nur gering von den Messungen der Temperatureffekte 

unterschieden, wurde hier auf eine solche Darstellung verzichtet.    

 

3.1. Permeabilitätsmessungen 

Zur Untersuchung der mechanischen Permeabillisierung dienten sieben Mäuse, deren 

Gewebeproben mithilfe eines speziellen Messprotokolls mit Digitonin bearbeitet wurden. 

Abb. 5 zeigt den Bildschirmausschnitt bei einer Permeabilitätsmessung. Der blaue Graph 

 

 
 

 

 
Abb. 5: Bildschirmdarstellung einer Permeabilitätsmessung im Programm DatLab 4 

Blauer Graph: O2-Konzentration in nmol/ml (Nanomol pro Milliliter); roter Graph: O2-Fluss pro Masse in 

pmol/(s*mg) (Picomol pro Sekunde und Milligramm). Schwarze Längsbalken: Zeitpunkt der Gabe eines 

Substrats. AA: Antimycin A; ADP: Adenosindiphosphat; Cyt: Cytochrom c; Dig: Digitonin; Glu: Glutamat; 

Mal: Malat; O2: Sauerstoff; Olg: Oligomycin; Reox: Reoxygenierung; Rot: Rotenon;  Suc: Succinat. &: und. 

 

steht für die O2-Konzentration in nmol/ml, während der rote Graph die Atmungsaktivität in 

pmol/(s*mg) angibt. Vor Beginn des Protokolls wurde der O2-Gehalt in den Kammern an-
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gehoben (Reox: Reoxygenierung). Als Substrat für den Komplex I wurden Malat und Glu-

tamat gegeben (Mal & Glu), woraufhin sich ein State 2 einstellte. Zur Initiierung des State 

3 wurde ADP hinzugefügt. Die Stimulation von Komplex II erfolgte nach Gabe von 

Succinat (Suc); nun bestand ein State 3 mit synchronem Elektronenfluss über die Kom-

plexe I und II. Um die Permeabilität der Gewebeproben zu testen, wurde jetzt Digitonin 

(Dig) injiziert. Wie man am roten Graphen erkennen kann, kam es nicht zu einem Anstieg 

der Atmung, das heißt, in diesem Fall ließ sich die Atmungsaktivität durch Digitonin nicht 

steigern. Etwaige Verluste an Cytochrom c wurden durch Substitution (Cyt) ausgeglichen. 

Durch den Einfluss von Oligomycin (Olg) stellte sich ein State 4 ein. Zur Hemmung der 

Komplexe I bzw. III wurden Rotenon (Rot) und Antimycin A (AA) gegeben. In Abb. 6 ist 

die Atmung vor Gabe von Digitonin (= Succinat-stimulierte Atmung) im Vergleich zur 

Atmung nach Gabe von Digitonin dargestellt. Der Wilcoxon-Rangtest zeigte, dass der p-

Wert von 0,078 das festgelegte Signifikanzniveau (< 0,05)  überragt. Die Atmung steigt 

also nicht signifikant an. 
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Abb. 6: Vergleich der Atmung vor (Succinat) und nach der Gabe von Digitonin 

Daten jeweils angegeben als Boxplot, dabei gilt: Median: Querbalken; 1. Quartile: untere Begrenzung der 

Box; 3. Quartile: obere Begrenzung der Box; Minimum: unterer Whisker; Maximum: oberer Whisker. 

pmol/(s*mg): Picomol pro Sekunde und Milligramm; O2: Sauerstoff.  
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3.2. Untersuchung der Temperatureffekte 

3.2.1. State 2-Atmung 

Abb. 7 gibt die DatLab 4-Bildschirmansicht der Messung wieder, Abb. 8 die gemessene 

State 2-Atmung. In Abb. 7  ist ein Messzeitraum von 40 Minuten dargestellt. Vor der 

Applikation von Substraten wurde die O2-Konzentration durch Injektion von O2 erhöht. 

Malat und Glutamat wurden zur Stimulation des Komplex I gleichzeitig gegeben, worauf-

hin ein leichter Anstieg der Atmungsaktivität zu verzeichnen war. Bei der kurz darauf er-

folgten Applikation von Succinat für Komplex II kam es zu einem noch stärkeren Anstieg 

der Atmung, da die Elektronen bei der State 2-Atmung nun parallel über die Komplexe I 

und II in die Atmungskette einfloßen. Durch das Hinzufügen von ADP wurde die State 3-

Atmung, also eine maximale  gekoppelte Atmung mit ATP-Produktion über die Komplexe 

 

 
 

 
Abb. 7: Bildschirmdarstellung State 2-Atmung 

Blauer Graph: O2-Konzentration in nmol/ml (Nanomol pro Milliliter); roter Graph: O2-Fluss pro Masse in 

pmol/(s*mg) (Picomol pro Sekunde und Milligramm). ADP: Adenosintriphosphat; Glu: Glutamat; Mal: 

Malat; O2: Sauerstoff; Reox: Reoxygenierung; Suc: Succinat.  

 

I und II, initiiert. Bei der Gabe der Substrate kommt es kurz zu starken Ausschlägen in bei-

den Graphen, die das Korrelat zu den temporären Irritationen des POS durch die Injek-

tionen darstellen. Die State 2-Atmung veranschaulicht Abb. 8. Der Mann-Whitney-Rang-

summentests bewies, dass es keinen signifikanten Unterschied zwischen den beiden 

Gruppen gab, da der p-Wert von 0,442 das Signifikanzniveau von 0,05 deutlich überschritt. 
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Abb. 8: Vergleich der State 2-Atmung bei OP 27 °C- und OP 37 °C-Mäusen 

Daten jeweils angegeben als Boxplot, dabei gilt: Median: Querbalken; 1. Quartile: untere Begrenzung der 

Box; 3. Quartile: obere Begrenzung der Box; Minimum: unterer  Whisker; Maximum: oberer Whisker. °C: 

Grad Celsius; O2: Sauerstoff; OP: Operation; pmol/(s*mg): Picomol pro Sekunde und Milligramm. 

 

3.2.2.  State 2-Atmung im Vergleich zur entkoppelten Atmung 
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Abb. 9: State 2-Atmung im Vergleich zur entkoppelten Atmung bei OP 27 °C- und OP 37 °C –Mäusen 
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Daten jeweils angegeben als Boxplot, dabei gilt: Median: Querbalken; 1. Quartile: untere Begrenzung der 

Box; 3. Quartile: obere Begrenzung der Box; Minimum: unterer  Whisker; Maximum: oberer Whisker. °C: 

Grad Celsius; OP: Operation. 

 

Abb. 9 gibt die Atmung nach Gabe von Malat, Glutamat und Succinat in Relation zur At-

mung nach Gabe von FCCP an. Bei der Überprüfung mittels U-Test konnte kein statistisch 

signifikanter Unterschied zwischen den beiden Gruppen festgestellt werden (ein p-Wert 

<0,05 galt als signifikant, der ermittelte Wert von 0,959 lag darüber). 

 

3.2.3. State 3-Atmung 

Abb. 10 zeigt wieder die Bildschirmansicht von DatLab 4, Abb. 11 veranschaulicht die 

Werte nach Gabe von ADP. Dieser Ausschnitt beginnt mit dem Erreichen der gemein-

samen State 3-Atmung der Komplexe I und II nach Zugabe von ADP. Um nun etwaige 

Verluste an Cytochrom c auszugleichen, wurde dieses substituiert (Cyt). Hierunter stellt 

sich ein rascher Anstieg der Atmung ein. Durch das Injizieren von Oligomycin (Olg) in die 

Kammern erreicht die Messung nun den State 4. Da es zu einem starken O2-Verbrauch ge-

kommen ist, wird die O2-Konzentration nun durch die Applikation von O2 angehoben 

(Reox; Reoxygenierung). Durch die Injektionen entstehen jeweils bei beiden Graphen 

Artefakte, da das Signal des POS kurzzeitig gestört wird (starke Ausschläge der Graphen).   

 

 
 

 
Abb. 10: Bildschirmdarstellung State 3-, State 3c- und State 4-Atmung 
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Blauer Graph: O2-Konzentration in nmol/ml (Nanomol pro Milliliter); roter Graph: O2-Fluss pro Masse in 

pmol/(s*mg) (Picomol pro Sekunde und Milligramm). ADP: Adenosintriphosphat; Cyt: Cytochrom c; O2: 

Sauerstoff; Olg: Oligomycin; Reox: Reoxygenierung. 

 

Die Komplexe I und II können nun dank Aufhebung der Hemmung durch ADP-Mangel im 

State 3 ihre maximale physiologische Leistung unter ATP-Produktion erbringen. Der zum 

Vergleich benutzte Mann-Whitney-Rangsummentest ergab bei einem Signifikanzniveau 

von <0,05 nur sehr knapp keinen statistisch signifikanten Unterschied zwischen den beiden 

Gruppen, da der p-Wert in diesem Fall genau bei 0,05 lag. 
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Abb. 11: Vergleich der gekoppelten Atmung mit ATP-Synthese nach ADP-Gabe bei OP 27 °C- und OP-37 

 °C  Mäusen                       

Daten jeweils angegeben als Boxplot, dabei gilt: Median: Querbalken; 1. Quartile: untere Begrenzung der 

Box; 3. Quartile: obere Begrenzung der Box; Minimum: unterer  Whisker; Maximum: oberer Whisker. ADP: 

Adenosindiphosphat; ATP: Adenosintriphosphat; °C: Grad Celsius; O2: Sauerstoff; OP: Operation; 

pmol/(s*mg): Picomol pro Sekunde und Milligramm. 

 

3.2.4. RCR (Respiratory Control Ratio) von Komplex I und II unter ADP 

Abb. 12 zeigt die nach Gabe von ADP gewonnenen Werte der RCR (Respiratory Control 

Ratio) von Komplex I und II. Diese ist der Quotient aus der maximalen gekoppelten 

Atmung nach ADP-Gabe und der State 2-Atmung nach Malat, Glutamat und Succinat, also 

das Verhältnis von State 3 zu State 2.  Auch bei der RCR von Komplex I und II zeigte sich 

im Mann-Whitney-Rangsummentest bei einem p-Wert von 0,05 kein bedeutungsvoller 

Unterschied (der p-Wert betrug 0,959).  
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Abb. 12: Vergleich der RCR von Komplex I und II bei OP 27 °C- und OP 37 °C-Mäusen 

Daten jeweils angegeben als Boxplot, dabei gilt: Median: Querbalken; 1. Quartile: untere Begrenzung der 

Box; 3. Quartile: obere Begrenzung der Box; Minimum: unterer  Whisker; Maximum: oberer Whisker. °C: 

Grad Celsius; OP: Operation; RCR: Respiratory Control Ratio.  

 

3.2.5. Vergleich der CI+CII Ratio (Complex I und Complex II Ratio) unter        

           ADP von kalten und warmen Mäusen  
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Abb. 13: Vergleich der CI+CII Ratio unter ADP bei OP 27 °C- und OP 37 °C-Mäusen 



Ergebnisse 

41 

Daten jeweils angegeben als Boxplots, dabei gilt: Median: Querbalken; 1. Quartile: untere Begrenzung der 

Box; 3. Quartile: obere Begrenzung der Box; Minimum: unterer Whisker; Maximum: oberer Whisker. ADP: 

Adenosindiphosphat; °C: Grad Celsius; CI+CII: Komplex I+II; OP: Operation. 

 

Die „CI+CII Ratio“ beschreibt die Atmung der Komplexe I und II (gemessen nach ADP) 

bezogen auf die Atmung nach FCCP-Gabe (Abb. 13). Beim statistischen Vergleich der 

beiden Gruppen mittels U-Test (Signifikanz ab Werten <0,05) zeigte sich kein statistisch 

signifikanter Unterschied zwischen beiden Gruppen (p-Wert = 0,959). 

 

3.2.6. State 3c- Atmung 

Abb. 14 gibt die Reaktion der Atmung auf das Hinzufügen von Cytochrom c bei OP 27 °C 

und OP 37 °C  Mäusen wieder. Innerhalb beider Gruppen wurde der Anstieg der Atmung 

nach Cytochrom c-Gabe im Vergleich zur State 3-Atmung nach ADP mittels eines 

Wilcoxon-Rangtest für zwei verbundene Stichproben  überprüft. Dabei erhielt man bei 

einem angenommenen Signifikanzniveau von <0,05 das Ergebnis, dass sowohl bei den OP 

27 °C (p-Wert = 0,016) als auch bei den OP 37 °C Mäusen (p-Wert = 0,008) die Atmungs-

aktivität durch das Hinzufügen von Cytochrom c signifikant gesteigert wurde.  
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Abb. 14: Vergleich des Anstiegs der Atmung nach Cytochrom c-Gabe bei OP 27 °C- und OP 37 °C- Mäusen                         
Daten jeweils angegeben als Boxplot, dabei gilt: Median: Querbalken; 1. Quartile: untere Begrenzung der 

Box; 3. Quartile: obere Begrenzung der Box; Minimum: unterer Whisker; Maximum: oberer Whisker. #: 

Signifikanz zur Atmung nach ADP OP 27°C, p-Wert < 0,05. §: Signifikanz zur Atmung nach ADP OP 37 

# § 
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°C, p-Wert <0,05. ADP: Adenosindiphosphat; °C: Grad Celsius; Cyt: Cytochrom c; O2: Sauerstoff; OP: 

Operation; p-Wert: Überschreitungswahrscheinlichkeit; pmol/(s*mg): Picomol pro Sekunde und Milligramm. 

 

3.2.7. Cytochrom c Control Ratio 

Die Cytochrom c Control Ratio (Abb. 15) beschreibt den Anstieg der Atmung nach Gabe 

von Cytochrom c (State 3c) im Verhältnis zur Atmung nach ADP (State 3). Im Mann-

Whitney-Rangsummentest ergab sich bei einem Signifikanzniveau von <0,05 ein 

statistisch signifikanter Unterschied zwischen OP 27 °C und OP 37 °C  Mäusen mit einem 

p-Wert von 0,038. Das bedeutet, die Cytochrom c Control Ratio der OP 37 °C Tiere liegt 

erheblich über der der OP 27 °C Tiere. 
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Abb. 15: Vergleich der Cytochrom c Control Ratio bei OP 27 °C- und OP 37 °C-Mäusen 

Daten jeweils angegeben als Boxplot, dabei gilt: Median: Querbalken; 1. Quartile: untere Begrenzung der 

Box; 3. Quartile: obere Begrenzung der Box; Minimum: unterer Whisker; Maximum: oberer Whisker. §: 

Signifikanz zur Cytochrom c Control Ratio OP 27 °C, p-Wert <0,05. °C: Grad Celsius; OP: Operation; p-

Wert: Überschreitungswahrscheinlichkeit.  

 

3.2.8. Cytochrom c Ratio 

Die Cytochrom c Ratio stellt – analog zur CI+II Ratio der Komplexe I und II – die State 

3c-Atmung nach Gabe von Cytochrom c verglichen mit der Aktivität des ETS nach 

Entkopplung mit FCCP dar. Abb. 16 zeigt die Werte für beide Gruppen. Hier ergab sich 

beim U-Test nach Mann-Whitney (Signifikanz ab einem p-Wert <0,05) kein statistisch 

§ 
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signifikanter Unterschied zwischen den OP 27 °C- und den OP 37 °C-Tieren  (p-Wert = 

0,382). 
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Abb. 16: Vergleich der Cytochrom c Ratio bei OP 27 °C- und OP 37 °C-Mäusen 

Daten  jeweils angegeben als Boxplot, dabei gilt: Median: Querbalken; 1. Quartile: untere Begrenzung der 

Box; 3. Quartile: obere Begrenzung der Box; Minimum: unterer Whisker; Maximum: oberer Whisker. °C: 

Grad Celsius; OP: Operation. 

 

3.2.9. RCR (Respiratory Control Ratio) von Komplex I und II unter  

         Cytochrom c 

Die in Abb. 17 abgebildete RCR von Komplex I und II unter Cytochrom c veranschaulicht 

die Steigerung der Atmungsaktivität nach Verabreichung von Cytochrom c (State 3c) im 

Verhältnis zur State 2-Atmung nach Malat, Glutamat und Succinat. Mithilfe des U-Tests 

mit einem Signifikanzniveau von <0,05 wurde die RCR von Komplex I und II auf einen 

statistisch signifikanten Unterschied hin überprüft. Dieser konnte einen solchen zwischen 

den beiden Kollektiven nicht feststellen (p-Wert = 0,959).   

 



Ergebnisse 

44 

0

2

4

6

8

10

12

14

16

OP 27 °C 
OP 37 °C 

 
Abb. 17: Vergleich der RCR von Komplex I und II unter Cytochrom c bei OP 27 °C- und OP 37 °C- Mäusen                        
Daten  jeweils angegeben als Boxplot, dabei gilt: Median: Querbalken; 1. Quartile: untere Begrenzung der 

Box; 3. Quartile: obere Begrenzung der Box; Minimum: unterer Whisker; Maximum: oberer Whisker. °C: 

Grad Celsius; OP: Operation; RCR: Respiratory Control Ratio. 

 

3.2.10. State 4-Atmung und Leak Respiratory  

Die State 4-Atmung nach Gabe von Oligomycin wird in Abb. 18 wiedergegeben. Zum 

Vergleich dieser Atmung bei OP 27 bzw. 37 °C-Mäusen wurde der Rangsummentest nach 

Mann-Whitney (Signifikanz ab p-Wert <0,05) herangezogen. Dieser bewies, dass bei 

einem p-Wert = 1,00 kein Unterschied zwischen den Gruppen vorliegt. Die Leak 

Respiratory setzt die State 4-Atmung ins Verhältnis zur State 3c-Atmung unter Cytochrom 

c (Abb. 19). Die statistische Überprüfung mittels U-Test bei einem Signifikanzniveau von 

<0,05 ergab keine bedeutsame Differenz zwischen den Kollektiven (p-Wert = 0,382).  
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Abb. 18: Vergleich der State 4-Atmung bei OP 27 °C- und OP 37 °C-Mäusen 

Daten jeweils angegeben als Boxplot, dabei gilt: Median: Querbalken; 1. Quartile: untere Begrenzung der 

Box; 3. Quartile: obere Begrenzung der Box; Minimum: unterer Whisker; Maximum: oberer Whisker. °C: 

Grad Celsius; O2: Sauerstoff; OP: Operation; pmol/(s*mg): Picomol pro Sekunde und Milligramm. 
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Abb. 19: Vergleich der Leak Respiratory bei OP 27 °C- und OP 37 °C-Mäusen 

Daten  jeweils angegeben als Boxplot, dabei gilt: Median: Querbalken; 1. Quartile: untere Begrenzung der 

Box; 3. Quartile: obere Begrenzung der Box; Minimum: unterer Whisker; Maximum: oberer Whisker. °C: 

Grad Celsius; OP: Operation. 
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3.2.11. Atmung nach Entkopplung mit FCCP 

In Abb. 20 ist die Bildschirmansicht von DatLab 4 eingefügt. Diesmal liegt der Schwer-

punkt auf den Titrierungsvorgängen bei Entkopplung. Man kann gut die schrittweise Gabe 

von FCCP in 1 µl-Portionen nachvollziehen, um eine Überdosierung und Hemmung der 

Atmungskette zu verhindern (grüne Balken). Nachdem die maximale Atmung erreicht war, 

wurde die Titrierung beendet, als sich eine beginnende Inhibition abzeichnete (siehe leich-

ten Abfall der Atmung nach dem Scheitelpunkt der FCCP-Atmung). Aufgrund des starken 

O2-Verbrauchs wurde sowohl vor als auch nach der Gabe von FCCP reoxygeniert, um 

einer Limitierung der Atmungt durch einen O2-Mangel vorzubeugen. Die States 3 (ADP), 

3c (Cyt: Cytochrom c) und 4 (Olg: Oligomycin) sind ebenfalls abgebildet. Abb. 21 stellt 

die Atmung nach Gabe von FCCP bei OP 27 °C- und OP 37 °C-  Mäusen dar. Die 

Entkopplung des ETS von der ATP-Produktion ermöglicht es den Komplexen, ihr maxi-

males Potential auszuschöpfen, daher eignet sich die nach FCCP gemessene Atmung ideal 

als  Bezugswert  für  alle anderen  durch Substrate  hervorgerufenen  Änderungen  der  At- 

 

 
 

 
Abb. 20: Bildschirmdarstellung der Entkopplung mit FCCP 

Blauer Graph: O2-Konzentration in nmol/ml (Nanomol pro Milliliter); roter Graph: O2-Fluss pro Masse in 

pmol/(s*mg) (Picomol pro Sekunde und Milligramm). ADP: Adenosindiphosphat; Cyt: Cytochrom c; FCCP 

(grün): Carbonylcyanid-p-trifluoromethoxyphenylhydrazon; O2: Sauerstoff; Olg: Oligomycin; Reox: 

Reoxygenierung; Rot: Rotenon. 
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Abb. 21: Vergleich der Atmung nach Entkopplung mit FCCP bei OP 27 °C- und OP 37 °C-Mäusen 

Daten jeweils angegeben als Boxplot, dabei gilt: Median: Querbalken; 1. Quartile: untere Begrenzung der 

Box; 3. Quartile: obere Begrenzung der Box; Minimum: unterer  Whisker; Maximum: oberer Whisker. °C: 

Grad Celsius; FCCP: Carbonylcyanid-p-trifluoromethoxyphenylhydrazon; O2: Sauerstoff; OP: Operation; 

pmol/(s*mg): Picomol pro Sekunde und Milligramm. 

 

mungsaktivität. Der Mann-Whitney Rangsummentest mit einem Signifikanzniveau von 

<0,05 ergab einen p-Wert von 0,234. Das bedeutet, die Gruppen unterschieden sich 

hinsichtlich ihrer gemessenen Aktivität der Atmungskette nicht.  
 

3.2.12. RCR von FCCP 

Die RCR von FCCP beschreibt den Anstieg der Atmung nach FCCP im Verhältnis zur At-

mung nach Oligomycin (Abb. 22). Der Mann-Whitney-Rangsummentest (Signifikanz bei 

p-Werten <0,05) zum Vergleich der beiden Gruppen hatte mit p = 0,161 keinen aus-

reichend großen p-Wert zum Resultat, um von einem Unterschied zwischen den beiden 

Gruppen auszugehen.  
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Abb. 22: Vergleich der RCR von FCCP bei OP 27 °C- und OP 37 °C-Mäusen 

Daten jeweils angegeben als Boxplot, dabei gilt: Median: Querbalken; 1. Quartile: untere Begrenzung der 

Box; 3. Quartile: obere Begrenzung der Box; Minimum: unterer  Whisker; Maximum: oberer Whisker. °C: 

Grad Celsius; FCCP: Carbonylcyanid-p-trifluoromethoxyphenylhydrazon; OP: Operation; RCR: Respiratory 

Control Ratio. 

 

3.2.13. UCRu/D (Uncoupling Control Ratio) 

Die UCRu/D  ist ein Maß für die Entkopplung durch FCCP (dargestellt in Abb. 23). Sie 

zeigt, um welchen Faktor die maximale Kapazität des ETS (u) die gekoppelte, nicht von 

der ATP-Synthese gelöste Atmung nach ADP (D) übersteigt. Die UCRu/D von OP 27 °C- 

und OP 37 °C-Mäusen wurde mittels Mann-Whitney-Rangsummentest (Signifikanz ab p-

Wert <0,05) gegenübergestellt. Dieser ergab keine signifikanten Abweichungen zwischen 

den beiden Gruppen (p-Wert = 0,959). 
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Abb. 23: Vergleich der UCRu/D bei OP 27 °C- und OP 37 °C-Mäusen 

Daten jeweils angegeben als Boxplot, dabei gilt: Median: Querbalken; 1. Quartile: untere Begrenzung der 

Box; 3. Quartile: obere Begrenzung der Box; Minimum: unterer  Whisker; Maximum: oberer Whisker. °C: 

Grad Celsius; OP: Operation; UCRu/D: Uncoupling Control Ratio, D: ADP (Adenosindiphosphat), u: 

uncoupling. 

 

3.2.14. UCRu/c (Uncoupling Control Ratio) 
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Abb. 24: Vergleich der UCRu/c bei OP 27 °C- und OP 37 °C-Mäusen 
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Daten jeweils angegeben als Boxplot, dabei gilt: Median: Querbalken; 1. Quartile: untere Begrenzung der 

Box; 3. Quartile: obere Begrenzung der Box; Minimum: unterer  Whisker; Maximum: oberer Whisker. °C: 

Grad Celsius; OP: Operation; UCRu/c: Uncoupling Control Ratio, c: Cytochrom c, u: uncoupling. 

 

Die UCRu/c gibt das Verhältnis der Atmung nach Entkopplung durch FCCP (u) zur Atmung 

nach Cytochrom c-Gabe (c) wieder (Abb. 24). Der vorgenommene U-Test nach Mann-

Whitney ergab keinen statistisch bedeutsamen Unterschied zwischen den beiden Gruppen 

(p-Wert von 0,279 bei einem Signifikanzniveau von 0,05).  

 

3.2.15. Atmung des Komplexes IV 

Wie im Kapitel „Material und Methoden“ beschrieben, erhält man die Atmung von Kom-

plex IV, indem man von der Atmung nach TMPD und Ascorbat den O2-Verbrauch nach 

Gabe von KCN abzieht, da dieser nach Hemmung des Komplexes IV mit KCN noch 

vorhandene Bedarf der Autooxidation von TMPD und Ascorbat entspricht. Die Berech-

nung  der  Aktivität des Komplexes IV  sei  nun  an  einer exemplarischen Kammer erklärt.   

 

 
 

 
 

Abb. 25: Bildschirmdarstellung der Graphen von Sauerstoffkonzentration und -verbrauch unter TMPD/Asc 

 und KCN 

Blauer Graph: O2-Konzentration in nmol/ml (Nanomol pro Milliliter); roter Graph: O2-Fluss pro Masse in 

pmol/(s*mg) (Picomol pro Sekunde und Milligramm). Schwarze Längsbalken: Zeitpunkt der Gabe eines 

Substrats. Asc: Ascorbat; KCN: Kaliumcyanid; O2: Sauerstoff; Reox: Reoxygenierung; TMPD: Tetramethyl-

p-phenylendiamin. &: und. 
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Abb. 25 zeigt die Bildschirmansicht dieses Beispiels. Zur Berechnung fertigt man ein 

Diagramm, in dem die O2-Konzentration gegenüber dem O2-Verbrauch aufgetragen ist, an 

(siehe Abb. 26).  In  das  Diagramm  trägt  man nun eine Gerade ein, die den O2-Verbrauch 

durch die Autooxidation von TMPD nach Hemmung  der  COX mit  KCN in Abhängigkeit 

von der O2-Konzentration wiedergibt. Da die Auooxidation von TMPD vom O2-Partial-

druck abhängig ist, gibt es keinen konstanten Wert, um den man die gemessene Aktivität 

korrigieren kann, sondern der jeweilige Anteil der Autooxidation von TMPD am O2-

Verbrauch muss ausgehend von der O2-Konzentration berechnet werden. Diese Gerade 

bildet nun sozusagen eine Null-Linie der Atmung des Komplex IV, da man die erhobenen 

Werte unter TMPD um den Betrag der Null-Linie am Zeitpunkt der jeweiligen O2-Konzen-

tration berichtigen muss. Zur Erstellung der Geraden liest man aus DatLab 4 die Angaben 

zur durchschnittlichen O2-Konzentration und dem O2-Verbrauch in den Intervallen nach 

Gabe von KCN ab. Da nach dem Verabreichen von KCN aufgrund des hohen O2-Abfalls 

reoxygeniert werden musste, erhält man nun zwei Datenpunkte für das Diagramm, einen 

nach Gabe von KCN und einen für den Zeitpunkt nach der Reoxygenierung. Anhand dieser 

beiden Punkte wird nun eine Geradengleichung aufgestellt und die bestimmte Gerade wird 

in das Diagramm eingetragen. Nimmt man wie in unserem Beispiel die Werte 246,2247 

nmol/ml und 131,9575 pmol/(s*mg) nach KCN-Gabe und 397,0169 nmol/ml und 

173,3587 pmol/(s*mg) nach Reoxygenierung, so erhält man als lineare Funktion für den 

O2-Verbrauch durch Autooxidation von TMPD in Abhängigkeit von der O2-Konzentration 

die Gerade KCN: y = 0,2746*x+64,355 (blauer Graph in Abb. 30). Genauso verfährt man 

nun mit den nach Injektion von TMPD und Ascorbat erhaltenen Atmungsaktivitäten. Da 

auch hier ein starker Abfall der O2-Konzentration durch TMPD auftrat, war ebenfalls eine 

Anhebung des O2-Gehalts notwendig und es lagen wieder zwei Datenpunkte, einer nach 

TMPD und einer nach Reoxygenierung, vor. Basierend auf diesen Angaben (226,2015 

nmol/ml und 441,9036 pmol/(s*mg) unter TMPD und 370,6825 nmol/ml und 499,2633 

pmol/(s*mg) nach Reoxygenierung für unser Beispiel) wird nun eine weitere Geradenglei-

chung aufgestellt, deren Graph nun die gemeinsame Atmungsaktivität der Autooxidation 

von TMPD sowie des Komplexes IV repräsentiert. Bei den hier gewählten Daten lautet sie 

y = 0,397*x+352,1 (lilafarbener Graph in Abb. 26). Anhand dieser beiden Geraden kann 

man nun bei jeder beliebigen O2-Konzentration auf die jeweilige Aktivität der COX 

zurückrechnen, indem man in beide Geradengleichungen die interessierende O2-Konzen-

tration einsetzt und dann bei den erhaltenen Werten den Betrag der Autooxidation von 

TMPD (grüner Anteil der Atmungsaktivität in Abb. 26) von der gemeinsamen Atmungs-
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aktivität von TMPD und Komplex IV abzieht. In unserem Beispiel zogen wir als O2-Kon-

zentration zur Berechnung der Aktivität der COX diejenige heran, die im Intervall  nach 

Gabe von Cytochrom c gemessen wurde, da hier unter Substitution etwaiger Cytochrom c-

Verluste die unter den gegebenen Bedingungen maximale physiologische Atmungskativität 

herrschte. Diese O2-Konzentration lag bei 362,8538 nmol/ml, sodass sich nach Abzug der 

Auotooxidation von TMPD (163,994653 pmol/(s*mg); grüner Anteil der Atmung in Abb. 

26) von der gemeinsamen Atmungsaktivität mit der COX (496,152959 pmol/(s*mg)) als 

Aktivität des Komplexes IV bei dieser O2-Konzentration 332,158305 pmol/(s*mg) (türkis- 
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Abb. 26: Berechnung der Atmung von Komplex IV in Abhängigkeit von der Sauerstoffkonzentration 

KCN: Kaliumcyanid; nmol/ml: Nanomol pro Milliliter; O2: Sauerstoff; pmol/(s*mg): Picomol pro Sekunde 

und Milligramm; TMPD: Tetramethyl-p-phenylendiamin; x: x-Achsenwert y: y-Achsenwert. 

 

farbener Anteil des O2-Verbrauchs) ergab. Auf dieselbe Weise wird auch mit der zweiten 

Kammer verfahren und anschließend der Mittelwert aus beiden Messungen gebildet. 

Dieses Ergebnis wird nun bei den weiteren statistischen Auswertungen als Atmungsaktivi-

tät des Komplexes IV dieses Versuchstieres verwendet. In Abb. 27 sind die berechneten 

Atmungsaktivitäten der COX für die beiden Versuchgruppen dargestellt. Im Mann-

Whitney-Rangsummentest (Signifikanzniveau von <0,05) zeigte sich mit einem p-Wert 

von 0,038 ein statistisch signifikanter Unterschied zwischen den beiden Gruppen. 
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Abb. 27 : Vergleich der Atmung von Komplex IV bei OP 27 °C- und OP 37 °C-Mäusen 

Daten jeweils angegeben als Boxplot, dabei gilt: Median: Querbalken; 1. Quartile: untere Begrenzung der 

Box; 3. Quartile: obere Begrenzung der Box; Minimum: unterer Whisker; Maximum: oberer Whisker. #: 

Signifikanz zur Atmung des Komplex IV OP 37°C, p-Wert < 0,05. °C: Grad Celsius; O2: Sauerstoff; OP: 

Operation; pmol/(s*mg): Picomol pro Sekunde und Milligramm; p-Wert: Überschreitungswahrscheinlichkeit. 

 

3.2.16. CIV Ratio (Complex IV Ratio)  
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Abb. 28: Vergleich der CIV Ratio bei OP 27 °C- und OP 37 °C-Mäusen 
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Daten jeweils angegeben als Boxplot, dabei gilt: Median: Querbalken; 1. Quartile: untere Begrenzung der 

Box; 3. Quartile: obere Begrenzung der Box; Minimum: unterer Whisker; Maximum: oberer Whisker. 

C IV: Komplex IV; °C: Grad Celsius; OP: Operation. 

 

Wie auch schon die CI+CII Ratio und die Cytochrom c Ratio setzt die CIV Ratio in Abb. 

28 die Atmung des Komplexes IV in Beziehung zur Atmung nach Gabe von FCCP. Es war 

kein signifikanter Unterschied zwischen den beiden Gruppen nachweisbar; der im Mann-

Whitney Rangsummentest berechnete p-Wert von 0,382 überstieg das Signifikanzniveau 

von 0,05. 

 

3.3. Messungen im OXYGRAPH-2k bei 30 °C 

3.3.1. State 2-Atmung des Komplex I 

Abb. 29 stellt die State 2-Atmung des Komplex I unter Malat und Glutamat der Messungen 

bei 30 °C gegenüber der State 2-Atmung unter Malat, Glutamat und Succinat der Mes-

sungen bei Temperaturen im Oxygraphen von 37 °C dar. Die Untersuchung der Gruppen 

auf statistisch signifikante Unterschiede hin mittels der Kruskal-Wallis ANOVA (analysis 

of variance) on ranks mit anschließendem Dunn´s Test ergab sowohl für die Gruppe der 

OP 37 °C als auch der der OP 27° C-Tiere eine im Vergleich zu den Messungen bei einer 

Temperatur von 30 °C im Oxygraphen eine signifikant höhere Atmungsaktivität im State 

2.  
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Abb. 29: Vergleich der State 2-Atmung der Messungen bei 30 °C und 37 °C im Oxygraphen  

# 
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Daten  jeweils angegeben als Boxplot, dabei gilt: Median: Querbalken; 1. Quartile: untere Begrenzung der 

Box; 3. Quartile: obere Begrenzung der Box; Minimum: unterer Whisker; Maximum: oberer Whisker. #: 

Signifikanz zur OXYGRAPH-Messung bei 30 °C, p-Wert <0,05. §: Signifikanz zur  OXYGRAPH-Messung 

bei 30 °C, p-Wert <0,05. °C: Grad Celsius; O2: Sauerstoff; OP: Operation; pmol/(s*mg): Picomol pro 

Sekunde und Milligramm; p-Wert: Überschreitungswahrscheinlichkeit. 

 

3.3.2. State 3-Atmung des Komplex I 

Abb. 30 vergleicht die gekoppelte Atmung mit ATP-Synthese (State 3-Atmung) der Mes-

sungen bei 30 °C bzw. 37 °C im Oxygraphen. Auch hier wurden die Kruskal-Wallis 

ANOVA on ranks sowie der Dunn´s Test durchgeführt. Diesmal ergab sich eine signifi-

kante Differenz bezüglich der bei 30 °C im Oxygraphen gemessenen Tiere und der OP 27 

°C-Tiere, welche eine bedeutend höhere State 3-Atmungsaktivität unter ATP-Synthese auf-

weisen.  
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Abb. 30: Vergleich der State 3-Atmungsaktivitäten der Messungen bei 30 °C und 37 °C im Oxygraphen  

Daten jeweils angegeben als Boxplot, dabei gilt: Median: Querbalken; 1. Quartile: untere Begrenzung der 

Box; 3. Quartile: obere Begrenzung der Box; Minimum: unterer  Whisker; Maximum: oberer Whisker. #: 

Signifikanz zur OXYGRAPH-Messung bei 30 °C, p-Wert <0,05. °C: Grad Celsius; O2: Sauerstoff; OP: 

Operation; pmol/(s*mg): Picomol pro Sekunde und Milligramm; p-Wert: Überschreitungswahrscheinlichkeit.  

 

3.3.3. RCR (Respiratory Control Ratio) des Komplex I unter ADP 

Abb. 31 veranschaulicht die RCR des Komplex I (State 3-Atmung im Verhältnis zur State 

2-Atmung) der bei 30 °C durchgeführten Messungen mit der RCR der Komplexe I und II 

# 
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der beiden Gruppen, deren Atmungsaktivitäten bei 37 °C erhoben wurden. Die vorge-

nommene Überprüfung auf statistisch bedeutsamen Abweichungen zwischen den einzelnen 

Gruppen hin durch die Kruskal-Wallis ANOVA on ranks ergab kein signifikantes 

Ergebnis. 

0

2

4

6

8

10

12

14

16

OXYGRAPH 30 °C 
OP 27 °C 
OP 37 °C  

 
Abb. 31: Vergleich der RCR von Komplex I der Messungen bei 30 °C im Oxygraphen mit der RCR der  

 Komlexe I und II der beiden bei 37 °C gemessenen Gruppen 

Date jeweils angegeben als Boxplot, dabei gilt: Median: Querbalken; 1. Quartile: untere Begrenzung der 

Box; 3. Quartile: obere Begrenzung der Box; Minimum: unterer  Whisker; Maximum: oberer Whisker. °C: 

Grad Celsius; OP: Operation; RCR: Respiratory Control Ratio. 

 

3.3.4. State 3c-Atmung 

In Abb. 32 werden die nach Stimulation mit Cytochrom c erhaltenen Atmungsaktivitäten 

der Untersuchungen im Oxygraphen bei 30 °C sowie die der bei 37 °C erhobenen 

Messungen gezeigt. Die Kruskal-Wallis ANOVA on ranks mit folgendem Dunn´s Test 

ergab für beide Messungen bei 37 °C im Oxygraphen statistisch signifikant höhere Werte 

gegenüber der Messungen bei 30 °C.  
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Abb. 32:  Vergleich der State 3c-Atmung der Messungen bei 30°C bzw. 37 °C im Oxygraphen 

Daten jeweils angegeben als Boxplot, dabei gilt: Median: Querbalken; 1. Quartile: untere Begrenzung der 

Box; 3. Quartile: obere Begrenzung der Box; Minimum: unterer  Whisker; Maximum: oberer Whisker. #: 

Signifikanz  zur OXYGRAPH-Messung bei 30 °C, p-Wert <0,05. §: Signifikanz zur  OXYGRAPH-Messung 

bei 30 °C, p-Wert <0,05. °C: Grad Celsius; c: Cytochrom c; O2: Sauerstoff; OP: Operation; pmol/(s*mg): 

Picomol pro Sekunde und Milligramm; p-Wert: Überschreitungswahrscheinlichkeit. 

 

3.3.5. Cytochrom c Control Ratio 

Abb. 33 gibt die Cytochrom c Control Ratio (State 3c-Atmung  im Verhältnis zur State 3-

Atmung) der Messungen bei 30 °C und 37 °C im Oxygraphen wieder. Die zur statistischen 

Analyse herangezogene Kruskal-Wallis ANOVA on ranks kombiniert mit dem Dunn´s 

Test ermittelte eine signifikant höhere Cytochrom c Control Ratio der bei 37°C ge-

messenen Tiere mit einer Kerntemperatur von ca. 37 °C während der Operation gegenüber 

der bei 30 °C im Oxygraphen untersuchten Mäuse.  

# § 
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Abb. 33: Vergleich der Cytochrom c control Ratio der Messungen bei 30 °C bzw. 37 °C im Oxygraphen 

Daten jeweils angegeben als Boxplot, dabei gilt: Median: Querbalken; 1. Quartile: untere Begrenzung der 

Box; 3. Quartile: obere Begrenzung der Box; Minimum: unterer  Whisker; Maximum: oberer Whisker. 

§: Signifikanz zur  OXYGRAPH-Messung bei 30 °C, p-Wert <0,05. °C: Grad Celsius; OP: Operation; p-

Wert: Überschreitungswahrscheinlichkeit. 

 

3.3.6. RCR (Respiratory Control Ratio) des Komplex I unter Cytochrom c 
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Abb. 34: RCR des Komplex I unter Cytochrom c der bei 30 °C im Oxygraphen untersuchten Mäuse       

               verglichen mit der RCR der Komplexe I und II unter Cytochrom C der bei 37 °C untersuchten Tiere 

§ 
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Daten  jeweils angegeben als Boxplot, dabei gilt: Median: Querbalken; 1. Quartile: untere Begrenzung der 

Box; 3. Quartile: obere Begrenzung der Box; Minimum: unterer  Whisker; Maximum: oberer Whisker. °C: 

Grad Celsius; OP: Operation; RCR: Respiratory Control Ratio. 

 

In Abb. 34 ist die RCR des Komplexes I (State 3c-Atmung zu State 2-Atmung) der bei 30 

°C untersuchten Atmungsaktivität der Mitochondrien gegenüber der RCR der Komplexe I 

und II der beiden Gruppen der bei 37 °C im Oxygraphen bestimmten Atmungsraten 

aufgetragen. Die Überprüfung der RCR des Komplexes I bzw. der Komplexe I und II auf 

statistisch bedeutsame Unterschiede hin mit Hilfe der Kruskal-Wallis ANOVA on ranks 

kam zu dem Resultat, dass es hier keine bemerkenswerten Differenzen zwischen den 

einzelnen Kollektiven gibt.   

 

3.3.7. Atmung des Komplexes II unter Cytochrom c 

Abb. 35 vergleicht die Atmung des isolierten Komplexes II unter Cytochrom c bei einer 

Messtemperatur von 30 °C im Oxygraphen mit der gemeinsamen Atmung der Komplexe I 

und II nach Cytochrom c-Stimualtion der beiden OP-Gruppen bei einer Temperatur von 

jeweils 37 °C in den Messkammern. Zur Überprüfung der drei Gruppen hinsichtlich einer 

statistisch signifikanten Differenz wurde eine Kruskal-Wallis ANOVA on ranks vor-

genommen. Diese konnte jedoch keine hervorstechenden Unterschiede aufdecken. 
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Abb. 35: Atmung des Komplexes 2 unter Cytochrom c 
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Daten jeweils angegeben als Boxplot, dabei gilt: Median: Querbalken; 1. Quartile: untere Begrenzung der 

Box; 3. Quartile: obere Begrenzung der Box; Minimum: unterer  Whisker; Maximum: oberer Whisker. °C: 

Grad Celsius; O2: Sauerstoff; OP: Operation; pmol/(s*mg): Picomol pro Sekunde und Milligramm. 
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4 Diskussion 

 

In der Diskussion werden die Ergebnisse im Hinblick auf die in der Einleitung formu-

lierten Fragestellungen diskutiert. Dabei wird im ersten Abschnitt die Methodik der mecha-

nischen Permeabilisierung als gleichwertige Alternative zur chemischen Permeabilisierung 

der Zellen mit Digitonin evaluiert, während die Charakterisierung des Protokolls und 

seiner Eignung zur Untersuchung der mitochondrialen Funktion der Lebermitochondrien 

der Maus im zweiten Abschnitt im Mittelpunkt stehen. Der dritte Teil beschäftgigt sich mit 

der Analyse der Temperatureffekte auf die Mitochondrien aus Mäuseleberbiopsien. Der 

letzte Teil widmet sich der Untersuchung der Auswirkungen unterschiedlicher Tempera-

turen während der Messungen im OXYGRAPH-2k auf die mitochondriale Atmung. 

 

4.1. Permeabilitätsmessungen 

Das Ziel dieses Teils der Untersuchungen war es, vor den Messungen der Temperaturef-

fekte die Qualität der mechanischen Permeabilisierung der Zellen zu überprüfen, da, falls 

sich diese Methodik als unzureichend herausstellen sollte, eine Änderung der Vorgehens-

weise vor weiteren Untersuchungen nötig gewesen wäre. Darum interessierten vor allem 

zwei Dinge: 1. Ist es überhaupt möglich, anhand mechanisch permeabilisierter Leberzellen 

der Maus die mitochondriale Funktion zu untersuchen? 2. Ist eine zusätzliche chemische 

Permeabilisierung mit Digitonin nötig oder sogar schädlich? Dazu verabreichten wir Digi-

tonin, ein Steroidsaponin aus den Samen des roten Fingerhutes, das schon in mikromoleku-

laren Dosierungen durch Bildung von Komplexen mit Cholesterin Membranen auflösen 

kann [Fallert-Müller et al. 1999; Allgeyer 2005; Racine et al. 1993]. Außer zur Permeabili-

sierung wird Digitonin aufgrund seiner starken Oberflächenaktivität auf Erythrozytenmem-

branen auch als Hämolysereagenz oder zur Solubilisierung von Rezeptoren eingesetzt 

[Fallert-Müller et al.  2000; Allgeyer 2005]. Neben dem in vitro-Einsatz gibt es auch die 

Möglichkeit, diese Substanz in vivo zu verabreichen [Racine et al. 1993]. Das Verfahren 

mit Digitonin ist die gängige Methode, Gewebe zu permeabilisieren und Mitochondrien zu 

isolieren [Gnaiger et al. 1998 a]. Dementsprechend wird es in einer Vielzahl von Proto-

kollen angewendet [Fontaine et al. 1995; Gnaiger et al. 1999; Saks et al. 1991]. In mit 

Saponin oder Digitonin bearbeiteten Geweben sollen aufgrund der ausschließlich auf das 

Cholesterin ausgerichteten Wirkungsweise dieser Substanz die Morphologie der Mitochon-

drien [Altschuld et al. 1985] einschließlich ihrer Matrixenzyme [Livingston et al. 1996] so-

wie ihr Kontakt zum Zytoskelett weitestgehendst intakt bleiben [Birkdale und Gesser 
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2003; Hilton et al. 2010; Saks et al. 1994; Saks et al. 1998]. Diese selektive Wirkung wird 

damit erklärt, dass Saponin und Digitonin speziell cholesterinreiche Membranen wie die 

Plasmamembran angreifen, während sie gegenüber den cholesterinarmen Membranen des 

endoplasmatischen Retikulums und der Mitochondrien eine geringere Affinität aufweisen. 

Diese werden erst bei höheren Konzentrationen der Substanzen attackiert [Saks et al. 

1998]. Somit kann man über die Menge an Steroidsaponinen steuern, ob man intakte Mito-

chondrien oder Mitoplasten mit zerstörter äußerer, aber erhaltener inneren Membran vor-

liegen hat [Saks et al. 1998]. Dieses Verfahren hat im Gegensatz zu Studien an isolierten 

Mitochondrien die Vorteile, dass man nur geringe Mengen an Gewebe benötigt, alle Popu-

lationen von Mitochondrien untersucht werden können, während ihre natürliche Umge-

bung erhalten bleibt, und nun mittels Zugabe von Substraten ins Medium das sie umgeben-

de Millieu kontrollierbar wird [Saks et al. 1998]. Der Nachteil ist allerdings, dass es bei der 

Verwendung zu hoher Konzentrationen zu einer vollständigen Zerstörung der mitochon-

drialen Membranen und einer Freisetzung der Matrix-Enzyme kommen kann [Hoppel und 

Cooper 1968; Saks et al. 1998]. Hierbei ist die äußere Membran sensibler gegenüber 

Saponin oder Digitonin als die Innere [Saks et al. 1998]. Auch bedarf es einer relativ 

langen Einwirkzeit, bis die Chemikalien ihre volle Wirksamkeit entwickeln, während derer 

es zu zusätzlichen Gewebeschädigungen kommen kann [Kuznetsov et al. 2002]. Bei unse-

ren Messungen zeigten die Mäuse nach Verabreichen von Succinat eine mediane At-

mungsaktivität von 67,8 pmol/(s*mg), nach dem Hinzufügen von Digitonin betrug sie im 

Median 64,6 pmol/(s*mg). An diesen Werten sieht man, dass sich der O2-Verbrauch nach 

Gabe von Digitonin im Vergleich zum Verbrauch nach Succinat nur unwesentlich verän-

derte. Diese Tatsache wird auch durch den Wilcoxon-Rangtest bestätigt, der keinen signifi-

kanten Atmungsanstieg unter Digitonin feststellen konnte. Daraus lässt sich folgern, dass 

sich die Durchlässigkeit der Leberzellen durch Digitonin nicht erhöhen ließ, da die Zellen 

durch das mechanische Verfahren schon maximal permeabilisiert waren. Beim Betrachten 

der Daten fällt weiterhin auf, dass es unter dem Einfluss von Digitonin zu einer, wenn auch 

sehr leichten, Abnahme der Atmung kam. Dies könnte ein Hinweis darauf sein, dass das 

Hämolysereagenz nicht nur die Membranen der Leberzellen, sondern auch die der Mito-

chondrien angreift. Solche Beobachtungen machten auch Hoppel und Cooper, die feststell-

ten, dass Digitonin bei wiederholter Anwendung  sowohl die äußere als auch die innere 

Mitochondrienmembran von isolierten Rattenmitochondrien zerstört [Hoppel und Cooper 

1968]. Da die Mitochondrien in unserer Präparation durch die mechanische Permeabili-

sierung ebenfalls quasi isoliert vorlagen, ist eine Schädigung der Membranen durch die 
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Chemikalie nicht ganz auszuschließen. Wie oben bereits erwähnt, wendeten auch 

Kuznetsov et al. Digitonin auf ihre mechanisch permeabilisierten Biopsien aus der 

Schweineleber an, um so die Qualität dieses Verfahrens zu testen. Korrelierend mit unse-

ren Ergebnissen kam es zu keinerlei Anstieg der Atmung und die erhaltenen Werte glichen 

derer isolierter Mitochondrien. Daraus ließ sich schließen, dass die Enzyme und Stoff-

wechselprodukte noch vollständig erhalten waren [Kuznetsov et al. 2002]. Ein weiterer 

Vorteil des mechanischen Verfahrens ist der, dass die Gewebeproben sofort verarbeitet 

werden können, ohne lange Zeit in einer chemischen Substanz eingelegt werden zu müs-

sen. Dadurch ist das Gewebe noch frischer, was die Qualität der Ergebnisse erhöht, und 

einer Selektion bestimmter Populationen wird vorgebeugt. Dies ist wichtig, denn bei der 

Analyse der mitochondrialen Funktion ist es essenziell, frisches Gewebe zu verwenden, da 

bei jedem Lagerungsverfahren, z.B. Gefrieren und Auftauen von Gewebeproben, die mem-

brangebundenen Enzyme verändert werden [Lee 1995]. Abschließend kommt man also zu 

dem Schluss, dass die mechanische Permeabilisierung von Biopsien aus der Mäuseleber 

zur Untersuchung der mitochondrialen Funktion geeignet und dem chemischen Verfahren 

ebenbürtig ist. Eine zusätzliche Permeabilisierung mit Digitonin oder Saponin ist nicht not-

wendig, sondern wäre aufgrund der Gefahr der Übertritrierung dieser Stoffe eher schädlich 

für die Mitochondrien, da bei zu hohen Mengen dieser Substanzen auch die mitochondria-

len Membranen angegriffen werden könnten. Folglich kann für die Untersuchung von 

Temperatureffekten auf die Mitochondrienfunktion in Mäuseleberbiopsaten das Verfahren 

der mechanischen Permeabilisierung angewendet werden.   

 

4.2. Temperatureffekte 

4.2.1. Protokoll 

In dieser Arbeit wurde eine neue Variante eines Messprotokolls angewendet. Da das 

Messprotokoll ausschlaggebend für die Interpretation der gewonnen Daten ist, wird es im 

Folgenden vor der Diskussion der Temperatureffekte kurz genauer charakterisiert werden. 

  

4.2.1.1. Malat, Glutamat und Succinat 

Malat und Glutamat dienen als Substrate für den Komplex I, während Succinat dazu bei-

trägt, über den Komplex II Elektronen in die Elektronentransportkette einfließen zu lassen 

[Gnaiger 2008 c, 2009], wodurch nun eine State 2-Atmung mit einer Begrenzung durch 

einen Mangel an ADP vorliegt [Gnaiger 2008 d]. Das Besondere an diesem Protokoll ist, 

dass auf diese Weise beide Komplexe gleichzeitig Elektronen in die Atmungskette ein-



Diskussion 

64 

bringen. Damit steht es im Gegensatz zu den üblichen Verfahren, bei denen die beiden 

Komplexe getrennt voneinander untersucht werden. Dabei wird immer nur der eine oder 

der andere  Komplex stimuliert. Dieses entspricht aber nicht den natürlichen Bedingungen, 

da hier die Elektronen an der sog. „Q-junction“ [Gnaiger 2009, 2008 c; Gnaiger et al. 

2005] (das Ubiquinon = Q bildet die Schnittstelle des ETS mit den Reduktionsäquiva-

lenten) von beiden Komplexen gleichzeitig in das ETS eingespeist werden. In diesem Pro-

tokoll werden die physiologischen Verhältnisse dadurch nachempfunden, dass durch die 

Gabe der drei Substanzen eine Art von Zitratzyklus entsteht, der in sich geschlossen ist. 

Somit wird verhindert, dass dem Mitochondrium während der Messung entscheidende 

Substrate fehlen [Gnaiger 2008 c, 2009]. Gibt man nur die Substrate für Komplex I wie 

Glutamat, Malat oder Pyruvat, so ist einerseits der Zitratzyklus nicht geschlossen, weil Ci-

trat, Isocitrat, 2-Oxoglutarat und Succinat aus dem Mitochondrium ins Nährmedium über-

treten, und anderseits fließen nur über den Komplex I Elektronen in die Atmungskette 

[Gnaiger 2008 c, 2009]. Deshalb entspricht bei einem solchen Protokoll die gemessene At-

mungsaktivität nicht der unter natürlichen Bedingungen [Gnaiger 2008 c, 2009]. Das Pro-

blem ist, dass bisher kein einheitlicher Konsens darüber besteht, welche Substratkombina-

tion denn nun tatsächlich die maximal mögliche physiologische Atmung erzeugt. Deshalb 

gibt es eine Vielzahl an verschiedenen Protokollen, von denen jedes den Anspruch erhebt, 

die höchstmögliche Atmung hervorzurufen, obwohl z.B. lediglich Substrate für den Kom-

plex I gegeben werden, während der Anteil des Komplexes II als Elektronendonor außer 

Acht gelassen wird. Meistens wird im Anschluss an die Substrate für Komplex I Succinat 

in Kombination mit Rotenon verabreicht, wodurch dann isoliert Elektronen über den 

Komplex II in das ETS einfließen, da der Komplex I durch das Rotenon ausgeschaltet wird 

[Gnaiger 2009]. In Protokollen, in denen nur der Komplex II stimuliert werden soll, ist es 

unbedingt nötig, den Komplex I zu hemmen, da sonst die Succinatdehydrogenase durch 

das anfallende Oxaloacetat gehemmt werden würde [Gnaiger 2008 b, 2009]. Dabei hatten 

schon Rasmussen et al. im Jahre 1996 bei der Untersuchung von Skelettmuskeln des 

Schweins festgestellt, dass die Kombination von Glutamat als Substrat für den Komplex I 

mit Succinat als Substrat für den Komplex II unter ADP wesentlich höhere Atmungsak-

tivitäten aufzeigte, als die Kombinationen Malat/Glutamat und Pyruvat/Malat, die beide 

nur den Komplex I anregen [Rasmussen et al. 1996]. Ähnliche Ergebnisse erhielten die 

Forscher auch in den Jahren 1997, 2000 und 2001 bei der Untersuchung der Brustmuskula-

tur der Taube und des menschlichen Skelettmuskels [Rasmussen und Rasmussen 1997, 

2000; Rasmussen et al. 2001 a, b]. In neuerer Zeit wurde der synchrone Elektronenfluss 
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über die Komplexe I und II unter anderem auch zur Erforschung der kälteadaptierten 

Thermogenese im menschlichen Skelettmuskel durch mitochondriale Entkopplung [Wijers 

et al. 2008] und der Defizite des muskulären O2-Sensors Phd1 (Prolylhydroxylase 1) 

[Aragonés et al. 2008] eingesetzt. Auch in der aktuellen Forschung über die Beteiligung 

von Mitochondrien in der Genese von Stoffwechselkrankheiten wie Diabetes mellitus 

findet der synchrone Elektronenfluss auf das ETS über beide Komplexe gleichzeitig An-

wendung [Boushel et al. 2007; Phielix et al. 2008; Rabøl et al. 2009]. Da sich die Idee der 

Stimulation der beiden Komplexe gleichzeitig bisher noch nicht sehr etablieren konnte, 

gibt es nicht viele Protokolle dieser Art. Wie an den Beispielen erkenntlich, beschäftigen 

sich die wenigen, die diese Tatsache beachten, meistens mit der Untersuchung von Mus-

keln, sodass wir mit der Anwendung dieser Erkenntnis auf die Mitochondrien der Mäusele-

ber relatives Neuland betreten und die Ergebnisse nur mit den Forschungen an Muskeln 

vergleichen können. 

 

4.2.1.2. ADP 

Die ADP-Konzentration um das Mitochondrion herum gilt als einer der Hauptfaktoren für 

die Regulation der ATP-Synthese [Birkdale und Gesser 2003].  Um ihre Funktion, die Pro-

duktion von ATP, erfüllen zu können, sind die Mitochondrien dringend auf ADP als Sub-

strat für die ATP-Synthetase angewiesen. Mangelt es an diesem, kann es keine oxidative 

Phosphorylierung geben und die ATP-Synthetase hemmt die Atmungsaktivität der ande-

ren Komplexe [Chance und Williams 1955 a]. Im vorliegenden Protokoll wird durch die 

Gabe von ADP ein „State 3“ induziert. Nun ist die ATP-Synthetase dank des ADPs im 

Überfluss in der Lage, ATP zu produzieren und die durch das Fehlen dieser Substanz ver-

ursachte Hemmung ist aufgehoben [Gnaiger et al. 2005]. Jetzt kommt es zu einer maxi-

malen Stimulation mit ATP-Produktion, die der unter physiologischen Verhältnissen unter 

den hier herrschenden Bedingungen noch am ehesten entspricht [Gnaiger et al. 2005] und 

die Atmungsaktivität untersteht komplett der Kontrolle des phosphorylierenden Systems 

[Phielix et al. 2008]. Physiologisch gilt, dass die Atmungsaktivität abnimmt, sobald die 

Versorgung mit ATP ausreichend ist. In diesem Fall wird also das Ausmaß des Elek-

tronentransports durch die ATP-Synthetase reguliert [Nelson et al. 2005].  

 

4.2.1.3. Cytochrom c 

Cytochrom c ist ein wasserlösliches Protein, das sich im Intermembranspalt des Mitochon-

drions befindet [Sarti et al. 1999]. Es wird basierend auf der DNA der Zelle im Zytoplasma 
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als Vorläuferprotein Apocytochrom c produziert und anschließend mithilfe des TOM 

(Translocases in the outer membrane)-Komplexes unabhängig von ATP oder dem Be-

stehen eines elektrochemischen Potentials über der inneren Mitochondrienmembran in den 

Intermembranspalt verlagert [Diekert et al. 2001; Vestweber und Schatz 1988; Wang et al. 

1996]. Hier wird ihm, vermittelt durch das dort lokalisierte Enzym Cytochrom c-Häm-

Lyase, Häm angehängt, wodurch es zum fertigen Cytochrom c wird. Dieser Vorgang ist 

nötig, da das Cytochrom c mit Häm nicht in der Lage ist, die äußere Membran zu über-

winden, das heißt intakte Mitochondrien können kein Cytochrom c von außen aufnehmen 

[Diekert et al. 2001; Vestweber und Schatz 1988; Wang et al. 1996]. Es erfüllt im Organis-

mus mehrere Aufgaben. Eine davon ist es, bei seiner Freisetzung aus dem Mitochondrium, 

z.B. im Rahmen eines Herzinfarktes, eine Kette von Caspasen, an deren Ende die Apopto-

se der Zelle steht, zu aktivieren [Borutaite et al. 2001; Kuznetsov et al. 2004; Von Ahsen et 

al. 2000]. Cytochrom c und O2 bilden die benötigten Substrate der COX [Gnaiger und 

Kuznetsov 2002]. Bei einem Mangel an Cytochrom c kann die COX die über die Kom-

plexe der Atmungskette transportierten Elektronen nicht mehr unter der Bildung von Was-

ser auf molekulares O2 übertragen [Nelson et al. 2005]. Dadurch kommt es dann zu einer 

Verminderung der Atmung [Gnaiger 2008 c]  und damit auch der ATP-Produktion. Die 

Beschädigung der äußeren Mitochondrienmembran in Verbindung mit dem Verlust von 

Cytochrom c gehört zu den häufigen Fehlerquellen bei der Präparation isolierter Mitochon-

drien [Rasmussen und Rasmussen, 1997]. Deshalb wird Cytochrom c gegeben, um zu 

Überprüfen, ob sich die Atmung durch die Gabe dieser Substanz steigern lässt. Ein Anstieg 

der Atmungsaktivität ließe sich auf eine Verletzung der äußeren Membran zurückführen, 

durch welche Cytochrom c aus dem Mitochondrium austreten kann. Dieses Vorgehen wird 

in der Literatur „Cytochrom c-Test“ genannt [Gnaiger 2009; Kuznetsov et al. 1996 b; 

Jüllig et al. 2008; Saks et al. 1993; Saks et al. 1998].  

 

4.2.1.4. Oligomycin 

Bei der oxidativen Phosphorylierung kann man die O2-verbrauchenden Prozesse in zwei 

Gruppen einteilen: einerseits die Vorgänge, die zur Generierung von ATP dienen, anderer-

seits das Protonen-Leck, das sich durch Stimulation der Atmungsaktivität, Erhöhung der 

Leckage durch Entkopplung und Hemmung der oxidativen Phosphorylierung noch ver-

größern lässt [Hafner et al. 1990]. Oligomycin inhibiert die FO-Untereinheit (F: F-Typ-

ATPase, O: Oligomycin) der ATP-Synthetase, wodurch die ATP-Produktion nicht mehr 

möglich ist [Bernard et al. 2007; Nelson et al. 2005]. Daraufhin reguliert das Enzym über 
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seinen hemmenden Einfluss die Atmungsaktivität herunter, sodass die nun verbleibende 

Leckage-Atmung nicht mehr auf die Produktion von ATP, sondern lediglich auf den Aus-

gleich des Protonen-Lecks bei maximalem Membranpotential und dem Entweichen von 

Protonen und Elektronen, die zur Bildung von ROS beitragen, zurückführen lässt [Gnaiger 

2001, 2008 e; Groen et al. 1982; Hütter et al. 2004; Nicholls 1974; Wijers et al. 2008]. Die-

ser sog. „State 4“ entspricht der physiologischen Situation, wenn alles ADP verbraucht ist 

[Chance und Williams 1955 b; St. Pierre et al. 2000]. Im State 4 zeigt die ATP-Synthetase 

ihren höchstmöglichen Einfluss auf die Atmungskette, da nach ihrer Blockade nur noch 

eine kompensatorische Ruheatmung möglich ist [Gnaiger 2008 e].  

 

4.2.1.5. FCCP 

Die physiologische Bedeutung der Entkopplung, zum Beispiel durch die Aktivierung des 

„uncoupling protein 1“ (UCP1) in den Mitochondrien des braunen Fettgewebes mittels 

Fettsäuren liegt darin, Wärme zu produzieren und damit die Kerntemperatur des Organis-

mus auch bei sich wechselnden Umweltbedingungen konstant zu halten [Dulloo und  

Samec 2001; Breen et al. 2006]. Dabei wird vermutet, dass es außer dem UCP1 noch 

einige andere anionische Protonen-Carrier gibt, die eine über Fettsäuren hervorgerufene 

Entkopplung vermitteln können. Dazu gehören unter anderem die UCP2 (Milz, Lunge, 

Magen, weißes Fettgewebe) und 3 (Skelettmuskel) [Echtay et al. 2002], der Aspartat/Glu-

tamat-Austauscher, der Dicarboxylat-Kanal und der Phosphat-Carrier [Shabalina et al. 

2006]. Aber auch ROS können auf zwei Wege eine Entkopplung verursachen: entweder, 

sie beschädigen die Mitochondrienmembran, oder sie aktivieren das UCP2 [Hütter et al. 

2004; Dulloo und Samec 2001]. Als chemischer Entkoppler fungiert in unserem Versuch 

FCCP, ein hydrophober Protonen-Carrier [Nelson et al. 2005], der es den Protonen ermög-

licht, die innere Mitochondrienmembran zu überwinden und somit aus dem Intermembran-

raum in die Matrix zu gelangen, ohne dabei die ATP-Synthetase als Transporter nützen zu 

müssen [Gnaiger 2008 e; Gnaiger et al. 1998 c]. Aufgrund dieses „Kurzschlusses“ verrin-

gert sich das Membranpotential über der inneren Mitochondrienmembran, der ATP-Syn-

thetase wird die Kontrolle über die Aktivität des Elektronen- und Protonentransports entzo-

gen [Gnaiger 2008 e; Gnaiger et al. 1998 c] und die ATP-Synthese ist blockiert [Park et al. 

2002]. Dadurch wird es den Komplexen ermöglicht, ihre maximalen Kapazitäten des Elek-

tronentransports zu entfalten [Gnaiger 2008 e; Hütter et al. 2007]. Dabei ist die Wirkung 

von FCCP abhängig vom extra- bzw. intrazellulären pH-Wert [Park et al. 2002]. Beim 

Verabreichen muss berücksichtigt werden, dass diese Substanz in zu hohen Konzentrati-
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onen einen hemmenden Einfluss auf die Atmung ausübt [Gnaiger 2008 e;  Gnaiger et al. 

1998 c]. Auf welchem Mechanismus diese Hemmung basiert, ist noch nicht ganz geklärt, 

eine Möglichkeit wird einem vermehrten Ca2+-Ausfluss aus dem Mitochondrium zuge-

schrieben. In diesem Fall käme es durch die Gabe von Entkopplern zu einem Mangel an 

Ca2+ im Mitochondrium. In isolierten Mitochondrien dienen Ca2+ zur Regulation der At-

mung über Schlüsselenzyme des Zitronensäurezyklus wie die Pyruvat-, Isocitrat und α-Ke-

toglutaratdehydrogenase [Gabai 1993]. Die Funktion der Enzyme liegt unter anderem da-

rin, NADH zu erzeugen. FCCP in zu hoher Dosierung würde dann die Atmungsaktivität 

hemmen, indem es die Verfügbarkeit von NADH als Reduktionsäquivalent für den Kom-

plex I verringert [Gabai 1993]. Andere Autoren vermuten die Depolarisierung der Mem-

bran durch FCCP als Grund für den hemmenden Effekt, da so elektrochemisch ins Mito-

chondrium transportierte Substrate wie Glutamat und Pyruvat nicht mehr ins Mitochon-

drium gelangen [Hilton et al. 2010; Park et al. 2002]. Das Eintreten der Inhibition durch 

Entkoppler kann durch das Verabreichen von Oligomycin, das das Membranpotential er-

höht und zu einer Akkumulation von Ca2+ führt, verlangsamt werden [Gabai 1993]. Die 

richtige Menge entkoppelnder Substanzen hängt vom Zelltyp, der Konzentration der Zellen 

und dem Messmedium ab und variiert je nach dem, ob die Zellen intakt oder permeabili-

siert sind [Gnaiger 2008 e]. Um nicht zu viel FCCP zu geben, wurde es hier in 1 µl-

Schritten titriert.  

 

4.2.1.6.  Rotenon und Antimycin A    

Rotenon ist ein Hemmer des Komplexes I [Bernard et al. 2007; Hütter et al. 2004; 

Rasmussen et al. 1996; Rasmussen und Rasmussen 1985]. Es verhindert den Elektronen-

transfer vom Eisen-Schwefel-Zentrum der NADH-Dehydrogenase auf das Ubiquinon 

[Nelson et al. 2005].  In vielen Protokollen wird Rotenon gegeben, um die durch den 

Komplex II alleine hervorgerufene Atmungsaktivität zu bestimmen [Boushel et al. 2007; 

Hütter et al. 2007]. Antimycin A inhibiert den Komplex III, indem es die Übertragung der 

Elektronen vom Cytochrom b auf das Cytochrom c1 unterbindet [Nelson et al. 2005]. 

Zusätzlich blockiert es die Protonenpumpe dieses Komplexes [Beavis und Lehninger 1986; 

Pietrobon et al. 1981]. Wird es in Kombination mit Rotenon verabreicht, kann keine At-

mung mehr erfolgen, da nach Blockade des Komplexes III keine Elektronen mehr zur 

COX fließen. Die verbleibende Hintergrundatmung lässt sich auf Protonenlecks und ROS-

Produktion zurückführen [Boushel et al. 2007; Gnaiger 2003, 2008 e; Gnaiger et al. 2000 

b]. Bei der Planung ist es wichtig, dass FCCP vor Rotenon und Antimycin A gegeben wird, 
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da so dem durch sie verursachten Anstieg der ROS vorgebeugt wird [Andreyev et al. 2005; 

Gnaiger 2008 e; Howland 1968; Murphy 2009]. 

 

4.2.1.7. TMPD, Ascorbat und KCN  

Nach Antimycin A können keine Elektronen mehr entlang der Komplexe fließen, da sie 

nach der Hemmung des Komplexes III mit Antimycin A nicht mehr in das ETS eintreten 

können. Dadurch wird auch die COX in ihrer Funktion gehindert. Um trotzdem eine Aus-

sage über die Atmung des Komplexes IV machen zu können, wird TMPD als künstlicher 

Elektronendonator für die COX hinzugefügt [Gnaiger et al. 1998 c; Gnaiger und 

Kuznetsov 2002;  Kuznetsov und Gnaiger 2001-2007]. TMPD wird in Anwesenheit von 

molekularem O2, je nach O2-Partialdruck, schnell autooxidiert [Gnaiger 2008 e], wodurch 

stabile radikale Kationen entstehen, gefolgt von der Bildung von Superoxid-Radikalen und 

Wasserstoffperoxid [Kuznetsov und Gnaiger 2001-2007]. Um das reduzierte TMPD wie-

der zu regenerieren und damit seine Konzentration konstant zu halten, wurde Ascorbat 

gegeben [Gnaiger und Kuznetsov 2002; Kuznetsov und Gnaiger 2001-2007]. Bei diesen 

Reaktionen, die stark von der O2-Konzentration abhängig sind, wird O2 in hohem Maße 

verbraucht [Gnaiger 2008 e]. Um berechnen zu können, welcher Anteil des Bedarfs auf die 

COX zurückzuführen ist, wurde KCN gegeben. KCN hemmt die COX, indem es eine Brü-

cke zwischen dem Cytochrom a3 und dem Kupfer B-Zentrum des Enzyms bildet [Boelens 

et al. 1984; Nelson et al. 2005]. Die gemessene Atmung entspricht nur noch der Autooxi-

dation der Elektronendonatoren [Gnaiger 2008 e; Kuznetsov und Gnaiger 2001-2007].  

 

4.2.2. Diskussion der Temperatureffekte 

Dieser Abschnitt beschäftigt sich damit, inwiefern Änderungen der Körpertemperatur Aus-

wirkungen auf die mitochondriale Funktion haben. Wie beschrieben, müssen die Kom-

plexe unter FCCP ihre maximale Kapazität entwickeln, um zu verhindern, dass das 

Membranpotential zusammenbricht [Phielix et al. 2008]. Dadurch eignet sich die unter 

FCCP gemessene Atmung hervorragend dazu, sie als Bezugswert für alle anderen be-

stimmten Atmungsaktivitäten heranzuziehen und Letztere in Relation zu FCCP anzugeben.  

 

4.2.2.1. Maximale gekoppelte Atmung mit Stimulation der Komplexe I und 

            II 

Bei den OP 27 °C-Mäusen beobachtet man im Median eine State 2-Atmung von 21,2 

pmol/(s*mg), bei den OP 37 °C-Tieren waren es 15,4 pmol/(s*mg).  Hier konnte keine sig-
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nifikante Differenz nachgewiesen werden. Bezieht man nun diese State 2-Atmungsaktivi-

tät auf die maximale Kapazität nach FCCP-Gabe, so beträgt der Median bei den OP 27 °C-

Mäusen 0,129 (entspricht 12,9 % des Wertes von FCCP) und  bei den OP 37 °C-Tieren 

0,127 (12,7 % von FCCP). Auch hier konnten keine signifikanten Unterschiede verzeich-

net werden. In denjenigen Protokollen, die ebenfalls einen parallelen Einfluss der Elek-

tronen über die Komplexe I und II verwenden, wird meistens das Succinat erst nach der 

Gabe von ADP verabreicht, so dass hier der synchrone Fluss über beide Komplexe nur im 

State 3 und nie im State 2 bestimmt wird. Dementsprechend liegen für die Analyse der 

State 2-Atmung unter Malat, Glutamat und Succinat keine Vergleichsdaten vor. Durch die 

Injektion von ADP wurde nun ein State 3 erreicht und eine schnelle Phosphorylierung von 

ADP zu ATP war möglich. Die Atmung stieg auf Mediane von 73,2 pmol/(s*mg) (OP 27 

°C) bzw. 60,6 pmol/(s*mg) (OP 37 °C) an. Bei dem durchgeführten Mann-Whitney-Rang-

summentest lag der ermittelte p-Wert mit 0,05 nur knapp über dem Signifikanzniveau von  

<0,05. Daher ist ersichtlich, dass unter ADP die OP 27 °C-Tiere stark zu höheren Werten 

neigen. Die State 3-Atmung unter Malat, Glutamat, Succinat und ADP betrug bei gesunden 

menschlichen Muskelfasern etwa 85 pmol/(s*mg) [Boushel et al. 2007], bei Mitochondrien 

aus dem Myokard normotensiver Ratten lag sie bei 29.4+/-4,8 pmol/(s*mg) [Jüllig et al. 

2008]. Unsere Werte der Maus liegen im Vergleich dazu sowohl bei den OP 27 °C- als 

auch bei den OP 37 °C-Tieren zwischen denen von Mensch und Ratte. Die RCR (Respira-

tory Control Ratio) eines Stoffes ist ein Maß dafür, wie groß sein Einfluss auf die At-

mungskette ist bzw. inwiefern er die Atmungsaktivität der Komplexe „kontrolliert“. Die 

nach dem Hinzufügen von ADP erhobene RCR bezieht sich auf die Komplexe I und II zu-

sammen. Sie betrug bei beiden Gruppen im Median 3,4, das heißt, im Vergleich zur State 

2-Atmung steigerte sich die Atmungsaktivität durch ADP um das 3,4-fache. Auch hier 

konnte kein statistisch bedeutsamer Unterschied festgestellt werden. Diese Werte stimmen 

gut überein mit den Ergebnissen aus der Literatur, so konnten Gnaiger et al. ebenfalls einen 

Anstieg der Atmung nach ADP in Lebermitochondrien um das 3-fache beobachten, wäh-

rend Herzmitochondrien nur mit einer Verdoppelung der Atmungsaktivität reagierten 

[Gnaiger et al. 1998 c]. Lemieux et al. konnten in permeabilisierter Fasern aus dem linken 

Ventrikel der Maus eine Steigerung der State 3-Atmung des Komplexes I (Malat, Gluta-

mat, Pyruvat, ADP) durch das Hinzuschalten des Komplexes II mittels Succinat um das 

1,5-2,0-fache feststellen [Lemieux et al. 2006]. An diesen Beispielen sieht man noch ein-

mal deutlich, dass sich durch die synchrone Stimulation der Komplexe im State 3 wesent-

lich höhere Atmungsaktivitäten verzeichnen lassen als beim alleinigen Elektronenfluss 



Diskussion 

71 

über den Komplex I. Insgesamt betrachtet sind die im Rahmen der hier vorliegenden Ar-

beit gewonnenen Daten über die synchrone Stimulation der Komplexe I und II bei mecha-

nisch permeabilisierten Leberbiopsien der Maus also sehr gut mit den Werten aus der Li-

teratur vergleichbar, wobei sich innerhalb der beiden Versuchskollektive keinerlei signifi-

kanten Unterschiede nachweisen ließen. Dies bedeutet, dass sich zumindest in Bezug auf 

die parallele Anregung der Komplexe I und II kein Einfluss der Operationstemperatur bele-

gen ließ. In vielen Protokollen wird nach der Gabe von ADP das Maximum der Atmungs-

aktivität erreicht, so z. B. bei der Untersuchung der mitochondrialen Atmungs in isolierten 

Mitochondrien [Gnaiger 2001],  Saponin-behandelten Fasern des Musculus quadriceps 

femoris des Menschen [Boushel et al. 2007] und der Maus [Kuznetsov et al. 1996 a] oder 

bei permeabilisierten menschlichen Augenmuskelfasern [Kunz et al. 2000]. Hier und auch 

bei Messungen an Schweinemitochondrien konnte sogar gezeigt werden, dass sich die 

ADP-stimulierte Atmung über die Komplexe I und II selbst durch die Gabe von Entkopp-

lern nicht mehr steigern ließ [Kunz et al. 2000; Zangl 2011]. Dies war bei unseren Mes-

sungen an der Maus nicht der Fall, da es durch die Applikation von FCCP zu einem star-

ken Anstieg der Atmung kam, wie man am Quotienten aus der ADP-Atmung und Atmung 

nach Entkopplung, der CI+CII Ratio unter ADP, erkennen kann. Hier betragen die Werte 

mit 0,435 (43,5 % von FCCP; Median OP 27 °C-Mäuse) und 0,439 (43,9% von FCCP; OP 

37 °C-Mäuse) nur annähernd 50% der Atmung nach FCCP, signifikante Unterschiede 

lagen nicht vor. Damit wird klar, dass bei der Untersuchung von Mäusemitochondrien zum 

Erhalt der maximalen Kapazität des ETS immer ein Entkoppler gegeben werden sollte.  

 

4.2.2.2. Cytochrom c-Test      

Cytochrom c wurde zur Überprüfung der Unversehrtheit der äußeren Mitochondrienmem-

bran verabreicht. In diesem Protokoll wurde nun untersucht, ob sich durch das Applizieren 

dieser Substanz von außen die Atmung der Mitochondrien steigern ließ, was dann ein Zei-

chen für die Schädigung der Membran gewesen wäre. Zu diesem Zwecke wurde nun mit 

der State 3c-Atmung innerhalb jeder Gruppe ein Wilcoxon-Rangtest für zwei verbundene 

Stichproben durchgeführt, der bewies, dass bei jedem Kollektiv die Atmung durch Zugabe 

von Cytochrom c im Verhältnis zur Atmung nach ADP signifikant angehoben wurde. Das 

könnte bedeuten, beide Untersuchungsgruppen haben einen Membranschaden erlitten und 

dadurch Cytochrom c verloren. Um zu ermitteln, wie stark der verzeichnete Anstieg ausge-

prägt war, wurde nun die Cytochrom c Control Ratio (also die RCR von Cytochrom c) er-

hoben. Dabei zeigte sich im Median eine Steigerung um den Faktor 1,2 bei den OP 27 °C- 
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und um 1,4 bei den OP 37 °C-Mäusen. Auch hier konnte ein signifikanter Unterschied 

zwischen den beiden Gruppen beobachtet werden: Der Anstieg durch die Cytochrom c-Ga-

be war bei den OP 37 °C-Tieren größer. Das legt nun die Vermutung nahe, dass die Leber-

mitochondrien der OP 37 °C-Versuchstiere eine größere Beschädigung der Membran er-

fahren haben, als die der OP 27 °C-Mäuse. Setzt man nun im Rahmen der Cytochrom c 

Ratio die Werte unter Cytochrom c in Relation zu denen unter FCCP, erhält man für OP 27 

°C-Mäuse einen Median von 0,631 (entspricht 63,1 % der Atmung von FCCP) und für OP 

37 °C-Mäuse 0,530 (entspricht 53,0 % der Atmung nach FCCP). Dabei konnte kein signi-

fikanter Unterschied nachgewiesen werden. Dieser Umstand lässt sich möglicherweise da-

rauf zurückführen, dass die OP 27 °C-Mäuse sowohl eine höhere Atmung unter Cytochrom 

c aufweisen, als auch bei FCCP stärker reagieren, wodurch sich das Verhältnis dem der OP 

37 °C-Mäuse annähert. Nachdem es nun sehr wahrscheinlich war, dass ein Mangel an Cy-

tochrom c vorgelegen hat, musste nun die RCR von Komplex I und II mit den nach der Ga-

be dieser Substanz gewonnenen Werten erneut bestimmt werden. Dabei ließ sich bei den 

OP 27 °C-Mäusen eine im Median 4,3-fache Steigerung zur State 2-Atmung unter Malat, 

Glutamat und Succinat verzeichnen, bei den OP 37 °C-Mäusen war der entsprechende Fak-

tor 4,8. Auch hier resultierte aus dem Mann-Whitney-Rangsummentest kein signifikanter 

Unterschied zwischen den beiden Gruppen. Anhand dieses Protokolls  ergaben sich zwar 

Hinweise darauf, dass ein Mangel und damit eine Verletzung der Membran vorgelegen ha-

ben könnte; die unter physiologischen Bedingungen herrschenden Zustände konnten aber 

nicht hergestellt werden, da nicht bekannt war, wie groß das Ausmaß des Cytochrom c-

Verlusts war. Darum wurde diese Substanz zum sicheren Ausgleich etwaiger Mängel im 

Überschuss hinzugefügt. Zu ähnlichen Ergebnissen kamen auch Kuznetsov et al. bei der 

Untersuchung des Phänomens der kardialen kalten Ischämie-Reperfusion an permeabili-

sierten Myokard-Fasern. Bei diesem Geschehen kommt es regelhaft zu einem Cytochrom 

c-Verlust aufgrund von Schäden an der äußeren Mitochondrienmembran. Hier ließ sich 

durch die Substitution von Cytochrom c ebenfalls die Atmungsaktivität anheben 

[Kuznetsov et al. 2004]. Gnaiger et al., Kunz et al. und Hütter et al. testeten im Rahmen 

ihrer Experimente ebenfalls mit der zusätzlichen Gabe von Cytochrom c die Intaktheit der 

mitochondrialen Membran permeabilisierter Muskelfasern des Menschen. Im Gegensatz zu 

unseren Ergebnissen konnten sie jedoch keine Steigerung der Atmung nach Cytochrom c 

verzeichnen, woraus sie schlossen, dass die Mitochondrien unbeschädigt waren [Gnaiger et 

al. 2005; Hütter et al. 2007; Kunz et al. 2000]. Auch im Rahmen von Forschungen an 

Schweinemitochondrien, bei denen dieselbe Technik wie in der vorliegenden Arbeit ver-



Diskussion 

73 

wendet wurde, konnte auf die Gabe von Cytochrom c hin keinerlei Reaktion festgestellt 

werden [Zangl 2011]. Allerdings setzt diese Interpretation des Cytochrom c-Tests immer 

die weitverbreitete Annahme voraus, dass Mitochondrien nicht in der Lage sind, Cyto-

chrom c aufzunehmen, ohne dass ein Membranschaden vorliegt, da Cytochrom c die Mem-

bran nicht überqueren kann [Vestweber und Schatz 1988; Wang et al. 1996]. Nun konnten 

aber Proger et al. schon im Jahre 1945 bei in vivo-Experimenten an Hunden einen Anstieg 

des O2-Bedarfs nach Injektion von Cytochrom c feststellen, was die Vermutung nahe legt, 

dass das Cytochrom c in die Mitochondrien gelangen kann [Proger et al. 1945], und auch 

Levy und Deutschman konnten im Rahmen von Sepsisforschungen eine Aufnahme von 

exogenem Cytochrom c in Kardiomyozyten der Maus und ihre Mitochondrien nachweisen. 

Dabei nahmen besonders die Tiere der septischen Gruppe große Mengen dieser Substanz 

auf und hoben damit die Aktivität ihrer COX auf das Niveau der Kontrolltiere an, was ihre 

linksventrikuläre Funktion annähernd die Werte gesunder Kontrollen erreichen ließ und die 

Mortalität senkte [Levy und Deutschman 2007]. Ähnliche Beobachtungen machten auch  

Piel et al., die bei ihrer Forschung an Mitochondrien aus Herzmuskelzellen septischer 

Mäuse nachweisen konnten, dass wiederholt intravenös verabreichtes Cytochrom c die äu-

ßere Mitochondrienmembran überwinden kann und somit die ventrikuläre Funktion ver-

bessert und das Überleben der Tiere verlängert [Piel et al. 2007, 2008]. Sowohl Levy et al. 

als auch Piel et al. erklärten diese Effekte des exogen verabreichten Cytochrom c damit, 

dass diese Substanz in den Intermembranspalt gelangt, wo sie die durch die Sepsis be-

dingte Inhibition der COX aufhebt [Levy und Deutschman 2007; Levy et al. 2004; Piel et 

al. 2007, 2008]. Dabei ist unklar, wie das Cytochrom c in die Mitochondrien übertreten 

kann. Als eine mögliche Erklärung dafür, dass die Mitochondrien der Kontrolltiere weni-

ger Cytochrom c aufnahmen, sahen sie, dass hier die durch Sepsis hervorgerufenen Mem-

branschäden fehlten [Levy und Deutschman 2007; Piel et al. 2007, 2008]. Dagegen spre-

chen allerdings von uns durchgeführte, unveröffentliche Experimente an Lebermitochon-

drien der Maus, die weder eine Operation noch sonst irgendwelche einschneidende Proze-

duren durchlaufen haben und dennoch eine starke Stimulation durch Cytochrom c zeigen. 

Bei diesen Mitochondrien können keine Membranschäden vorgelegen haben, was ein Hin-

weis darauf ist, dass Mäusemitochondrien möglicherweise über einen Mechanismus verfü-

gen, der es ihnen ermöglicht, Cytochrom c von außen aufzunehmen. Des Weiteren fielen 

die Reaktionen auf das Cytochrom c hin immer recht einheitlich aus, was bei schwanken-

der Qualität der Präparation nicht der Fall hätte sein dürfen. Bei der Untersuchung sep-

tischer Mäuse war die Reaktion auf Cytochrom c im Vergleich zu den Kontrolltieren ge-
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ringer, obwohl man hier aufgrund der stärker ausgeprägten Membranschädigung, vor allem 

unter der Annahme der Prämisse des Cytochrom c-Tests, das Gegenteil erwartet hätte. 

Möglicherweise lässt sich dies durch die Vermutung erklären, dass bei septischen Tieren 

die Atmungsaktivität und damit die Stimulation durch Cytochrom c geringer ausfallen 

könnte. Ein Ausbleiben der Reaktion auf Cytochrom c z.B. bei Menschen und Schweinen 

im Vergleich zu Mäusen und Ratten könnte auch auf speziesspezifischen Unterschieden in 

der mitochondriellen Struktur beruhen, die letztere dazu in die Lage versetzen, Cytochrom 

c über die äußere Membran hinweg in das Mitochondrium aufzunehmen. Die hier 

durchgeführte Studie ist nicht dazu geeignet, eine solche These zu belegen, deshalb sollte 

die Erforschung dieses Phänomens Gegenstand zukünftiger Untersuchungen sein. 

Angesichts der Ergebnisse muss man jedoch nun die Anwendung und Auswertung des 

Cytochrom c-Tests bei der Maus kritisch betrachten, da es sein könnte, dass er in diesem 

Fall keinerlei Aussage über die Integrität der Mitochondrienmembran zulässt. Worauf dann 

der Unterschied in der Reaktion der beiden Gruppen zurückzuführen ist, ist unklar. Es 

wäre möglich, dass das stärkere Ansprechen der OP 37 °C-Tiere durch eine temperaturbe-

dingte höhere Enzymaktivität der Komplexe oder des vermuteten Cytochrom c-Transport-

mechanismuses verursacht wird.     

 

4.2.2.3. State 4-Atmung 

Die mediane Atmungsaktivität nach Verabreichen von Oligomycin betrug bei den OP 27 

°C-Mäusen 50,7 pmol/(s*mg) und bei den OP 37 °C-Tieren 49,2 pmol/(s*mg). Zwischen 

beiden Versuchsgruppen lag kein signifikanter Unterschied vor. Da nun kein ATP mehr 

produziert werden konnte, ist der verbleibende O2-Verbrauch auf die Kompensation der 

Protonenlecks und die ROS-Bildung zurückzuführen [Gnaiger 2001, 2008 e; Groen et al. 

1982; Hütter et al. 2004; Nicholls 1974; Wijers et al. 2008]. Der Unterschied zur State 2-

Atmung ist der, dass hier durch die vorherige ADP- und Cytochrom c-Applikation die 

Komplexe dazu stimuliert wurden, ihr unter der Kontrolle durch die ATP-Synthetase maxi-

mal möglichstes Membranpotential aufzubauen [Gnaiger 2008 e]. Bei der Blockade durch 

Oligomycin zeigt die ATP-Synthetase ihren ganzen hemmenden Einfluss auf das ETS. 

Diese maximale Beeinflussung wird auch in Form der RCR von FCCP mit der maximalen 

Kapazität des ETS nach FCCP verglichen [Gnaiger 2008 e]. Die Leak Respiratory 

(„Leckage-Atmung“) zeigt nun die Aktivität des ETS unter Hemmung der ATP-Synthetase 

im Vergleich zur vorherigen Atmung unter Cytochrom c. Hier wurde bei den OP 27 °C-

Tieren eine mediane Senkung auf das 0,55-fache (55 % der Atmung unter Cytochrom c) 
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und bei den OP 37 °C-Mäusen auf das 0,60-fache (60 % der Atmung unter Cytochrom c) 

festgestellt. Die Gruppen unterschieden sich hinsichtlich der Leak Respiratory nicht be-

deutsam. Sowohl menschliche Fibroblastenmitochondrien [Bernard et al. 2007] als auch 

Mitochondrien aus dem Skelettmuskel der Ratte [Rolfe et al. 1999] reagieren auf die Gabe 

von Oligomycin mit einem Rückgang der Atmung um 50%. Vergleicht man diese Werte 

nun mit unserern, so stellt man fest, dass auch sie mit den in der Literatur beschriebenen 

Ergebnissen übereinstimmen. Es zeigten also beide OP-Gruppen gegenüber Oligomycin 

keinerlei Unterschiede und die Ergebnisse stimmen sehr gut mit der Literatur überein.  

 

4.2.2.4. Entkopplung: Demaskierung der maximalen Kapazität des ETS 

Bei der Untersuchung der enkoppelten Atmung unter FCCP ließ sich zwar kein signifikan-

ter Unterschied zwischen den Gruppen feststellen, dennoch fällt eine eindeutige Tendenz 

der OP 27 °C-Mäuse (Median: 176,08 pmol/(s*mg)) zu höheren Werten im Gegensatz zu 

den OP 37 °C-Mäusen (138,58 pmol/(s*mg)) auf. An der RCR von FCCP erkennt man, 

dass die Atmung im Vergleich zur Aktivität des vorher verabreichten Oligomycin unter 

FCCP bei den OP 27 °C-Mäusen im Median um das 3,5-fache und bei den OP 37 °C-Mäu-

sen um das 3,0-fache anstieg. Auch in dieser Beziehung gab es keine signifikanten Diffe-

renzen zwischen den beiden Gruppen. An der RCR von FCCP kann man ablesen, wie groß 

die Kontrolle der ATP-Synthetase über die Elektronentransportkette ist, denn sie vergleicht 

das maximale Potential des ETS, wenn dieses nach der Enkopplung mit FCCP nicht mehr 

von der ATP-Synthetase reguliert werden kann, mit dem maximalen hemmenden Einfluss 

der ATP-Synthetase auf das ETS, nachdem das Enzym durch Oligomycin inhibiert wurde 

[Gnaiger  2008 e]. Die UCRu/D (Uncoupling Control Ratio) setzt die maximale Kapazität 

des ETS ins Verhältnis mit der maximalen, an die ATP-Produktion gekoppelte Atmung, 

die durch die Gabe von ADP ermöglicht wird. Im Falle der UCRu/c wurden durch die Subs-

titution von Cytochrom c etwaige Verluste dieses Stoffes korrigiert. An der UCRu/D konnte 

man sowohl bei den OP 27 °C- als auch bei den OP 37 °C-Tieren erkennen, dass die ent-

koppelte Atmung um den Faktor 2,3 höher ist als die unter physiologischen Bedingungen. 

Die unter dem Einfluss von Cytochrom c bestimmte UCRu/c ergab für die OP-27 °C-Mäuse 

eine Relation von 1,94, die der OP 37 °C-Tiere betrug 1,56. Zwar ist dieser Unterschied 

nicht signifikant, dennoch lässt sich aber eine Tendenz der OP 27 °C-Gruppe zu höheren 

Werten bemerken. Insgesamt kann man an den vorliegenden Daten ersehen, dass die Ent-

kopplung bei der Maus eine eindeutige Steigerung der Atmungsaktivität bewirkt. Diese ist 

sehr viel ausgeprägter als z.B. beim Schwein, bei dem sich die Atmungsrate durch FCCP 
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nicht anheben lässt [Zangl 2011]. Hierfür ergeben sich drei mögliche Erklärungen: Zum 

einen könnte die Hemmung durch die ATP-Synthetase so stark sein, dass die Komplexe 

unter physiologischen Bedingungen nur schwer an ihre eigentlichen Fähigkeiten heranrei-

chen können. Zum anderen könnten Mäuse eine größere Reserve für Situationen, in denen 

schnell möglichst viel ATP produziert werden muss, besitzen. Auch bei der Untersuchung 

kultivierter endothelialer Zellen konnte eine durch die Gabe von geringen Konzentrationen 

an FCCP induzierte Steigerung der Atmungsaktivität um mehr als das doppelte im Ver-

gleich zur gekoppelten Atmung beobachtet werden [Gnaiger et al. 1998 c], menschliche 

endotheliale Zellen aus der Nabelvene reagieren auf  FCCP mit einem Anstieg um das 3,5-

fache [Steinlechner-Maran et al. 1996], während das Ansprechen auf FCCP bei der Maus 

in Mitochondrien des braunen Fettgewebes sogar noch größer ist als in den Mitochondrien 

aus der Leber [Shabalina et al. 2006]. Ein dritter Erklärungsansatz könnte sein, dass das 

starke Ansprechen der Mäusemitochondrien z.B. im Vergleich zum Schwein ein durch das 

Verfahren der mechanischen Permeabilisierung bedingtes Artefakt darstellen könnte.Da-

her wäre es interessant, das Experiment mit Biopsien aus Schweinelebern zu wiederholen.  

 

4.2.2.5. Komplex IV  

Die gemessene Atmung des Komplex IV erreichte Werte von 352,2 pmol/(s*mg) (Median) 

bei den OP 27 °C-Mäusen und 301,9 pmol/(s*mg) (Median) bei den OP 37 °C-Tieren. 

Hier gab es einen signifikanten Unterschied zwischen den beiden Gruppen: die Atmung 

des Komplexes IV war bei den OP 27 °C-Tieren höher. Dies könnte ein Hinweis darauf 

sein, dass der Komplex IV bei den OP 37 °C-Mäusen einen größeren Schaden davongetra-

gen hat, als der der OP 27 °C-Mäuse. Mittels der CIV Ratio wurde nun die isoliert unter-

suchte Kapazität des Komplexes IV dem entkoppelten Potential des ETS nach FCCP ge-

genübergestellt. Hier ergab sich ein Ergebnis von 2,157 (215,7 % der Atmung nach FCCP; 

Median) für die OP 27 °C- und 1,923 (192,3 % der Atmung nach FCCP; Median) für die 

OP 37 °C-Mäuse. Die beiden Kollektive differierten in Bezug auf die CVI Ratio nicht, was 

sich möglicherweise damit erklären lässt, dass die OP 27 °C-Mäuse auch bei der Atmung 

unter FCCP eine Tendenz zu höheren Werten hatten, weshalb sich die Quotienten der 

Gruppen wieder annäherten. Allerdings sieht man an den hohen Beträgen, dass der O2-Ver-

brauch des Komplexes IV alleine bei beiden Gruppen in etwa doppelt so hoch war wie die 

Aktivität der Komplexe I-IV gemeinsam nach Entkopplung. Das ist ein Hinweis darauf, 

dass die COX alleine ein sehr viel höheres Potential hat, als sie es im Rahmen der At-

mungskette in Verbindung mit den anderen Komplexen ausschöpfen kann. Dieses Ergeb-
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nis zeigte sich auch in zahlreichen anderen Versuchen [Garedew et al. 2006; Gnaiger und 

Kuznetsov 2002; Gnaiger et al. 1998 c; Gnaiger 2003], z.B. konnten Gnaiger und 

Kuznetsov bei der Untersuchung von Mitoplasten aus Rattenherzen ebenfalls eine doppelt 

so hohe Atemaktivität der Mitochondrien mit TMPD als Elektronendonator im Vergleich 

zum physiologischen Weg mit Succinat als Substrat feststellen [Gnaiger und Kuznetsov 

2002]. Auch bei Experimenten an permeabilisierten Fasern des linken Ventrikels der Maus 

ergab sich beim Vergleich der Atmung mit parallelem Fluss der Elektronen über Komplex 

I und II nach Entkopplung mit FCCP mit der Atmung des isolierten Komplexes IV eine 

1,3-fach höhere Atmung für die COX alleine [Garedew et al. 2006]. Dieser Übermaßkapa-

zität ist es zu verdanken, dass eine durch Substratmangel hervorgerufene Hemmung der 

COX sich erst bei sehr niedrigen Konzentrationen der Substrate (Cytochrom c und O2) auf 

die Aktivität der Atmungskette auswirkt. Dies betrifft vor allem das Cytochrom c, dessen 

Mangel bis zu einem gewissen Schwellenwert gut kompensiert werden kann, während eine 

Inhibition der COX durch den Abfall des O2-Partialdruckes sofort zu einem Absinken der 

mitochondrialen Atmung führt [Gnaiger und Kuznetsov 2002]. Deshalb ist zu erwarten, 

dass der regulatorische Einfluss der COX auf die Atmungsaktivität unter physiologischen 

O2-Partialdrücken größer ist als unter den bei den gängigen Experimenten herrschenden 

hohen O2-Konzentrationen [Gnaiger et al. 1998 b]. In der Literatur findet sich eine mög-

liche Erklärung für die COX-Übermaßaktivität darin, dass die COX sie unter physiolo-

gischen Verhältnissen benötigt, um trotz ihrer durch die geringe O2-Konzentration be-

dingten niedrigen Umsatzrate noch eine ausreichend hohe O2-Affinität aufrechterhalten zu 

können und damit optimale Rahmenbedingungen für einen reibungslosen Ablauf der Zell-

atmung schaffen zu können [Gnaiger et al. 1998 c]. Andere sehen die biologische Bedeu-

tung der hohen COX-Kapazitäten darin, dass Gewebe mit einer hohen Aktivität der COX 

schneller auf eine plötzliche Erhöhung des Energibedarfs reagieren können [Bernard et al. 

2006]. Vor allem bei mitochondrialen Defekten ist die Übermaßaktivität von besonderer 

Bedeutung, da hier die Aktivität der COX aufgrund mitochondrialer DNA-Schäden stark 

eingeschränkt sein kann [Letellier et al. 1994]. Bei Experimenten an Mäusen mit einem 

Defekt im Kupferstoffwechsel hatte bereits eine Abnahme der Enzymaktivität um 50% 

eine starke Einschränkung des muskulären Energiehaushalts zur Folge [Kuznetsov et al. 

1996 a]. So kann die COX dank ihrer übermäßigen Kapazitäten beim Vorliegen hetero-

gener Mitochondrien-DNA mit nur einem geringen Anteil an „normaler“ mitochondrialer 

DNA Einschränkungen der Enzymaktivität bis zu einem gewissen Level gut  kompensie-

ren [Letellier et al. 1994, Rossignol et al. 2003]. Die COX-Übermaßaktivität variiert auch 
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von Gewebe zu Gewebe [Gnaiger et al. 1998 b, c]. Bei Untersuchungen der Übermaßak-

tivität der COX basierend auf einer Hemmung des Enzyms mit dem natürlicherweise im 

Körper vorhandenen NO (Stickstoffmonoxid) zeigte sich noch eine andere mögliche Be-

deutung der hohen COX-Aktivität: NO hat in der Zelle eine Vielzahl an Funktionen, unter 

anderem die Regulation der mitochondrialen Atmung über eine Inhibition der COX. Dank 

deren Übermaßaktivität benötigt es relativ hohe Konzentrationen an NO, um die Atmungs-

kette herunterzuregulieren. Auf diese Weise schützt sie die mitochondriale Funktion auch 

bei den im Rahmen von Stoffwechselvorgängen auftretenden hohen NO-Konzentrationen 

vor einer zu starken Hemmung durch NO [Antunes et al. 2004]. Allerdings gibt es in vivo-

Studien an intakten menschlichen Zellen aus unterschiedlichen Geweben (z.B. Muskel), 

die zeigen, dass eine geringe Inhibition der COX in vivo bereits beim Vorliegen nur klei-

ner Anteile an mutierter mitochondrieller DNA zu einem starken Abfall der Atmungsrate 

führen können, insbesondere bei einem parallelen Elektronenfluss über die Komplexe I 

und II, und so z.B. schwere Myopathien hervorrufen können [D´Aurelio et al. 2001; Kunz 

et al. 2000;  Villani et al. 1998; Villani und Attardi 1997]. Das legt die Vermutung nahe, 

dass die Übermaßkapazität der COX in vivo nur sehr gering ausgeprägt ist und die in iso-

lierten Mitochondrien bestimmte hohe Atmungsrate des Komplexes IV ein Artefakt be-

dingt durch Verluste an Metaboliten während der Präparation auf der einen und einem 

übermäßigen Angebot an Substraten während der Messung auf der anderen Seite sein 

könnte. Auch der abgebrochen Kontakt zum Zytoskelett und zu den anderen Zellorganellen 

könnten hierbei eine Rolle spielen [D´Aurelio et al. 2001; Kunz et al. 2000; Villani et al. 

1998; Villani und Attardi 1997]. Zusammenfasssend decken sich die hier erhobenen Er-

gebnisse für die Übermaßatmungsaktivität des Komplex IV aus mechanisch permeabili-

sierten Leberbiopsien der Maus mit den in der Literatur beschriebenen Werten. Die signifi-

kant höhere Atmung des Komplex IV der OP 27 °C-Gruppe gegenüber der OP 37 °C-

Gruppe könnte als Hinweis auf eine Schädigung des Komplex IV bedingt durch Tempera-

turunterschiede während der Operation gesehen werden. Allerdings sind unter Berück-

sichtigung der zitierten Studien, die eine Übermaßaktivität der COX in vivo widerlegen, 

die hier gewonnenen Ergebnisse kritisch zu betrachten, vor allem hinsichtlich der Übertra-

gung auf in vivo-Verhältnisse. Insofern ist es schwierig zu sagen, inwiefern es sich bei den 

hier erhaltenen Werten für die COX-Aktivität lediglich um durch die Versuchsbe-

dingungen selbst artifiziell veränderte Resultate handelt, oder ob in vivo tatsächlich eine 

Verletzung des Komplex IV vorliegt.      

 



Diskussion 

79 

4.3. Messung der mitochondrialen Atmung bei unterschiedlichen  

       Temperaturen im Oxygraphen 

Wie bereits im Material und Methoden-Teil erläutert, haben wir zur Einarbeitung in die 

Methodik Voruntersuchungen von Mäuseleberbiopsien bei Temperaturen von 30 °C in der 

Messkammer des Oxygraphen vorgenommen. Da in der Literatur keine eindeutige Em-

pfehlung für die optimale Temperatur zur Bestimmung der Atmungsaktivität im Oxygra-

phen ausgesprochen wird, entschieden wir uns aber aufgrund der Überlegung, das Milieu 

für die Mitochondrien so physiologisch wie möglich zu gestalten, dafür, für die endgül-

tigen Experimente eine Temperatur von 37 °C anzustreben, da hier das Temperaturopti-

mum der Enzyme warmblütiger Organismen in vivo liegt [Löffler und Petrides 2003]. In 

diesem Teil der Diskussion möchten wir uns nun dem Einfluss der verschiedenen in vitro-

Temperaturen auf das Testergebnis widmen. Allerdings muss bei der Interpretation der Da-

ten berücksichtigt werden, dass die Protokolle vor allem in Bezug auf die Stimulation der 

Komplexe I und II und der bei den Voruntersuchungen nicht erhobenen Aktivitäten des 

Komplexes IV und der fehlenden Entkopplung mit FCCP voneinander abweichen. Im All-

gemeinen gilt für die Enzymkinetik, dass bei einer Temperaturerhöhung um ca. 10 °C ein 

Anstieg der Reaktionsgeschwindigkeit um den Faktor 2 erwartet wird [Löffler und Petrides 

2003]. Das bedeutet für unsere Messungen, dass wir bei 37 °C im Oxygraphen etwas weni-

ger als eine Verdoppelung der Atmungswerte erwarten. Betrachtet man nun die Mediane 

der erhaltenen Atmungsaktivitäten der OXYGRAPH 30 °C- sowie der beiden OP-Gruppen 

für die State 2-Atmung, so fällt auf, dass das OXYGRAPH 30 °C-Kollektiv mit einem Me-

dian von 4,4 pmol/(s*mg) im Vergleich zu den OP 27 °C-Tieren (Median 21,2 

pmol/(s*mg)) fast um den Faktor 4,8 bzw. um den Faktor 3,5 im Falle der OP 37 °C-

Mäuse (Median 15,4 pmol/(s*mg)) niedriger liegen. Damit übertrafen die erhaltenen Fak-

toren die erwartete Verdoppelung der Atmung. Diese Tatsache wurde auch durch die 

Kruskal-Wallis ANOVA on ranks und den Dunn´s Test unterstützt, die für die beiden OP-

Gruppen einen signifikanten Unterschied zur OXYGRAPH 30 °C-Gruppe feststellen konn-

ten. Dafür gibt es nun folgende mögliche Erklärungen: Zum einen kann dieser drastische 

Anstieg der Atmung bei 37 °C nicht alleine auf eine Erhöhung der Messtemperatur zurück-

geführt werden, da der Faktor 2 von beiden OP-Gruppen deutlich übertroffen wird. Gleich-

zeitig muss aber bedacht werden, dass das Protokoll des OXYGRAPH 30 °C-Kollektivs 

nach der Gabe von Malat und Glutamat ja nun nur die State 2-Atmung des Komplexes I er-

fasst, während bei den OP 27 °C- und OP 37 °C-Tieren durch die zusätzliche Gabe von 

Succinat auch noch der Komplex II synchron zum Komplex I stimuliert wird. Betrachtet 
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man nun diese beiden Gegebenheiten zusammen, erklärt sich möglicherweise die festge-

stellte Diskrepanz zwischen den erwarteten und den tatsächlich erhaltenen Werten aus 

einem Zusammenspiel aus der Temperaturerhöhung auf der einen und der höheren At-

mungsaktivität durch gleichzeitige Anregung der Komplexe I und II auf der anderen Seite. 

Auch in Bezug auf das Ansprechen auf ADP lässt sich ein signikanter Unterschied zumin-

dest der OXYGRAPH 30 °C- und der OP 27 °C-Gruppen feststellen (Kruskal-Wallis 

ANOVA on ranks und Dunn´s Test). Hier ist allerdings der Unterschied der State 3-At-

mung nicht so stark ausgeprägt; die Werte der OP 27 °C-Mäuse (Median 73,2 

pmol/(s*mg)) liegen mit einer Erhöhung um den Faktor 2,4 nur leicht über den nach der 

Temperaturregel vorausgesagten Beträgen, während die OP 37 °C-Tiere (Median 60,6 

pmol/(s*mg)) mit einem Verhältnis von 2,0 im Vergleich zur OXYGRAPH 30 °C-Gruppe 

(Median 30,0 pmol/(s*mg)) gut den Erwartungen entsprechen. Hier scheinen also entweder 

der Temperatureffekt oder die synchrone Stimulation der beiden Komplexe oder beide Ef-

fekte gleichzeitig nicht so stark ausgeprägt zu sein. Die Berechnung der RCR des Kom-

plexes I (das Verhältnis der Atmung nach Gabe von ADP zur Atmung unter Malat und 

Glutamat; State 3:State 2) bei Temperaturen von 30 °C im OXYGRAPH-2k ergab einen 

Median von 7,3. Damit war die RCR des Komplex I nur knapp nicht signifikant höher als 

die RCR der Komplexe I und II unter ADP bei den beiden OP-Gruppen, deren Mediane 

beide bei etwa 3,4 lagen, da der durch die Kruskal-Wallis ANOVA on ranks ermittelte p-

Wert mit 0,055 nur relativ knapp über dem Signifikanzniveau von 0,05 lag. Diese fast sig-

nifikante Differenz lässt sich wahrscheinlich darauf zurückführen, dass sich die OXY-

GRAPH 30 °C- und die OP-Gruppen vor allem in der State 2-Atmung stark unterschieden 

(hier lagen die OP-Gruppen weit über den Erwartungen nach der Temperaturregel), wäh-

rend die Atmung unter ADP gut den Regeln der Temperaturerhöhung folgte. Das bedeutet 

aber auch, dass das Absinken der RCR nicht alleine durch die Enzymkinetik verusacht 

wird, da sich diese ja in gleichem Maße sowohl auf die State 2- als auch die State 3-At-

mung ausgewirkt hätte. Die beobachteten Resultate könnten damit erklärbar sein, dass 

eventuell mit der Erhöhung der Temperatur eine vermehrte Entkopplung der beiden OP-

Gruppen auftritt, die dann den stimulierenden Effekt des ADP begrenzt, da der Einfluss der 

ATP-Synthetase auf die Atmungsaktivität bei Entkopplung eingeschränkt ist. Auch in der 

Literatur finden sich Hinweise darauf, dass es aufgrund einer Temperaturerhöhung zu einer 

vermehrten Entkopplung kommen kann, z.B. bei Lebermitochondrien des antarktischen 

Fisches Lepidonotothen nudifrons [Hardewig et al. 1999]. Die nach Injektion erhaltenen 

State 3c-Werte liegen im Median bei den OXYGRAPH 30 °C-Tieren bei 27,4 
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pmol/(s*mg), bei den OP 27 °C-Mäusen bei 91,9 pmol/(s*mg) und bei den OP 37 °C-Na-

gern bei 87,1 pmol/(s*mg). Damit liegen die OP-Gruppen beide um etwa den Faktor 3 (OP 

27 °C: 3,4; OP 37 °C: 3,2) über dem OXYGRAPH 30 °C-Kollektiv. Damit ergibt sich für 

die beiden OP-Gruppen ein signifikanter Unterschied (Kruskal-Wallis ANOVA on ranks 

und Dunn´s Test), der ebenfalls höher liegt, als es nur aufgrund der Temperaturregel ange-

nommen werden würde. Die Untersuchung der Cytochrom c Control Ratio mittels 

Kruskal-Wallis ANOVA on ranks und Dunn´s Test, bei der der Anstieg auf die Gabe von 

Cytochrom c hin mit der Atmung unter ADP verglichen wird, ergab für die OP 37 °C-

Gruppe einen signifikant höheren Wert (Median 1,4) bezogen auf die OXYGRAPH 30 °C-

Tiere (Median 0,9), während der Nachweis eines solchen Unterschiedes für den Vergleich 

des OXYGRAPH 30 °C-Kollektivs mit der OP 27 °C-Gruppe (Median 1,2) nicht erbracht 

werden konnte. Die signifikant höhere Cytochrom c Control Ratio der OP 37 °C-Mäuse 

lässt sich wahrscheinlich nur auf die bedeutend ausgeprägtere Reaktion der OP 37 °C-Tiere 

auf das Cytochrom c hin erklären, da beim Vergleich der Anregung durch das ADP kein 

Unterschied zwischen den beiden Kollektiven festgestellt werden konnte. An dieser Stelle 

wird auch nochmals deutlich, dass die OP 37 °C-Tiere wesentlich stärker auf die Stimula-

tion durch Cytochrom c ansprechen als die OP 27 °C-Tiere, da es hier trotz signifikanter 

Unterschiede sowohl in Bezug auf die Atmung unter ADP als auch der Stimulation durch 

Cytochrom c im Vergleich zur OXYGRAPH 30 °C-Gruppe nicht zu einer signifikant hö-

heren Cytochrom c Control Ratio kommt. Als mögliche Erklärung für diese Erkentnisse 

kommt nun neben der Enzymkinetik noch hinzu, dass bei der Existenz des vermuteten Cy-

tochrom c-Transport-Mechanismuses der Miotchondrien dieser bei höheren Temperaturen 

möglicherweise auch besser arbeiten und so zu einem stärkeren Ansprechen der beiden 

OP-Gruppen auf Cytochrom c hin führen könnte, sodass sich der Temperatureffekt hier 

nicht nur auf die Enzyme der einzelnen Komplexe, sondern auch auf die des Transportme-

chanismuses ausweiten ließe. In diesem Fall gibt es also mit Struktur des Protokolls und 

der Enzymkinetik sowohl der Komplexe als auch des vermuteten Cytochrom c-Transport-

mechanismuses schon drei mögliche Ursachen für den bemerkenswerten Unterschied der 

beiden OP-Gruppen im Vergleich zum OXYGRAPH 30 °C-Kollektiv. Betrachtet man nun 

die RCR des Komplex I unter Cytochrom c (OXYGRAPH 30 °C; Median 6,2) und die 

RCR der Komplexe I und II unter Cytochrom c (OP 27 °C; Median 4,3 bzw. OP 37 °C; 

Median 4,8), so kann die Kruskal-Wallis ANOVA on ranks zwischen den einzelnen Grup-

pen keine bedeutsame Differenz nachweisen. Dieser Umstand lässt sich eventuell damit 

begründen, dass die beiden OP-Gruppen zwar sowohl nach Stimulation mit Cytochrom c 
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als auch bei der Atmung unter Malat, Glutamat und Succinat statistisch signifikant höhere 

Werte haben, sich diese Unterschiede aber bei der Bildung der Quotienten letztlich wieder 

relativieren. Wird nun bei der OXYGRAPH 30 °C-Gruppe nach Hemmung des Komplex I 

mittels Rotenon der Komplex II durch das Hinzufügen von Succinat in die Kammer stimu-

liert, so gibt der gemessene O2-Verbrauch die Aktivität des Komplex II unter Cytochrom c 

(dieses befand sich ja bereits vor der Stimulation mit Succinat im Medium) wieder. Dieser 

Betrag lag bei den OXYGRAPH 30 °C-Messungen im Median bei  61,6277 pmol/(s*mg). 

Da wir auch hier keinen Einzelwert für den Komplex II bei den OP-Mäusen zur Verfügung 

hatten, benutzten wir bei den OP-Kollektiven erneut die Atmung der Komplexe I und II 

nach Substitution von Cytochrom c als Pendant. Diese lagen im Median bei 91,8534 

pmol/(s*mg) (OP 27 °C) und 87,0993 pmol/(s*mg) (OP 37 °C). Die zur Auffindung etwa-

iger Unterschiede angewendete Kruskal-Wallis ANOVA on ranks ergab für keine der 

Gruppen ein signifikantes Ergebnis. Allerding ist es interessant, dass der Komplex II der 

OXYGRAPH 30 °C-Gruppe alleine zwar von den Werten her stets unter der Atmungsakti-

vität der Komplexe I und II der OP-Tiere liegt, sich hier aber kein signifikanter Unter-

schied zeigt, und dieses trotz höherer Temperatur in der Kammer, denn die OP 27 °C-Tiere 

lagen lediglich um den Faktor 1,5 über den OXYGRAPH 30 °C-Mäusen; bei den OP 37 

°C-Nagern betrug dieser Faktor 1,4. In der Literatur ist die Messung der mitochondrialen 

Atmung im Oxygraphen bei unterschiedlichen Temperaturen vor allem auf dem Gebiet der 

Untersuchung der Anpassung verschiedener Organismen an widrige Umweltbedingungen 

von Interesse [Almeida-Val et al. 1994; Birkdale und Gesser 2003; Irving und Watson 

1976; Weinstein und Somero 1998]. Dabei steht vor allen Dingen die Bedeutung der Mito-

chondrien für die Akklimatisation der Lebewesen an extreme Umgebungstemperaturen, 

wie z.B. tropischer  [Irving und Watson 1976] oder antarktischer Fische [Weinstein und 

Somero 1998], im Mittelpunkt. Diese und andere Wasserlebewesen greifen bei der Anpas-

sung an Temperaturveränderungen auf ATP-verbrauchende Stoffwechselleistungen (z.B. 

Produktion von Eiweißen und Gluconeogenese) zurück [Glanville und Seebacher 2006]. 

Untersuchungen an isolierten Mitochondrien aus Leber und Herz des Krokodils bei 20, 25 

und 30 °C im Oxygraphen ergaben für die State 3-Atmung des Komplex I (Malat, Pyruvat 

und ADP im Untersuchungsmedium) einen Anstieg der Atmungsaktivitäten mit der Tem-

peratur [Glanville und Seebacher 2006]. Diese Ergebnisse sind insofern mit den von uns 

erhobenen Werten konform, als dass auch wir einen Anstieg der gekoppelten Atmung mit 

ATP-Synthese der OXYGRAPH 30 °C-Messungen im Vergleich zu den beiden OP-Grup-

pen feststellen konnten, immer unter der Einschränkung, dass bei den OP-Mäusen die 
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Komplexe I und II gleichzeitig stimuliert wurden, während bei der OXYGRAPH 30 °C-

Gruppe nur über Komplex I Elektronen in das ETS eingespeist wurden. Im Rahmen von 

Experimenten an Herzmitochondrien aus Triplefin-Fischen mit einem parallelen Elek-

tronenfluß über die Komplexe I und II (Malat, Glutamat und Succinat) bei Temperaturen 

von 15, 25 und 30 °C im Oxygraphen konnten Hilton et al. ebenfalls nach Zugabe von 

ADP einen Abfall der RCR (State 3-Atmung:State 2-Atmung) mit zunehmender Tempera-

tur feststellen. Diese Beobachtung erklärten sie sich damit, dass der Transport des Gluta-

mats in die mitochondriale Matrix vom Membranpotential abhängig ist, das seinerseits mit 

der Temperatur abnimmt. Daher kommt es bei Temperaturerhöhung zu einer Abnahme des 

Elektronenflusses über den Komplex I, was dann zu einem Abfall der RCR führt [Hilton et 

al. 2010]. Übertragen auf unsere Ergebnisse findet sich damit nun auch eine weitere mög-

liche Erklärung für die Beobachtung, dass die RCR des Komplex I unter ADP bei Tem-

peraturen im Oxygraphen von 30 °C tendenziell höher liegt als die RCR unter ADP der 

Komplexe I und II gemeinsam bei 37 °C im Oxygraphen, da es auch bei unseren Mäusele-

bern eventuell zu einer Absenkung des Flusses der Elektronen über den Komplex I mit 

einem Anstieg der Temperatur kommen könnte. Zusammenfassend ist der Aufbau des Pro-

tokolls für die Aussagekraft der Messergebnisse wesentlich bedeutender als die Tempera-

tur in den Kammern. Hier liegt wahrscheinlich der einzige Vorteil einer Temperatur von 37 

°C darin, dass sie eher der physiologischen Situation entspricht. Allerdings muss bedacht 

werden, dass die Proben zwischenzeitlich im Kühlschrank heruntergekühlt und erst im 

Oxygraphen wieder erwärmt wurden, wodurch bereits Artefakte entstehen können. Es ist 

also letztlich fraglich, ob die Temperatur im Oxygraphen eine große Rolle spielt, oder ob 

sie nicht vernachlässigbar ist, solange sie nicht so niedrig ist, dass die Enzyme nicht mehr 

arbeiten, oder so hoch (> 40 °C), dass sie denaturieren [Löffler und Petrides 2003]. Den-

noch wäre es interessant, diesen Versuch noch einmal mit identischen Protokollen für alle 

Kollektive zu wiederholen. 

 

4.4. Grenzen der Methode 

Wie jede wissenschaftliche Untersuchungsmethodik hat auch die Untersuchung von Mito-

chondrien aus permeabilisierten Gewebeproben der Leber im OXYGRAPH-2k ihre Gren-

zen. Dies beginnt schon bei der Präparation der kleinen Leberbiopsien. Hierbei ist es wich-

tig, möglichst viel Parenchym und wenig kapsuläres Bindegewebe zu gewinnen, da im 

Letzteren weniger Mitochondrien enthalten sind als im für die Syntheseleistung verant-

wortlichen Parenchym, wo die Zellorganellen besonders zahlreich vertreten sind [Lüll-
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mann-Rauch 2003]. Ist der Anteil des Kapselgewebes in der Probe zu groß, kommt es zur 

Verfälschung der Messung, da relativ zur Masse weniger Organellen vorhanden sind, was 

dann eine geringere Atmungsaktivität des Gewebes vorspiegelt. Auch muss bei der Inter-

pretation der Ergebnisse bedacht werden, dass die zur Stimulation oder Hemmung hinzu-

gefügten Substrate im Überschuss gegeben werden mussten, da die genauen benötigten 

Mengen bis dato unbekannt sind und einer verminderten Wirkung bedingt durch Unterdo-

sierung vorgebeugt werden sollte [Gnaiger 2008 c]. Dies bedeutet aber vor allem bei der 

Stimulation der Komplexe mit Malat, Glutamat, Succinat und ADP sowie beim Cytochrom 

c-Test starke Einschränkungen beim Nachempfinden der physiologischen Verhältnisse.  

Dies betrifft auch die in unseren Experimenten verwendeten hohen O2-Partialdrücke von 

bis zu 400 nmol/ml, die um ein Vielfaches höher liegen als die unter in vivo-Verhältnissen 

von 3-30 µM [Murphy 2009]. Auch ist die O2-Konzentration abhängig vom physiolo-

gischen State des Mitochondriums und dem mit dem Blut zum Mitochondrium transpor-

tierten O2 und unterliegt aufgrund des Konsums durch die COX selbst starken lokalen 

Schwankungen [Murphy 2009]. All diese unterschiedlichen Faktoren können im Oxy-

graphen nicht den biologischen Verhältnissen entsprechend nachempfunden werden, was 

eine Einschränkung der Übertragbarkeit darstellt.  Dadurch schaffen wir möglicherweise 

vor allem für Enzyme wie die COX optimalere Bedingungen als die, die in einer intakten 

Zelle herrschen, was dann die Übertragungsfähigkeit unserer Ergebnisse auf die Situation 

im lebenden Organismus einschränkt [Villani und Attardi 1997]. Auch werden in unseren 

Experimenten die Gewebeproben mechanisch permeabilisiert, so dass wir keinerlei Aus-

sage mehr darüber treffen können, inwiefern die Kontakte der Mitochondrien zum Zyto-

skelett und den anderen Zellorganellen erhalten geblieben sind. Dadurch ist es anhand 

unserer Versuche nicht möglich, ihre Interaktion mit diesen und die Beeinflussung der Mi-

tochondrien durch die anderen Organellen zu beurteilen. Dass dies bei der Interpretation 

der Daten berücksichtigt werden sollte, wird in der Literatur, besonders bei der Unter-

suchung der Regulation der mitochondrialen Atmung [Saks et al. 1998],  häufig bestätigt. 

So gibt es z.B. bezüglich der Reaktion von Mitochondrien aus Säugetierherzen schwan-

kende Angaben über ihre Affinität gegenüber ADP, je nach dem, ob isolierte Mitochon-

drien oder Mitochondrien aus gehäuteten Fasern mit intakter äußerer Membran und er-

haltenen Kontakten zum Zytoskeltett vorliegen [Birkdale und Gesser 2003]. Auch ist das 

Verhalten von Mitochondrien in vitro und in vivo nach Stimulation mit ADP unterschied-

lich. Es wird vermutet, dass es eine Gruppe von extramitochondrialen, zytoplasmatischen 

Proteinen geben soll, die die Durchlässigkeit der äußeren Mitochondrienmembran für ADP 
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regulieren und damit Einfluss auf die ATP-Synthese nehmen [Kuznetsov et al. 1996 b; 

Saks et al. 1998; Saks et al. 1995; Saks et al. 1994; Saks et al. 1993]. Auch weisen Phan-

tom-Kardiomyozyten, die lediglich Mitochondrien und das Zytoskelett, aber kein Zyto-

plasma mehr enthalten, nach Stimulation mit ADP das selbe Verhalten auf wie permeabili-

sierte Zellen [Saks et al. 1998], und die Behandlung gehäuteter Muskelfasern mit Trypsin 

erniedrigt die Permeabilität der äußeren Membran für ADP [Saks et al. 1995]. Daraus 

schlossen Saks et al., dass dieser regulierende Proteinfaktor mit dem Zytoskelett assoziiert 

sein muss und beim Isolierungsvorgang verloren geht, was die äußere Membran vollkom-

men durchlässig für ADP macht [Saks et al. 1998; Saks et al. 1995; Saks et al. 1994]. Ein 

anderes Beispiel für die Interaktion der Mitochondrien mit dem Zytoskelett stellen die von 

Leterrier et al. entdeckten Interaktionen zytoskelettärer Mikrotubuli und Neurofilamente, 

die an Proteinen auf der Oberfläche der äußeren Membran von Gehirnmitochondrien in-

serieren, dar [Leterrier et al. 1994]. Die komplexen Feedback-Regelkreisläufe, bei denen 

das Mitochondrium auf das Zytoplasma angewiesen ist, können in permeabilisierten Zellen 

ebenfalls nicht untersucht werden [Saks et al. 1998]. Diese Faktoren werden bei in vitro-

Versuchen an isolierten Mitochondrien nicht berücksichtigt und bilden eine weitere Ein-

schränkung bei der Übertragbarkeit der Ergebnisse auf die zellulären in vivo-Verhältnisse 

und den gesamten Organismus. Ein anderer Punkt ist der, dass wir keine Information darü-

ber haben, ob sich die Morphologie der Mitochondrien bei der mechanischen Permeabili-

sierung verändert, denn zumindest beim herkömmlichen Verfahren, Mitochondrien zu iso-

lieren, kommt es aufgrund des Isolationsmediums auch innerhalb des Organelles zu einer 

Veränderung der Kontakte zwischen der inneren und der äußeren Membran [Saks et al. 

1994]. Dieses ist bei unserer Methode zwar eher unwahrscheinlich, da wir auf die Mito-

chondrien oder Zellen angreifende Chemikalien verzichten, aber es wäre interessant, die 

Mitochondrien aus mechanisch permeabilisierten Geweben z. B. noch mittels Elektronen-

mikroskop zu untersuchen, um eine intakte Morphologie nachzuweisen, denn wie schon 

bei der Auswertung des Cytochrom c-Tests festgestellt, kann man mit dieser Methode da-

rüber keine sicheren Angaben machen. Ebenfalls ist es wahrscheinlich, dass bei dieser Art 

der Präparation auch einige Mitochondrien selbst zu Schaden kommen. Bei der Isolierung 

von Mitochondrien z.B. werden allein schon durch den Isolierungsvorgang selbst 90 % der 

Mitochondrien zerstört, so dass im Nachhinein nicht mehr bestimmt werden kann, welcher 

Mitochondrienpopulation die erhaltenen Organellen letztlich angehören [Saks et al. 1994]. 

Dies ist auch einer der Hauptvorteile der Untersuchung permeabilisierter Gewebeproben, 

da mit diesem Verfahren auch die oftmals nur sehr geringen zur Verfügung stehenden Ge-
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webeproben, z.B. aus Biopsien, verarbeitet werden können [Saks et al. 1994; Saks et al. 

1998]. Da es allerdings für keine der beiden Methoden Aussagen über den Anteil der durch 

das jeweiligen Verfahren selbst beschädigten Mitochondrien gibt, gibt es zur Zeit keinerlei 

Grundlagen zur Beurteilung, welche von ihnen in Bezug auf diesen Aspekt größere Arte-

fakte durch die Gewebeverarbeitung selbst hervoruft. Abschließend muss also bei der In-

terpretation aller hier vorliegenden Ergebnisse bedacht werden, dass sich mit dieser Metho-

de nur Aussagen über die Mitochondrien auf zellulärer Ebene machen lassen, nicht jedoch 

über den gesamten Organismus. 

 

4.5. Schlussfolgerung 

Die ersten beiden Fragen, die mit dieser Arbeit beantwortet werden sollten, sind die, ob 

sich anhand mechanisch permeabilisierter Leberbiopsien der Maus die mitochondriale 

Funktion charakterisieren lässt und ob eine zusätzliche chemische Permeabilisierung not-

wendig oder sogar schädlich ist. Die erste Frage lässt sich mit ja beantworten, bei Experi-

menten an mechanisch permeabilisierten Leberbiopsien im OXYGRAPH-2k kommt es 

nach Stimulation der Mitochondrien mit Substraten zu einer deutlichen Reaktion, die sich 

auch durch die Applikation von Digitonin nicht steigern lässt. Dies lässt den Schluss zu,  

dass diese Methode genauso gut zur Erhöhung der Durchlässigkeit der Zellmembran geeig-

net ist, wie das chemische Verfahren mit Digitonin. Was die Frage nach einer zusätzlichen 

chemischen Permeabilisierung betrifft, so hat das ausschließlich mechanische Vorgehen 

gegenüber dem herkömmlichen Verfahren mit Chemikalien den Vorteil, dass sich so Ne-

benwirkungen, wie Schäden durch die lange Lagerung des Gewebes oder das Angreifen 

auch der mitochondrialen Membran durch die Chemikalie, verhindern lassen. Ein weiterer 

angenehmer Nebeneffekt ist der, dass bei dem manuellen Zerpflücken der Gewebeproben 

die Kosten für permeabilitätserhöhende Chemikalien wegfallen, so dass man also sagen 

kann, dass eine zusätzliche Permeabilisierung der Gewebeproben nicht notwendig ist, son-

dern eher schädigenden Einfluss hätte. Bei der Untersuchung der Temperatureffekte mit 

dem mechanischen Verfahren stellte sich allerdings heraus, dass es einen Aspekt gibt, der 

noch weiterer Untersuchungen bedarf, nämlich der, dass die Anwendung dieses Verfahrens 

bei Mäuselebern möglicherweise Artefakte in Form einer falsch hohen mitochondrialen 

Funktion hervorruft. Dies zeigte sich bei den hier vorliegenden Messungen besonders stark 

bei der Applikation von FCCP; hier war die Reaktion der Atmungsaktivität der Maus we-

sentlich ausgeprägter als die von Schweinelebern, bei denen das mechanische Verfahren 

angewendet worden war. Dieses Phänomen sollte noch einmal in gesonderten Experimen-
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ten verifiziert werden. Die nächste Frage, die mit dieser Arbeit beantwortet werden sollte, 

war die, inwiefern sich Änderungen der Körpertemperatur auf die mitochondriale Funktion 

auswirken. Da bei jeder Analyse der mitochondriellen Funktion ein gut strukturiertes Sub-

strat-Inhibitor-Protokoll die Voraussetzung für eine hohe Qualität und Aussagekraft der ge-

wonnen Ergebnisse darstellt, wurde im ersten Teil der Diskussion der Temperatureffekte 

zuerst das Protokoll charakterisiert, bevor anschließend näher auf die Temperatureffekte 

selbst eingegangen wurde. Die hervorstechendsten Eigenschaften, die das  angewandte 

Protokoll besonders dazu qualifizieren, die Mitochondrien der Maus zu untersuchen, sind 

folgende: Die synchrone Stimulation der Komplexe I und II der Atmugskette gleichzeitig 

durch die parallele Gabe von Malat, Glutamat und Succinat ist gemäß dem aktuellen Stand 

der Forschung die beste Möglichkeit, den Elektronenfluss auf die Elektronentransportkette 

so physiologisch wie möglich nachzuempfinden. Damit kommen die resultierenden Ergeb-

nisse den wahren Verhältnissen näher als mit den herkömmlichen Protokollen, die die Ein-

speisung der Elektronen über die Komplexe I und II isoliert voneinander erforschen. Ein 

anderes Merkmal des Protokolls war die Verwendung von Cytochrom c zu Überprüfung 

der Intaktheit der äußeren Mitochondrienmembran. Dieser weitverbreitete Test basiert auf 

der Annahme, dass Cytochrom c unbeschädigte Membranen nicht überwinden kann und 

somit ein Anstieg der Atmungsaktivität auf die Gabe dieser Substanz hin einen Hinweis 

darauf darstellt, dass eine Beschädigung der Membran vorliegt und der Atmungsanstieg 

auf eine Substitution des aufgrund der defekten äußeren Membran freigesetzten Cytochrom 

c zurückzuführen ist. Die von uns beobachteten signifikanten Anstiege des O2-Verbrauchs 

auf die Applikation des Cytochrom c hin, dessen Ausprägung sich in den beiden Gruppen 

signifikant untschied, könnten als Hinweis gesehen werden, dass tatsächlich ein Membran-

schaden vorgelegen hat, der bei den OP 37 °C-Tieren (sie wiesen ein stärkeres Ansprechen 

als ihre OP 27 °C-Pendants auf) größer ausgeprägt ist als bei den OP 27 °C-Tieren. Aller-

dings findet man in der Literatur einige Anhaltspunkte, die dafür sprechen, dass im spezi-

ellen Fall der Maus die Reaktion auf das Cytochrom c hin auch auf einen bis dato unbe-

kannten Transportmechanismus zurückzuführen sein könnte, der es den Mitochondrien er-

laubt, diese Substanz über die Membran hinweg aufnehmen zu können. In diesem Falle 

wären die beobachteten Unterschiede zwischen den beiden Kollektiven möglicherweise le-

dilich auf eine gesteigerte Enzymkinetik des Tranportprozesses oder der Enzyme der At-

mungskette bei höheren Temperaturen zurückzuführen. In Anbetracht dieser Vermutungen 

ließe die Reaktion auf das Cytochrom c hin keinerlei Rückschlüsse auf die Versehrtheit der 

äußeren Mitochondrienmembran zu. Da man mit den hier vorgestellten Experimenten eine 
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solche These nicht beweisen kann, sollte die Untersuchung dieses Sachverhaltes Gegen-

stand zukünftiger Forschungen an Mitochondrien werden. Ein weiterer wichtiger Punkt im 

verwendeten Protokoll ist die Titrierung des Entkopplers FCCP. Wie sich bei der Analyse 

der Temperatureffekte herausstellte, trifft im Falle der Mitochondrien aus der Mäuseleber 

die weitverbreitete These, die maximale Atmungsaktivität der Mitochondrien könne nur 

unter ADP verzeichnet werden, nicht zu. Die hier bestimmte Atmungsaktivität unter ADP 

betrug bei beiden Gruppen lediglich 43 % der erreichten Werte nach Entkopplung. Damit 

liegt die Vermutung nahe, dass bei der Bestimmung der mitochondriellen Atmung der 

Maus im Gegensatz zu z.B. dem Schwein, bei dem eine Entkopplung keinerlei Effekte 

zeigt, in Zukunft immer ein Entkoppler gegeben werden sollte, um die maximalen Kapazi-

täten des ETS bestimmen zu können. Die Bedeutung der starken Reaktion auf den Ent-

koppler könnte darin liegen, dass bei den Mäusen entweder die Hemmung durch die ATP-

Synthetase sehr viel höher ist als bei anderen Tierarten, oder darin, dass die Maus über hö-

here Reserven zur schnellen Steigerung der ATP-Produktion im Bedarfsfall verfügt. Aller-

dings sind auch artifiziell hohe Reaktionen auf FCCP bedingt durch die mechanische Per-

meabilisierung nicht auszuschließen, so dass es interessant wäre, zur genaueren Untersu-

chung dieser Phänomene in Zukunft weitere Experimente durchzuführen. Die Bearbeitung 

des Vergleichs der OP 27 °C-Tiere mit den OP 37 °C-Tieren zeigte außer den oben bereits 

erwähnten Unterschieden in den beiden Gruppen lediglich noch eine Differenz der Kollek-

tive bezüglich der isoliert von den Komplexen I-III und V bestimmten Atmungsaktivität 

des Komplexes IV, der Cytochrom c Oxidase. Dieses Enzym, das die über das ETS ge-

leiteten negativen Ladungen auf elementares O2 übertägt, wies bei der von den anderen 

Komplexen unabhängigen Untersuchung einen O2-Verbrauch auf, der bei beiden Kollek-

tiven den der maximalen Kapazität aller Komplexe zusammen unter FCCP um den zwei-

fachen Wert überstieg. Aus diesem Ergebnis lässt sich nun die Vermutung ableiten, dass 

die COX über eine Übermaßkapazität verfügt, für deren Erklärung eine Vielzahl an Mög-

lichkeiten in Betracht kommt. So wird in der Literatur dafür häufig die These herangezo-

gen, dass auf diese Weise bis zu einem gewissen Schwellenwert große Mengen an defekten 

Enzymen aufgrund mutierter mitochondrialer DNA kompensiert werden können, oder dass 

diese Übermaßaktivität nötig sei, um bei den in den Zellen herrschenden niedrigen O2-Par-

tialdrücken noch eine ausreichend hohe O2-Bindungskapazität gewährleisten zu können. 

Auch ließ sich hier ein signifikanter Unterschied der beiden Gruppen im O2-Verbrauch 

verzeichnen, da die OP 27 °C-Tiere bei Werten von 352,2 pmol/(s*mg) und die OP 37 °C-

Tiere bei 301,9 pmol/(s*mg) lagen. Das könnte ein Anhalt dafür sein, dass die COX der 
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OP 37 °C-Tiere während der Operation einen stärkeren Schaden erlitten haben könnte. 

Allerdings muss man auch hier die Interpretation der Ergebnisse kritisch betrachten, da die 

Bedeutung, und vor allem die einer tatsächlichen Übermaßkapazität der COX in vivo, in 

der Literatur kontrovers diskutiert wird. Alle anderen angestellten Vergleiche der At-

mungsaktivitäten in Abhängigkeit der Gabe eines Substrats bzw. Inhibitors hatten keinerlei 

signifikante Unterschiede zum Ergebnis. Insgesamt betrachtet muss aus den im Rahmen 

dieser Arbeit gewonnenen Daten der Schluss gezogen werden, dass Schwankungen der 

Körpertemperatur der Maus, z.B. während einer Operation, lediglich geringe Aus-

wirkungen auf die mitochondriale Funktion zu haben scheinen. Der letzte Teil der Frage-

stellung beschäftigte sich damit, inwiefen die in vitro-Temperatur während der Messungen 

im Oxygraphen das Testergebnis beeinflusst. Die einzige wirklich interessante  Beobach-

tung dieses Versuchsteils war, dass die RCR des Komplex I unter ADP bei der 

OXYGRAPH 30 °C-Gruppe tendenziell höher liegt als die RCR unter ADP der Komplexe 

I und II bei Messungen bei 37 °C im Oxygraphen (OP-Gruppen). Dieser Unterschied war 

bei einem Signifikanzniveau von 0,05 mit einem p-Wert von 0,055 annähernd signifikant. 

Dieses Absinken der RCR bei höheren Temperaturen könnte auf mehrere mögliche Ur-

sachen zurückzuführen sein: Zum einen könnte es bei den beiden OP-Gruppen aufgrund 

der höheren Umgebungstemperatur zu einer Entkopplung gekommen sein, die dann den 

stimulierenden Effekt des ADPs auf die Atmungskette verminderte. Zum anderen könnte 

die Abnahme der Temperatur über eine Erniedrigung des Matrixpotentials eine Hemmung 

des Glutamattransports in das Mitochondrium verursachen, was sich dann indirekt in Form 

einer geringeren Atmungsaktivität des Komplex I niederschlägt. Insgesamt betrachtet 

scheint angesichts der hier vorliegenden Ergebnisse die Messtemperatur im Oxygraphen 

im Vergleich zum verwendeten Messprotokoll keine besondere Auswirkung auf das Ergeb-

nis zu haben. Der einzige mögliche Vorteil der Messung bei 37 °C ist der, dass hierbei die 

optimalen Bedingungen für die Enzymkinetik geschaffen werden. Eine Verfälschung die-

ser Ergebnisse aufgrund des zwischenzeitlichen Abkühlens der Proben bei der Lagerung 

und der Verarbeitung kann allerdings nicht ganz ausgeschlossen werden. Daher wäre zur 

wirklich sicheren Abklärung etwaiger Temperaturunterschiede im Oxygraphen eine Mes-

sung mit dem gleichen Messprotokoll sowie sofortiger Preparation der Proben ohne kurz-

zeitige Kühlung nötig. 
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5 Zusammenfassung 

 

In der Literatur gibt es Hinweise darauf, dass es z.B. bei Sepsis zu Störungen der mito-

chondrialen Bioenergetik kommt. Da in der Sepsis-Forschung häufig Mäuse als Tiermodell 

eingesetzt werden, etablierten wir die bisher nur bei Schweinen angewendete mechanische 

Permeabilisierung als neue Methodik zur Untersuchung von Mitochondrien aus kleinen 

Leberbiopsien der Maus. Ein Vorteil des Verfahrens ist, dass so noch ausreichende Organ-

mengen für weitere Versuche erhalten bleiben. In Experimenten hat sich gezeigt, dass 

Mäuse bei der Anästhesie rasch auskühlen, wodurch Verfälschungen der Ergebnisse mög-

lich sind. Deshalb beschäftigt sich diese Arbeit mit der Untersuchung von Temperaturef-

fekten auf die mitochondriale Atmung. Es wurden 30 Mäuse während einer Vollnarkose 

(Midazolam/Ketamin) einer medianen Laparotomie mit anschließender Schmerz- und An-

tibiotikatherapie (Clindamycin/Ceftriaxon) unterzogen. Sie waren in zwei Gruppen aufge-

teilt. Die Körpertemperatur der OP (Operation) 37 °C (Grad Celsius)-Gruppe wurde mittels 

Wärmesystem konstant auf 37 °C gehalten, während bei der OP 27 °C-Gruppe der Ab-

kühlung nicht entgegengewirkt wurde. Hier war ein Abfall auf bis zu 27° C zu verzeich-

nen. 16 Stunden nach dem Eingriff wurden die Tiere tracheotomiert, intubiert und beatmet, 

dann wurden sie per Blutentnahme aus der Vena cava inferior und Thorakotomie getötet. 

Nach Gewinnung der Leberbiopsie wurde das Gewebe mit Pinzetten mechanisch per-

meabilisiert, wodurch nach Zerstörung der Zellmembranen die Mitochondrien frei vor-

lagen. Zur Analyse der mitochondrialen Atmung im OXYGRAPH-2k wurde ein Substrat-

Inhibitor-Protokoll verwendet, dessen Prinzip darauf beruht, die Komplexe der Atmungs-

kette erst gezielt zu stimulieren, um sie dann mit spezifischen Inhibitoren zu hemmen. 

Über den resultierenden Effekt auf die Atmung lässt sich auf die Bedeutung des Kom-

plexes für die Mitochondrienfunktion schließen. Bei der Untersuchung der Mitochondrien 

einer Spezies ist der Aufbau des Protokolls wichtig, um die Komplexe zu analysieren. Da-

rum stand hier dessen Beschreibung und seine Eignung besonders für die Maus im Zen-

trum. Im Rahmen der Arbeit testeten wir die im Vergleich zur bisher üblichen chemischen 

Permeabilisierung mit Digitonin schnellere und artefaktärmere mechanische Methode, um 

Gewebeproben zu verarbeiten und die Organellen den Substraten zugänglich zu machen. 

Wie die geringe Reaktion der mechanisch permeabilisierten Organellen auf Digitonin hin 

zeigt, bietet die Methode eine gute Alternative zum chemischen Verfahren. Zum Vergleich 

der Temperaturgruppen wurde ein Mann-Whitney-Rangsummentest durchgeführt, wäh-

rend die Feststellung signifikanter Reaktionen auf ein Substrat innerhalb einer Gruppe 
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durch den Wilcoxon-Rangtest erfolgte. Ein Ergebnis war der starke Anstieg der Atmung 

auf die Entkopplung mit FCCP (Carbonylcyanid-p-trifluoromethoxyphenylhydrazon) im 

Vergleich zur maximalen gekoppelten Atmung unter ADP. Dies könnte entweder bedeu-

ten, dass die Hemmung durch die ATP-Synthetase sehr hoch ist, oder dass Mäuse über 

große Reserven zur raschen Steigerung der ATP-Produktion verfügen. Allerdings sind 

auch artifiziell hohe Reaktionen bedingt durch die mechanische Permeabilisierung nicht 

auszuschließen, da sich beim Schwein kein solcher Effekt auf FCCP einstellt. Zur Über-

prüfung der äußeren Membran wurde Cytochrom c gegeben (Cytochrom c-Test), was eine 

signifikante Steigerung des Sauerstoffverbrauchs mit deutlichem Unterschied zwischen 

den Kollektiven zum Resultat hatte. Es wird angenommen dass das Cytochrom c nur als 

Vorläuferprotein ins Mitochondrium gelangen kann. Die Reaktion könnte bedeuten, dass 

ein Membranschaden vorgelegen hat, der bei den OP 37 °C-Tieren größer ausgeprägt war. 

Jedoch gibt es in der Literatur Anhalt dafür, dass Mäuse über Transporter verfügen könn-

ten, um Cytochrom c von außen ins Mitochondrium aufzunehmen. Dann ließe dieser Test 

keine Aussage über die Intaktheit der Membran zu und die Unterschiede könnten der tem-

peraturabhängigen Enzymkinetik geschuldet sein. Die isolierte Messung der COX (Cyto-

chrom c Oxidase) ergab überall eine Verdopplung der Atmung relativ zur Entkopplung, 

wobei die Werte der OP 27 °C-Tiere signifikant höher lagen. Das lässt sowohl eine Über-

maßaktivität als auch eine größere Beschädigung der COX der OP 37 °C-Gruppe vermu-

ten. Eine Eigenschaft des Protokolls ist, dass durch die simultane Gabe von Malat, Gluta-

mat und Succinat Komplex I und II parallel über das Ubiquinon Elektronen in das Electron 

Transport System (ETS) einspeisen. Damit wird es den natürlichen Bedingungen gerechter 

als herkömmliche Protokolle. Der letzte Teil widmete sich dem Einfluss der Oxygraphen-

temperatur während der Messung. Hierfür wurden mittels Kruskal-Wallis One Way 

Analysis of Variance (ANOVA) on Ranks mit folgendem Dunn´s Test die Ergebnisse der 

OP 27 °C- und 37 °C-Gruppen, die bei 37 °C in den Kammern untersucht wurden, mit 

Messungen bei 30 °C im Oxygraphen verglichen. Es zeigte sich ein Absinken der  RCR 

(Respiratory Control Ratio) der Komplexe I und II der OP-Kollektive gegenüber der Mes-

sung bei 30 °C. Dies könnte ein Hinweis auf eine vermehrte Entkopplung bei Erwärmung 

sein. Zusammengefasst bietet also die mechanische Methode eine gleichwertige Alterna-

tive zur Permeabilisierung mit Digitonin, ferner sollte bei Mäusen FCCP zur Erfassung der 

maximalen ETS-Kapazität gegeben und die Aussage des Cytochrom c-Tests kritisch hin-

terfragt werden. Bei der OP 37°C-Gruppe könnte eine Beschädigung der COX vorliegen. 

Ein Temperaturanstieg im Oxygraphen könnte zu einer vermehrten Entkopplung führen.  
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