Der Einfluss von MiD51 auf die mitochondriale Dynamik

Dissertation

Universitat Rostock
Fakultat fir Humanmedizin

Institut fiir Medizinische Biochemie und Molekularbiologie

H

vorgelegt von: Jeannette Warkus
geboren am: 05.04.1986 in Eisenhiittenstadt
Gutachterin: Prof. Dr. rer. nat. Simone Erika Baltrusch

Institut fir med. Biochemie und Molekularbiologie
Schillingallee 70
18057 Rostock

Abgabedatum: 6. November 2019

https://doi.org/10.18453/rosdok_id00002547


zef007
Schreibmaschinentext
https://doi.org/10.18453/rosdok_id00002547

zef007
Schreibmaschinentext

zef007
Schreibmaschinentext

zef007
Schreibmaschinentext

zef007
Schreibmaschinentext





Dekan: Prof. Dr. E. Reisinger
1.Gutachter: Prof. Dr. Simone Baltrusch
2.Gutachter: Prof. Dr. Martina Diifer
3.Gutachter: Prof. Dr. Burkhard Hinz
Datum der Disputation: 09. Juli 2019



Tagungsbeitrage

Schultz J., Warkus J., Waterstradt R., Baltrusch S.:  Eine verstarkte MiD51 Expression
fiilhrt zu einer veranderten mitochondrialen Netzwerkstruktur und einem Verlust der Glukosere-

sponsivitit in Beta-Zellen“ ; Jahrestagung der Deutschen Diabetes Gesellschaft 2016

Schultz J., Warkus J., Waterstradt R., Baltrusch S.: ,MiD51 is not only important
for mitochondrial morphology but also for glucose-stimulated insulin secretion in pancreatic
beta cells* , EASD 2016

Publikationen

Schultz J., Warkus J., Waterstradt R., Wolke C., Baltrusch S.: ,MiD51 is important

for maintaining mitochondrial health in pancreatic beta cells* ; submitted

II



Inhaltsverzeichnis

1 Einleitung

1.1 Diabetes mellitus . . . . . . . . . . . e
1.2 Das Pankreas . . . . . . . . . . . e e
1.2.1 Funktion der B-Zellen . . . . . . . . . . . . . ... ... ..
1.2.2  Glukose-stimulierte Insulinsekretion . . . . .. .. ... ... ... ....
1.3 Mitochondrien . . . . . . . . . . e e
1.4 Mitochondriale Dynamik . . . . . . .. ... ... L oo
1.4.1 Mitochondrialer Fusionsprozess . . . . . . . . . . . .. ... ... .....
1.4.2 Mitochondrialer Teilungsprozess . . . . . . . . . . . . ... ... .....
1.5 Struktur und Funktion von MiD51 . . . . . .. .. ... ... ... ........
1.6 Zielstellung der Arbeit . . . . . . . ... L

2 Material

2.1 Zellen . . .o
2.2 Zellkultur-Medien . . . . . . . . ..o
2.3 Inselisolation . . . . . . . . . . . . e
2.4 Vektoren . . . . . . . . . e e e
2.5 Transfektionsreagenz . . . . . . . . . . ... e
2.6 AntikOrper . . ... L
2.7 TagMan®-Sonden . . . . . . . .. ...
2.8 Fluoreszenzfarbstoffe . . . . . . . . . . . ...
2.9 DMolekulargewichtsmarker . . . . . . . .. .. oL oo L
2.10 Enzyme . . . ... e
201 Kits . . o o
2.12 Chemikalien . . . . . . . . . . L e
2.13 Verwendete Losungen und Puffer . . . . . .. ... ... o oL
2.14 Verbrauchsmaterialien . . . . . . . . . ... . . o
2.15 Gerdte . . . . . ... e e
3 Methoden

3.1 MING-Zellen . . . . . . .. e

3.1.1  Zellkultivierung . . . . . . . .. oL

3.1.2  Zellzahlbestimmung und Zellvitalitatstest . . . . . . . ... ... ... ..

© N O s W NN -

—
W =

15
15
15
16
16
16
17
17
18
18
18
19
19
21
22
23

25
25
25
25

III



3.2 Imselisolation . . . . . . . . .. 26
3.2.1 Imselkultivierung . . . . . . .. .. Lo 28
3.3 Transfektion . . . . . . . . .. 28
3.4 Immunhistochemie . . . . . . . . . ... Lo 29
3.4.1 Indirekte Immunfluoreszenz . . . . . . . ... ... ... 30
3.4.2 Mitochondriale Morphologie . . . . . . . . . . ... ... ... ... 30
3.4.3 Mitochondriales Membranpotential . . . . . . .. ... ... ... ..... 31
3.5 Proteinbestimmung . . . . . . . ... 31
3.5.1 Proteinpraparation . . . . . . . . . ... 31
3.5.2 Proteinkonzentrationsbestimmung nach Bradford . . . . . . ... .. ... 32
3.5.3 SDS-Page . . . . . . . e 32
3.5.4 Transfer der Proteine . . .. ... .. ... ... ... ... .. .. ..., 33
3.5.5  Western Blot-Hybridisierung . . . . . . . . . ... ... ... .. ..... 34
3.6 Genexpressionsanalysen . . . . ... ... L0 34
3.6.1 RNA-Isolation . . . . .. . . . . . . .. ... 34
3.6.2 RNA-Konzentration . . . . . . . . .. ... ... ... 35
3.6.3 c¢cDNA-Synthese . . . . . . . . . . . . 35
3.6.4 quantitative RT-PCR . . . . . . .. . ... ... ... ... 35
3.7 Funktionsanalysen . . . . . . . . . . L e 38
3.7.1 Glukose-stimulierte Insulinsekretion . . . . ... ... ... ... ..... 38
3.7.2 Insulin-ELISA . . . . . . . e 39
4 Ergebnisse 41

4.1 Analyse der Genexpression des mitochondrialen Elongationsfaktors MiD51 nach
Uberexpression in MIN6-Zellen . . . . . . . .. .. ... ... ... 42
4.1.1 MING6-Zellen . . . . . . . . . e e e 42
4.1.2 Primére Maus-Inselzellen . . . . . . . .. .. ... ... ... . ... ... 43

4.2 Proteinexpressionsanalyse des mitochondrialen Elongationsfaktors MiD51 nach
Uberexpression von MiD51 in MIN6-Zellen . . . . . . . ... ... ........ 44

4.3 Immunhistochemische Analyse der MiD51-Expression nach Uberexpression in
MING6-Zellen und primaren Maus-Inselzellen . . . . . . . . ... ... . ... ... 45
4.3.1 MING6-Zellen . . . . . . . . . e e e 45
4.3.2 Primére Maus-Inselzellen . . . . . . . ... . ... ... ... ... ... 46

4.4 Analyse der mitochondrialen Morphologie nach Uberexpression von MiD51 in
MING-Zellen . . . . . . . . 47

4.5 Analyse des mitochondrialen Membranpotential nach Uberexpression von MiD51
in MING-Zellen . . . . . . . . . . . e e e 48

v



4.6 Analyse der glukose-stimulierten Insulinsekretion nach Uberexpression von MiD51 49
4.6.1 MING6-Zellen . . . . . . . . . e e 49
4.6.2 Primére Maus-Inselzellen . . . . . . . ... .. .. ... ... 50
Diskussion 51

5.1 Verinderungen der mitochondrialen Morphologie nach Uberexpression von MiD51
in MING-Zellen . . . . . . . . . . . . e e 53

5.2 Vermindertes mitochondriales Membranpotential nach Uberexpression von MiD51
in MING-Zellen . . . . . . . . . . . e e o4

5.3  Verminderte glukose-stimulierte Insulinsekretion nach Uberexpression von MiD51
in MING-Zellen . . . . . . . . . . . . e e e o7
6 Zusammenfassung 59
7 Thesen 61
Abbildungsverzeichnis 63
Tabellenverzeichnis 65
Abkiirzungen 66
Literaturverzeichnis 71
Eidesstaatliche Erklarung 95
Lebenslauf 97
Danksagung 99






1 Einleitung

1.1 Diabetes mellitus

Definiert wird der Diabetes mellitus als ein heterogenes Krankheitsbild, welches durch eine hy-
perglykdmische Stoffwechsellage charakterisiert ist. Urséchlich ist dabei entweder das Vorliegen
einer gestorten Insulinsekretion oder einer verminderten Insulinwirkung oder beides.

Durch die chronische Hyperglykdmie kann es zu diabetesspezifischer Mikroangiopathie kommen,
die vorwiegend die Augen (diabetische Retinopathie), die Nieren (diabetische Nephropathie) und
das Nervensystem (diabetische Neuropathie) betrifft. Dariiber hinaus kann auch eine diabetes-
assoziierte Makroangiopathie vorwiegend an Herz, Gehirn und peripheren Arterien resultieren
[173].

In den letzten Jahrzehnten ist die Pravalenz des Diabetes mellitus kontinuierlich angestiegen.
FEinem Bericht von 2015 zufolge sind weltweit etwa 415 Millionen Menschen betroffen. Das
bedeutet, dass 8,8 Prozent (%) der Weltbevolkerung und damit jeder Zehnte an dieser Stoff-
wechselerkrankung leidet. Entsprechend der Hochrechnung ist bis zum Jahre 2040 mit einem
Anstieg der Diabetikerzahl auf etwa 642 Millionen zu rechnen, wobei die stirkste Zunahme in
den Entwicklungsléndern zu verzeichnen sein wird [74].

In der nachfolgenden Tabelle sind die vier Klassen des Diabetes mellitus nach pathogenetischen

Mechanismen zusammengefasst.

I. Typ 1 Diabetes
(B-Zell-Zerstorung, die iiblicherweise zum absoluten Insulinmangel fiihrt)

A. Immunologisch vermittelt
B. Idiopathisch

I1. Typ 2 Diabetes
(kann sich von einer vorwiegenden Insulinresistenz mit relativem Insulinmangel
bis zu einem vorwiegend sekretorischen Defekt mit Insulinresistenz erstrecken)



ITI. Andere spezifische Diabetes-Typen

. Genetische Defekte der B-Zell-Funktion

. Genetische Defekte der Insulinwirkung

. Erkrankungen des exokrinen Pankreas

. Endokrinopathien

. medikamenten- oder chemikalieninduziert

Infektionen

. seltene Formen des immunvermittelten Diabetes

. andere, gelegentlich mit Diabetes assoziierte genetische Syndrome

HTQdTEHO QW >

IV. Gestationsdiabetes

Tabelle 1.1: Klassifikation des Diabetes mellitus nach ADA, 1997, EK IV; Alberti et Zimmet,
1998b, EK 1V

1.2 Das Pankreas

Das im Epigastrium befindliche sekundér retroperitoneale Pankreas ist ein Driisenorgan, wel-
ches sich makroskopisch aus Caput, Corpus und Cauda zusammensetzt. Das Pankreas enthélt
funktionell exokrine und endokrine Eigenschaften. Den Hauptanteil macht das exokrine Drii-
sengewebe aus, welches téaglich etwa 2 Liter an enzymreichen, alkalischen Verdauungssekret in
das Duodenum entlésst. Die Gesamtheit aus den mehr als 1 Million Langerhans-Inseln stellen
den endokrinen Anteil dar, der nur etwa 2 % der gesamten Organmasse ausmacht. Die Inseln,
die in kleinen Gruppen zusammenliegen, sind im exokrinen Gewebe verstreut, wobei sie sich am
dichtesten gesdt im Schwanzteil befinden.

In den Langerhans-Inseln lassen sich vier Zelltypen unterscheiden. Etwa 70 % machen die insulin-
produzierenden Beta (3)-Zellen aus. Einen Anteil von circa 20 % haben die glukagonproduzieren-
den Alpha (a)-Zellen, circa 5 % die somatostatinproduzierenden Delta (d)-Zellen und weniger als
5 % sind pankreatisches Polypeptid (PP) sezernierende Zellen [106, S. 408 ff.].

1.2.1 Funktion der 3-Zellen

Hauptaufgabe der B-Zellen ist die Produktion und Sezernierung von Insulin. Die Synthese des
Insulins erfolgt am rauen endoplasmatischen Retikulum der B-Zellen, wobei zunéchst ein ein-
kettiges Vorldufermolekiil (Préproinsulin) gebildet wird. Durch Abspaltung eines Signalpeptids
entsteht das Proinsulin, welches anschlieBend im Lumen des endoplasmatischen Retikulums ge-
faltet wird. Die proteolytische Prozessierung iiberfithrt das Proinsulin in das reife Hormon Insu-
lin. Dabei wird das sogenannte C-Peptid abgespalten. Bis zur Freisetzung werden reifes Insulin

und C-Peptid gemeinsam in sekretorischen Granula gespeichert [13].



1.2.2 Glukose-stimulierte Insulinsekretion

Stimulierend fiir die Insulinsekretion wirken der Parasympathikus und einige Enterohormone
(z.B. glucose-dependent insulinotropic peptide (GIP) und glucagon-like peptide (GLP-1) [106].
Der wichtigste Stimulus ist allerdings die Erhohung der Blutglukosekonzentration. Das Gluko-
sesensorenzym Glukokinase vermittelt eine sigmoidale Beziehung zwischen Glukoseanstieg und
Insulinsekretion [11]. Ab einer Blutglukosekonzentration von 2-3 mmol/l beginnt die Insulinaus-
schiittung. Diese ist bis zu einer Blutglukosekonzentration von 15 mmol/] ansteigend.

Da die Blutglukosekonzentration bei Gesunden nie unter 4 mmol/1 fallt, besteht eine dauerhafte
basale Insulinsekretion. Dies ist eine essenzielle Grundlage fiir die Versorgung der Gewebe mit
Glukose.
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Abbildung 1.1: Mechanismus der glukose-stimulierten Insulinsekretion [67]

Die molekulare Grundlage fiir die Insulinsekretion ist Adenosintriphosphat (ATP) als intrazel-
luldres Signal. In Abhéngigkeit von der Konzentration wird Glukose von den B-Zellen aufge-
nommen und verstoffwechselt. Die Aufnahme von Glukose in die 8-Zelle erfolgt iiber einen in
der Zellmembran vorhandenen Glukosetransporter GLUT1 (Mensch) bzw. GLUT2 (Nagetiere).
Dabei verhindert das Glukosesensorenzym Glukokinase den Riicktransport durch die Phosphory-

lierung zu Glukose-6-Phosphat, welches dann weiter zu Pyruvat verstoffwechselt wird. Anschlie-



Bend wird Pyruvat in die mitochondriale Matrix transportiert und zu Acetyl-CoA carboxyliert
und in den Citratzyklus eingeschleust [158]. Die dabei entstehenden Reduktionsidquivalente wer-
den in der mitochondrialen Atmungskette zur Gewinnung von ATP genutzt [144]. Das Resultat
ist ein Anstieg des zelluldiren ATP/ADP-Verhéltnisses.

Der Sulfonylharnstoffrezeptor (SUR) ist ein, in der Plasmamembran verankerter, ATP-sensitiver
Kaliumkanal. Durch die Bindung von ATP an diesen Rezeptor kommt es zur SchlieBung des
Kanals und zur Depolarisation der 8-Zelle. Durch das kurzfristige Ionenmissverhéltnis wird ein
spannungsabhéngiger Calciumkanal geoffnet. Die in das Zytosol einstrémenden Calciumionen

bewirken eine gesteigerte Exozytose der mit Insulin gefiillten Granula [67].

1.3 Mitochondrien

Mitochondrien sind essenzielle Zellorganellen, die von einer Doppelmembran umschlossen werden
und in ihrer Funktion im Wesentlichen der ATP-Synthese dienen. Die Anzahl an Mitochondrien
pro Zelle variiert deshalb je nach Energiebedarf. Es werden vier Reaktionsrdume definiert. Die
duflere und innere Mitochondrienmembran, der Intermembranraum und die mitochondriale Ma-
trix. Die innere Mitochondrienmembran ist im Gegensatz zur dufleren Mitochondrienmembran
durch Cristae charakterisiert, die zu einer Vergréfierung der Membranoberfliche fithren. Der da-
zwischen liegende Intermembranraum steht durch Porine mit dem Zytoplasma in Verbindung.
In der mitochondrialen Matrix laufen wichtige Reaktionen ab, wie zum Beispiel die 8-Oxidation
von Fettsduren. Auch der Zitratzyklus und Teile der Harnstoff-, Steroidhormon- und Hamsyn-
these sind dort lokalisiert [67]. Mitochondrien sind zudem wichtig fiir die Calciumhomdostase
[168]. In der inneren Mitochondrienmembran sind die vier Komplexe der Atmungskette sowie
die ATP Synthase integriert [67].

Mitochondrien enthalten ein eigenes Genom. Die zirkuldre Desoxyribonukleinsdure (DNA), die
37 Gene umfasst, hat entwicklungsgeschichtlich einen bakteriellen Ursprung. Wahrend der grofite
Anteil der mitochondrialen Proteine durch Gene des Zellkerns codiert werden, verbleiben einige
Proteine der Atmungskette und mitochondriale Transfer-Ribonukleinsiduren (tRNAs) auf dem
mitochondrialem Genom [67, 8]. Wenn apoptotische Proteine, aus der Matrix und der inneren
Membran des Mitochondriums, in die Zelle freigesetzt werden, kann der Zelltod dadurch eingelei-
tet werden. Auflerdem werden verschiedene Erkrankungen mit der mitochondrialen Dysfunktion
assoziiert, da die zelluldre Funktion den Grad der mitochondrialen Lebensfdhigkeit widerspiegelt
[129, 168].



1.4 Mitochondriale Dynamik

Mitochondrien existieren in lebenden Zellen als dynamisches Netzwerk, welches durch stiandige
Teilungs- und Fusionsprozesse aufrechterhalten wird. Diese Dynamik ist wichtig fiir viele zellulére
Funktionen wie Mitose, ATP-Produktion, Autophagie und Apoptose [171, 122, 12, 164, 94, 119].
Durch innere und duflere Membranfusion wird ermdéglicht, dass Organelleninhalte wie Lsun-
gen, Metabolite, Proteine und mitochondriale Desoxyribonukleinsédure (mtDNA) ausgetauscht
werden [110, 109, 92, 91, 62, 171]. Dies erlaubt eine Anpassung an wechselnde Zellbedingungen,
wobei die Héufigkeit der Fusions- und Teilungsprozesse variiert [15].

Der Umfang an mitochondrialen Morphologien (Grofie, Form und Lénge) ist sehr heterogen
[45]. Von kleinen Kugeln oder kurzen Stdbchen bis hin zu langen Tubuli [15]. Diese morpholo-
gischen Moglichkeiten werden durch Verschmelzung und Teilung gesteuert. Auflerdem werden
Mitochondrien aktiv in der Zelle mittels Zytoskelett transportiert [29]. Sie werden beispielsweise
zu Regionen mit erhhtem Energieanspruch rekrutiert [45].

Der mitochondriale Lebenszyklus ist Bestandteil der mitochondrialen Dynamik [71]. Die mito-
chondrialen Proteine sind in der nukledren und mtDNA verschliisselt und kénnen posttranslatio-
nal modifiziert, abgebaut, oxidiert oder anderweitig verdndert werden. Diese Situation kann als
»lokale Kontrolle“ beschrieben werden, welche sich durch Effekte von kleinsten Umgebungsén-
derungen ergibt und die individuelle mitochondriale Fusion und Teilung bewirkt. Daraus ergibt
sich, dass die ,lokale Kontrolle* die Kapazitit eines individuellen Mitochondiums beziiglich sei-
ner Funktion der Energieproduktion, der Absonderung apoptotischer Stimuli oder die mtDNA-
Vermehrung beeinflusst [171, 180].

Gegeniiber der ,lokale Kontrolle* sind die , globale Kontrolle® Mechanismen, die die ,lokale
Kontrolle“ entweder aufheben oder vereinnahmen kénnen. Damit kann der dynamische Status
der Mitochondrien in der ganzen Zelle modifiziert werden. Der Zellzyklus ist dabei ein wesentli-
ches Beispiel fiir die ,,globale Kontrolle®“. Fine Schliisselphase des Zellzyklus ist G1-S, die durch
nukledre Transkriptionsfaktoren kontrolliert wird [116, 155]. Die Aktivierung dieser Transkripti-
onsfaktoren fiihrt zur Erh6hung der mitochondrialen Anhaufung, der respiratorischen Kapazitéit
und Energieproduktion, die wihrend der Synthese-Phase (S-Phase) der Zellteilung ben6tigt wird
[155].

Es wurde herausgefunden, dass der mitochondriale Netzwerkzusammenschluss in der G1-S-Phase
auftritt und fiir den Fortschritt in die S-Phase benotigt wird [116]. Zusétzlich beginnt auch eine
Hyperfragmentation des mitochondiralen Netzwerkes in der S-Phase [169]. Schliefllich werden
in der Mitose-Phase (M-Phase) fragmentierte Mitochondrien zu den gegeniiberliegenden Enden
von Tochtermitochondrien dezentralisiert, um gemeinsame Bewegung und Verteilung zwischen
den Tochterzellen zu gewéahrleisten. Mitochondrien kénnen allerdings auch vom dynamischen

Lebenszyklus gelost und durch Autophagosomen abgebaut werden [171, 80, 124].



Eine Darstellung dieses Prozesses sowie die Rolle der globalen und lokalen Kontrolle wird in

Abbildung 1.2 gezeigt.
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Abbildung 1.2: mitochondrialer Lebenszyklus [71]
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Eine Dysfunktion der mitochondrialen Dynamik kann die Alterung zur Folge haben und eine
Reihe von Krankheiten bedingen [95, 156], einschlielich neurodegenerative [83, 112, 147, 177],

kardiovaskuldre Erkrankungen [69] und Krebserkrankungen [118, 64]. Neuste Untersuchungen

geben Hinweise darauf, dass eine mitochondriale Dysfunktion zur Entstehung des Diabetes mel-

litus Typ 2 beitragen kann [152].



1.4.1 Mitochondrialer Fusionsprozess

Die mitochondriale Fusion ist essenziell, um eine homogene Organellenpopulation aufrecht zu er-
halten und die Bildung von mtDNA sowie den Austausch von Metaboliten zu gewéhrleisten. Die
mitochondriale Fusion ist ein zweistufiger Prozess, bei dem sich zuerst die duflere und dann die
innere Mitochondrienmembran separat voneinander vereinigt. In Sdugerzellen wird die duflere
Mitochondrienmembranverschmelzung durch zwei grole Guanosintriphosphatasen (GTPasen),
Mitofusin 1 (Mfnl) und Mitofusin 2 (Mfn2), kontrolliert. Die Membranverschmelzung der inne-
ren Mitochondrienmembran wird durch optic atrophy 1 (OPA1) kontrolliert. Allerdings ist nicht
bekannt, wie dieser Fusionsprozess aktiviert wird und wie mitochondrialer Inhalt, die zeitliche
Verteilung und Aufteilung koordiniert werden [129].

Eine Studie der Arbeitsgruppe Chen et al. zeigte, dass eine gestérte Funktion von Mfnl oder
Mfn2 zu einer Fragmentierung des mitochondrialen Netzwerkes, mit Bildung von kurzen Sté-
ben und Kugeln, fithrt [32]. Da die Mitofusine in den verschiedenen Geweben unterschiedlich
exprimiert werden, haben sie somit eine unterschiedliche Fusionsaktivitét [154]. Mfn2 ist tiberall
dort prasent, wo Mfnl abwesend ist. Mfn2 wird spezifischer reguliert und durch andere Zell-
komponenten und Prozesse moduliert, die keine Mfnl Interaktion bendtigen [95]. Mause, denen
entweder Mfnl oder Mfn2 fehlt, versterben bereits in der Schwangerschaft. Es konnte in den em-
bryonalen Stammzellen dieser Mause mit Mitofusinmangel keine Fusionsaktivitdt nachgewiesen
werden [32, 31, 128].

Veranderungen der mitochondrialen Morphologie und Funktion werden mit verschiedenen Er-
krankungen assoziiert. Es ist bekannt, dass eine Mutation von Mfn2 beim Menschen die neuro-
degenerative Erkrankung Charcot-Marie-Tooth Type 2A verursacht [190].

Mifnl und Mfn2 sind homolog und besitzen dhnliche rdumliche Strukturen [32, 154, 91]. Da
sie zu 63 % identisch sind [154], kénnen sie sich durch ihre gleichen biochemischen Aktivitédten
funktionell ersetzen [32, 26]. Die Mitofusine sind Auflenmembranproteine, die die Lipiddoppel-
membran des Mitochondriums mit ihrer Transmembrandoméne U-férmig durchspannen. Somit
verbleiben sowohl die C-terminale Doméne als auch die N-terminale GTPase Doméne im Zytosol
(sieche Abbildung 1.3a) [154]. Der vom Membranpotential und Guanosintriphosphat (GTP) ab-
héngige Fusionsmechanismus [113] ist iiber die Heptad Repeat 2 (HR2)-Region vermittelt. Mfn1l
und Mfn2 kénnen homo- oder heterooligomerische Proteinkomplexe bilden. Dadurch wird eine
Interaktion mit dimeren, antiparallelen HR2-Doménen, welche sich zwischen zwei benachbar-
ten Mitochondrien befinden, eingegangen (Abbildung 1.3b). Diese hetero- und homotypischen

Dimere bewirken vorrangig die Fusion von Mitochondrien [85].



Mitochondrion Mfn1 proteins

OPA1

(a) (b)

Abbildung 1.3: Mitochondrialer Fusionsprozess
a) Proteinaufbau von Mitofusinen, modifiziert nach Cohen et al. [39], MOM =
mitochondriale Auflenmembran, MIM = mitochondriale Innenmembran
b) Komplexbildung zwischen zwei Mfnl Proteinen zweier benachbarter Mito-
chondrien iiber die HR2-Region [26]

OPA1 ist ein dynamin-&dhnliches Protein, das sich in der inneren Mitochondrienmembran befindet
und fiir die Aufrechterhaltung der Cristae Morphologie sowie fiir die innere Membranverschmel-
zung verantwortlich ist [37, 128]. Es folgt einem gewebespezifischen Verteilungsmuster und wird
im gesamten Pankreas am hochsten exprimiert [43]. OPA1 kann in léslicher Form vorliegen,
oder fest an die innere Membran verankert sein [43]. Es besteht aus acht Isoformen und der
Morphologiezustand ist abhédngig von der Balance der long und short Isoformen. OPA1 enthélt
eine NHy-terminale mitochondriale Import Sequenz (MIS) [95]. Nach MIS folgt eine Transmem-
brandoméne, die OPA1 in der mitochondrialen Membran verankert. Anschlieend folgt eine
prolinreiche Region, die fiir die Protein-Protein-Interaktion verantwortlich ist. Die nachfolgende
Doméne ist die ,,Splice Region*, bei der wahrscheinlich durch alternatives Spleiflen die verschie-
denen Isoformen entstehen. Nach der GTPase- und Mitteldoméne folgt eine GTPase Effektor
Doméne [95], welche an der Oligomerisation und der Aktivierung von Dynamin beteiligt ist
[143]. Die Regulation der OPA1 Spaltung durch verschiedene Proteasen ist stark abhéangig von
dem Zugang zu verarbeitende Stellen und zellulére Stressstimuli [129]. Die Inaktivierung der
GTPase Domaéne fithrt zu vermehrter Fragmentierung der Mitochondrien [31]. Eine verminder-
te Expression von OPAL1 in den B-Zellen fithrt zu Stérungen der Stimulus-Sekretions-Kopplung
[37]. Des Weiteren fiihrt ein Fehlen von OPA1 zu einem verminderten Membranpotential, gestor-
ter Enzymaktivitiat der Atmungskettenkomplexe, fragmentierten Mitochondrien und gesteigerter
Apoptose [37, 55, 65, 128]. Mutationen in OPA1 verursachen beim Menschen eine dominante
optische Atrophie [43].



1.4.2 Mitochondrialer Teilungsprozess

Die Balance zwischen mitochondrialer Teilung und Fusion ist Voraussetzung fiir die Funkti-
onsfédhigkeit von Mitochondrien und daraus folgend auch essenziell fiir die Zellfunktion. Un-
kontrollierte Teilung fithrt zu heterogenen Organellenpopulationen mit nicht-uniformen mtDNA
Vorkommen, einer verdnderten Fahigkeit zur ATP-Produktion, einer erhéhten Kapazitéat fiir
die Generation von reaktiven Sauerstoffspezies und einer erhhtem Empfanglichkeit der Zel-
lapoptose [129]. Der Teilungsprozess wird vor allem benétigt, um gealterte oder beschidigte
Mitochondrien durch Autophagie oder Mitophagie aus dem gesamten Netzwerk zu entfernen.
Dies gewiéhrleistet, dass defekte Mitochondrien klein genug sind, um in lytische Vesikel oder
Autophagosomen verpackt und anschlieend abgebaut und ihre Bestandteile wiederverwertet zu
werden [129].

Eine zentrale Rolle im Teilungsprozess besitzt das dynamin-related protein 1 (Drpl) [87]. In
einer Studie konnte gezeigt werden, dass Méuse mit fehlendem Drpl bereits in einem frithen
embryonalen Stadium versterben [77, 175]. Beim Menschen verursachen Mutationen im Drpl
erbliche Neuropathien [23, 137]. Der pathophysiologische Mechanismus dieser Erkrankungen
liegt vermutlich ein abnormaler Transport und Fehlverteilung von Mitochondrien zugrunde, die
zu einer distal betonten axonalen Degeneration fithren [115].

Drpl ist eine dynamin-dhnliche GTPase, die vorwiegend im Zytosol der Zelle lokalisiert, aber
auch an der mitochondrialen Oberfliche zu finden ist [165]. Es enthélt vier Doménen: 1) eine
N-terminale GTPase Doméne, welche die enzymatische Aktivitat beinhaltet, 2) eine mittlere
Doméne, die wichtig ist fiir die Oligomerization, 3) eine alternativ-gespleifite, variable Doméne,
die posttranslationale Modifikationen enthélt und 4) eine C-terminale GTPase Effektordoméne,

die mit der GTPase Doméne interagiert.

'5' =\ 'uri"’-*

mammnalian PASPOKGHAVNLL-DVPVP-V.
D.rerio PASPOKGHAVNLL-DYPYP-V.
D.melano. IVSPVEP—VYNLLPDYPANHNPRRL
C.elegans KTSPOEKQSANFLPEVPETOLGRKL
| |
CDK1—> P PKA—> P NO

Abbildung 1.4: Struktur von Drpl. Basierend auf der Sequenzéhnlichkeit zu Dynamin, kann die
codierende Drpl-Sequenz in vier Doménen unterteilt werden: GTP = GTPase
Doméne, MID = mittlere Doméne, VD = variable Doméane, GED = GTPase
Effektor Doméne [181].



Das Protein Drpl bindet an der dufleren Mitochondrienmembran als multimerische spiralar-
tige Struktur, um dort eine Einschniirung der Doppelmembran und damit die Teilung durch
GTPase Aktivitdt zu ermoglichen [18, 73, 95]. Die funktionalen Eigenschaften von Drpl wer-
den durch eine Reihe von posttranslationalen Modifikationen moduliert, einschliefllich Phos-
phorylierung [28, 24, 40], Sumoylierung [53|, Ubiquitinierung [123], S-Nitrosylierung [35] und
O-GleNAc-Glykosylierung (N-Acetylglucosamin) [59]. Durch diese Modifikationen wird die Drp1-
Lokalisation und Aktivitdt verdndert. Die ausgelosten Effekte sind unter anderem vermehrte
mitochondriale Fragmentierung und Teilung, Férderung der Rekrutierung von Drpl, Bindungs-
festigkeit und der proteasom-abhéngige Abbau von Drpl [49].

Die aktuelle Literatur zeigt, dass es noch viele Unklarheiten bei dem Teilungsprozess von Mito-
chondrien gibt. Gegenstand derzeitiger Forschung ist es, den Teilungsvorgange und den Ein-
fluss von Drpl besser zu verstehen. Laut aktueller Studien gibt es vier Proteine auf der mito-
chondrialen Auflenmembran, die als Drpl Rezeptor fungieren kénnen: mitochondrial fission pro-
tein 1 (Fisl), mitochondrial fission factor (Mff), mitochondrial dynamics protein of 49 kDa
(MiD49) und mitochondrial dynamics protein of 51 kDa (MiD51) [135].

Neuere Daten [132] zeigen, dass die Rekrutierung von Drpl und damit die mitochondriale Teilung
durch Mff ausgeiibt wird. Diese Prozesse scheinen die Anwesenheit von Fisl nicht zu benttigen
[132]. Eine frithere Studie [90] zeigte, dass Fisl nicht hauptverantwortlich fiir die Rekrutierung
von Drpl ist. Die Herabsetzung von Fisl im S&ugerzellen-System fithrte nicht zur Hemmung
der Rekrutierung von Drpl zur mitochondrialen Oberfléche [90]. Zwei neue Drpl-abhéngige Tei-
lungsproteine, die als Negativregulatoren wirken, wurden identifiziert: Mitochondrialer Elonga-
tionsfaktor 1 (MIEF1)/MiD51 und Mitochondrialer Elongationsfaktor 2 (MIEF2)/MiD49 [188].
Diese sind in der Lage, Drpl an die mitochondriale Auflenmembran zu rekrutieren, aber an-
statt die Teilung zu férdern, binden und inhibieren sie Drpl [188, 135]. In einer sich gegenseitig
ausschlieenden Weise kann MIEF1/MiD51 entweder einen Komplex mit Drpl oder Fisl bilden
[135, 188].

Die Abbildung 1.5 illustriert mégliche Wirkweisen der vier Drpl Rezeptoren. Das klassische
Modell zeigt Fisl als mitochondrialen Rezeptor fiir Drpl und férdert die Teilung von Mito-
chondrien. Das erweiterte Modell stellt dar, dass Fisl, Mff und/oder MiD51/MiD49 das Drpl
an die mitochondriale Membran rekrutieren. Der Mff-Drpl Komplex férdert die mitochondriale
Teilung. Bei Bindung von MiD51/MiD49 an Drpl wird dabei die Drpl-Funktion inhibiert und
die Verschmelzung unabhéngig von Mfn2 geférdert. Auflerdem kann MiD51 einen Komplex mit
Fisl bilden, wodurch der inhibierende Effekt von MiD51 auf Drpl reduziert ist und damit die
mitochondriale Teilung indirekt durch Fisl geférdert wird [46].
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Abbildung 1.5: Modell fiir mitochondriale Teilung. Drpl griin = aktiv, Drpl rot = inhibiert [46].

1.5 Struktur und Funktion von MiD51

MiD51 ist unabhéngig identifiziert als MIEF1 [185, 99]. MiD51 wird vom SMCR7L Gen co-
diert und enthélt 463 Aminosédurereste mit einer N-terminalen Transmembran Doméne. Es ist
mit seiner C-terminalen Region in der dufleren Membran des Mitochondriums verankert und
dem Zytoplasma zugewandt. Die Expression von MIEF1 messenger-Ribonukleinsdure (mRNA)
wurde in folgenden menschlichen Geweben bestétigt: Herz, Skelettmuskel, Pankreas und Nieren
[188]. Das Protein reguliert die mitochondriale Teilung, indem es mit Drpl interagiert und dieses
rekrutiert [134]. Paradoxerweise zeigt die Hochregulation von MiD51 dabei aber eine Inhibition
der Aktivitat von Drpl, was sich in Mitochondrienelongation darstellt [135, 188, 134]. Struktu-
relle Analysen zeigen, dass MiD51 eine veranderliche NTase (Nucleotidyltransferase) Domaine
enthélt, die wahrscheinlich enzymatisch inaktiv ist. Die dimere Struktur scheint gut geeignet, um
ein basales Stadium von Drpl zu rekrutieren [101]. NTase Proteine katalysieren typischerweise
die Polymerisation von Nukleinsduren der Triphosphatnukleotide, was fiir MiD51 nicht gezeigt
werden konnte [100]. Stattdessen bindet es stabil mit Adenosindiphosphat (ADP). Obwohl ADP
MiD51 stabilisiert, induziert es keine Konformationsédnderung. Auch die Bindung und Rekru-

tierung von Drpl zeigt keinen Zusammenhang mit der ADP Bindung [100]. Allerdings ist die
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mitochondriale Teilungsaktivitdt abhéngig von Dimerisation, die durch ADP Bindung verbes-
sert wird und zur Oligomerisation von Drpl nétig ist. Aulerdem verhilft die ADP Bindung bei
der GTPase Aktivitdt von Drpl, indem es die Hydrolyse férdert. Obwohl also MiD51 auch ohne
ADP Bindung Drpl rekrutieren kann, ist es ohne ADP unméglich, eine mitochondriale Teilung

zu bewirken [100]. Allerdings ist der Prozess noch nicht eindeutig aufgeklart und bedarf weiterer

Untersuchungen.
1 20 a7 123 151 318 342 4565 463
N| [T™] DR [ ] NT | |c

Abbildung 1.6: Proteinstruktur. TMD: Transmembrandoméne, DR: ungeordnete Region, NT:
Nucleotidyltransferase Doméne, DRR: Drpl Beschaffungsregion [149]

Der Zusammenhang einer mitochondrialen Dysfunktion und einer verminderten Sekretions-
leistung in B-Zellen konnte bereits in vorangegangenen Studien gezeigt werden. So fiihrte ei-
ne verminderte Expression von Fisl zu einer vermehrten Elongation von Mitochondrien die
mit einer verminderten Glukose-stimulierten Insulinsekretion (GSIS) einhergeht. In priméren
Maus Inselzellen zeigten die Uberexpression von Fisl eine reduzierte GSIS und eine verstirkte
mitochondriale Clusterbildung [159]. In einer weiteren Studie an INS1 Zellen wurde die mito-
chondriale Dynamik nach Herunterregulation von Drpl untersucht. Hierbei zeigte sich, dass
eine verminderte Drpl Expression ebenfalls zu stark elongierten Mitochondrien fithrt. Zusétz-
lich konnte sowohl in INS1 Zellen als auch in Maus Inselzellen eine verstirkte Bildung von
Loop Strukturen der Mitochondrien gezeigt werden. Zusétzlich ist auch die Glukose-stimulierte
Insulinsekretion von der Drpl Expression abhéngig [148]. Mittlerweile sind noch weitere mito-
chondriale Adapterproteine Proteine beschrieben worden, die Drpl aus dem Cytosol an die
mitochondriale Membran rekrutieren und die Teilung von Mitochondrien einleiten konnen. Da-
zu gehoren vor allem die mitochondrialen Elongationsfaktoren 49, 51 (MiD49, 51), die eine
wesentliche Rolle in der mitochondrialen Dynamik spielen. Bislang ist jedoch nicht untersucht,
ob MiD51 in B-Zellen exprimiert wird.
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1.6 Zielstellung der Arbeit

Eine regulierte Insulinfreisetzung aus den B-Zellen des Pankreas ist fiir das physiologische
Blutglukosegleichgewicht essenziell. Hierbei spielt die mitochondriale Dynamik eine besonde-
re Rolle. Koordinierte Fusions- und Teilungsprozesse sind fiir die Aufrechterhaltung der Mito-
chondrienfunktion entscheidend.

MiD51 wird als wichtiger Drpl Rezeptor im mitochondrialen Teilungsprozess angesehen. Welche
Funktion MiD51 in B-Zellen des Pankreas spielt ist bisher nicht untersucht worden. Eine Dys-
funktion der mitochondrialen Teilung beeinflusst die Glukose-stimulierte Insulinsekretion und
begiinstigt die Entstehung des Typ 2 Diabetes mellitus. Die molekularen Mechanismen und

Schliisselfaktoren sind hierbei bislang wenig verstanden. Daher waren die Ziele dieser Studie:

1. die fluoreszenzmikroskopische Analyse des mitochondrialen Netzwerkes nach Uberexpressi-

on von MiD51 in Maus-Insulinoma-Zelllinie (MIN6)-Zellen und priméren Maus Inselzellen

2. die Analyse der mitochondrialen Aktivitdt in Form des mitochondrialen Membranpoten-
tials nach Uberexpression von MiD51 in MING6-Zellen

3. die Analyse der Glukose-stimulierten Insulinsekretion in MIN6-Zellen und primédren Maus

Inselzellen nach Uberexpression von MiD51
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2 Material

2.1 Zellen
Bezeichnung Spezies Gewebeherkunft
Zelllinie
MING Maus Insulinom
Primaéire Zellen
Inselzellen Maus Pankreas
Tabelle 2.1: Zellen
2.2 Zellkultur-Medien
Medium Komponenten Konzentration  Firma
DMEM (Dulbecco’s  Glukose 45 g/l Sigma-Aldrich
modified eagle’s Natriumpyruvate und 0,1 g/l Chemie GmbH
medium) L-Glutamin 2 mM Gibco
hitzeinaktiviertes FCS 10 % Gibco
Penicillin/Streptomycin 1% PAA
RPMI 1640 Hepes 10 mM GE Healthcare
Natriumpyruvat 1 mM Chemie GmbH
L-Glutamine 2 mM Gibco
2-Mercaptoethanol 50 uM Sigma-Aldrich
hitzeinaktiviertes FCS 10 % Gibco
Penicillin /Streptomycin 1% PAA

Tabelle 2.2: Kulturmedien
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2.3 Inselisolation

Losungen Komponenten Konzentration
Krebs-Ringer-Stammlésung NaCl 7,21 g/1
KCl1 0,35 g/1
(Die Losung wurde mit Aqua KHyPO4 x 3 HoO 0,163 g/1
dest. &quibriliert und mit MgSOy4 x 7 HoO 0,296 g/1
NaOH auf pH 7,4 eingestellt.) NaHCOj3 1,68 g/1
CaClg X 2 HQO 0,38 g/l
HEPES 08H18N204S 2,4 g/l
BSA Stocklésung BSA in Krebs-Ringer 10 %
Glukose Stocklésung Glukose 140 mM
Ficoll® Losung Type 400 Stammlésung verdiinnt in PBS 25 %
Collagenase-P von Roche verdiinnt in Krebs-Ringer 2 mg/ml

und 0,5 % BSA

Tabelle 2.3: Reagenzien fiir Inselisolation

2.4 Vektoren

Vektoren Hersteller
pcDNA 3.1 (+) Addgene, Teddington, United Kingdom
pcDNA 3.1 (-) MiD51 4xMyc Hisx6 Addgene, Teddington, United Kingdom

Tabelle 2.4: Vektoren

2.5 Transfektionsreagenz

Reagenzien Hersteller

Effectene® Transfection Reagent Qiagen, Venlo, Niederlande

Tabelle 2.5: Reagenz
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2.6 Antikorper

Bezeichnung Spezies Hersteller

Priméarantikorper

SMCR7L/MiD51 Kanninchen ProteinTech ~Manchester,
United Kingdom

GAPDH (A-3) Maus Santa Cruz Biotechnologie,
Heidelberg, Deutschland

c-Myc-Antikorper Maus Santa Cruz Biotechnologie,

(sc-40)

Heidelberg, Deutschland

Fluoreszenz-gekoppelte Sekundarantikorper

Goat Anti-Rabbit IgG Ziege Abcam, Cambridge,
H&L (Alexa Fluor® 488) United Kingdom
Insulin-ELISA Antikorper

monoklonaler Insulin Maus Abcam, Cambridge,
Antikérper (3A6) United Kingdom
monoklonaler Insulin Maus Abcam, Cambridge,

Antikorper (8E2) HRP

United Kingdom

Tabelle 2.6: Antikorper

2.7 TagMan®-Sonden

Gen/Sonde Spezies Hersteller
GAPDH Maus Applied Biosystems, Foster City, CA, USA
MiD51 Maus Applied Biosystems, Foster City, CA, USA

Tabelle 2.7: Sonden
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2.8 Fluoreszenzfarbstoffe

Farbstoffe

Hersteller

Eindeckmedium - Roti®-Mount
FluorCare DAPI

MitoTracker® Green FM
MitoTracker® Deep Red

TMRE

Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland

Molecular Probes® Invitrogen, Darm-
stadt, Deutschland
Molecular Probes® Invitrogen, Darm-
stadt, Deutschland
Molecular Probes® Invitrogen, Darm-
stadt, Deutschland

Tabelle 2.8:

2.9 Molekulargewichtsmarker

Farbstoffe

Marker

Hersteller

Precision Plus Protein All Blue Standards

Bio-Rad, Miinchen, Deutschland

Tabelle 2.9: Molekulargewichtsmarker

2.10 Enzyme
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Enzym

Hersteller

Phosphoenolpyruvat PEP
Pyruvatkinase (PK)

RNase

DNase

Maxima® Reverse Transkriptase

Sigma-Aldrich, Hamburg, Deutschland
Sigma-Aldrich, Hamburg, Deutschland
Sigma-Aldrich, Hamburg, Deutschland
Sigma-Aldrich, Hamburg, Deutschland
Fermentas (Thermo Fisher Scientific),
Waltham, Massachusetts, USA

Tabelle 2.10: Enzyme



2.11 Kits

Bezeichnung Hersteller

ATPlite™ PerkinElmer, Waltham, Massachusetts,
USA

RNeasy Mini Kit® Qiagen, Venlo, Niederlande

RNase-Free DNase Set Qiagen, Venlo, Niederlande

Maxima® First Strand cDNA Synthesis Fermentas (Thermo Fisher Scientific),

Kit for RT-PCR Waltham, Massachusetts, USA

Mouse High Range Insulin Elisa Alpco, Salem, NH, USA

TagMan universal PCR Master Mix Applied Biosystems, Foster City, Califor-
nia, USA

Tabelle 2.11: Kits

2.12 Chemikalien

Chemikalien Hersteller

Acrylamid/Bisacrylamid (30 %/0,8 %) Roth, Karlsruhe, Deutschland
Ratiphorese Gel 30
Ammoniumpersulfat ((NHg)25203) Sigma-Aldrich, Hamburg, Deutschland

2-B-Mercaptoethanol (CoHgOS) Sigma-Aldrich, Hamburg, Deutschland
Bromphenolblau (C19H19BrsO5S) Sigma-Aldrich, Hamburg, Deutschland
BSA PAA, Célbe, Deutschland

Calciumchlorid Dihydrat Sigma-Aldrich, Hamburg, Deutschland

(Ca012 X 2 HQO)
Dimethylsulfoxid, DMSO (C2HgOS) Sigma-Aldrich, Hamburg, Deutschland

Dithiothreitol, DTT (C4H;902S2) Sigma-Aldrich, Hamburg, Deutschland
Ethanol, >99 % (C2HgO) Roth, Karlsruhe, Deutschland

Fetales Kélberserum (FCS) PAA, Colbe, Deutschland

Glukose (CgH120¢) Calbiochem (Merck), Darmstadt, Dtl.
Glycerol (C3HgO3) Sigma-Aldrich, Hamburg, Deutschland
HEPES (CgH18N204S) Roth, Karlsruhe, Deutschland
HEPES, 1 M (CgH15N204S) PAA, Célbe, Deutschland

Isopropanol (2-Propanol, C3HgO) Sigma-Aldrich, Hamburg, Deutschland
Kaliumchlorid (KCI) Merck, Darmstadt, Deutschland
Kaliumdihydrogenphosphat Merck, Darmstadt, Deutschland

(KH5POy)
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Chemikalien

Hersteller

Magnesiumchlorid (MgCls)
Magnesiumsulfat (MgSOy)
Natriumazid (NaN3)
Natriumcarbonat (NayCO3)
Natriumchlorid (NaCl)
Natrium Desoxycholsédure
(C24H39NaOy)
Natriumdodecylsulfat, SDS
(C12H25NaO4S)
Natriumhydrogencarbonat (NaHCOj3)
Natriumdihydrogenphosphat
(NaH,PO,)

Natriumpyruvat (CsH3zNaO3)
NP-40

O-Dianisidin Dihydrochlorid
Penicillin /Streptomycin
Puromycin

Recombinantes humanes Insulin
Roti Block

Roti®-Quant (Bradford-Reagenz)
Salzsdaure (HCI)
Schwefelsdure (H2SO4)
Tetramethylethylendiamin,
99 % (CgH16N2)

TMB Chromogen Tris (C4H11NO3)
Triton X-100 (C14H220(CQH4O)H)
Trypanblau (C34HogNgO14S4)
Trypsin-EDTA

Tween® 20 (C58H114026)

Wasser, Nuklease-frei

TEMED,

Sigma-Aldrich, Hamburg, Deutschland
Sigma-Aldrich, Hamburg, Deutschland
Sigma-Aldrich, Hamburg, Deutschland
Meck, Darmstadt, Deutschland

Sigma-Aldrich, Hamburg, Deutschland
Sigma-Aldrich, Hamburg, Deutschland

Serva, Heidelberg, Deutschland

Merck, Darmstadt, Deutschland
Merck, Darmstadt, Deutschland

PAA, Colbe, Deutschland

Calbiochem (Merck), Darmstadt, Deutsch-
land

Sigma-Aldrich, Hamburg, Deutschland
PAA, Célbe, Deutschland
Sigma-Aldrich, Hamburg, Deutschland
GIBCO® (Invitrogen), Darmstadt, Dtl.
Roth, Karlsruhe, Deutschland

Roth, Karlsruhe, Deutschland

J.T. Baker, Deventer, Netherlands
J.T. Baker, Deventer, Netherlands
Roth, Karlsruhe, Deutschland

Roth, Karlsruhe, Deutschland
Sigma-Aldrich, Hamburg, Deutschland
Sigma-Aldrich, Hamburg, Deutschland
PAA, Colbe, Deutschland

Roth, Karlsruhe, Deutschland
Fermantas (Thermo Fisher Scientific),
Waltham, Massachusetts, USA

Tabelle 2.12: Chemikalien



2.13 Verwendete Losungen und Puffer

Losungen/Puffer Komponenten Konzentration
RIPA-Lysepuffer Tris HCI pH 8 50 mM
(Radioimmunoprecipitation NaCl 150 mM
assay buffer) NP-40 1%
Natrium Desoxycholsiaure 0,5 %
SDS 0,1 %
SDS-PAGE Trenngel 15 % AA/Bis AA 30 % /0,8 %
Tris/HC1 pH 8,8/8,9 1M
SDS 10 %
APS 10 %
TEMED 9,9 mM
SDS-PAGE Trenngel 5 % AA/Bis AA 30 % /0,8 %
Tris/HCI pH 6,8 1M
SDS 10 %
APS 10 %
TEMED 4,6 mM
10 x SDS Laufpuffer Tris Base 0,25 M
SDS 1% w/v
Glycin 1,92 M
5 x SDS Probenpuffer Tris/HCI pH 6,8 312,5 mM
SDS 10 % w/v
DTT 325 mM
Bromphenolblau 0,04 g
Glycerin 50 %
Anodenpuffer I Tris 0,3 M
Natriumazid 0,01 % w/v
Methanol 20 % v/v
Anodenpuffer 11 Tris 0,25 M
Natriumazid 0,01 % w/v
Methanol 20 % v/v
Kathodenpuffer SDS 0,01 % w/v
Natriumazid
Methanol
Waschpuffer PBS Tween 20 0,1 % v/v
pH 7,2
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Losungen/Puffer Komponenten Konzentration
Odyssey Blocking Puffer
UltraPure™ TBE Tris 1M

Borséure 09 M

EDTA 0,01 M

Tabelle 2.13: Puffer und Loésungen

2.14 Verbrauchsmaterialien
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Materialien

Hersteller

Deckgléaschen

Einwegpipetten, steril
ELISA-Mikrotiterplatte
Kiivetten

Mikrotiterplatte fiir
Fluoreszenz (ATP/ADP Ratio)
Objekttrager

Optical Adhesive Film
PCR-Gefaie und PCR-Platten
PVDF Transfer Membran

Ratiolabo® Blottingpapier
Reagiergefafie
x-well-Zellkulturkammer
Zahlkammer ,Neubauer Improved*
Zellkulturflaschen, 75 cm?
Zellkulturschalen

6-well Kulturplatte
Zellschaber
Zentrifugenrohrchen
Sterican Kaniilen Gr.18
Pipetten (1-1000 p 1)
Omnican 100 Spritzen

Menzel-Gléser, Braunschweig, Deutschland
Greiner Bio-One, Essen, Deutschland
Greiner Bio-One, Essen, Deutschland
Sarstedt, Niimbrecht, Deutschland

Greiner Bio-One, Essen, Deutschland
Superior Marienfeld Laboratory Glass-
ware

Applied Biosystems, Foster City, CA, USA
NerbePlus, Winsen/Luhe, Deutschland
Millipore, Schwalbach am Taunus, Deutsch-
land

Roth, Karlruhe, Deutschland

Sarstedt, Niimbrecht, Deutschland

Sarstedt, Niimbrecht, Deutschland

Karl Hecht GmbH, Sondheim, Deutschland
Sarstedt, Niimbrecht, Deutschland

Sarstedt, Niimbrecht, Deutschland

TPP, Trasadingen, Schweiz

Sarstedt, Niimbrecht, Deutschland

Sarstedt, Niimbrecht, Deutschland

B.Braun, Melsungen, Deutschland

Gilson International, Limburg, Deutschland
B.Braun, Melsungen, Deutschland

Tabelle 2.14: Verbrauchsmaterialien



2.15 Geriate

Gerat

Hersteller

Aesculap antomische Pinzette
Aesculap grofle Mikro-
praparierschere (gebogen)
Aesculap chirurgische Pinzette
Aesculap chirurgische Schere
Aesculap mikrochirurgische
Pinzette

Aesculap Mikrofederschere (gerade)
Aesculap Mikrokniipfpinzette
Aesculap Mosquito-Klemme
(gebogen)

Aesculap Mosquito-Klemme (gerade)
Aesculap Bulldog-Klemme,

gerade 16 mm

Aesculap Bulldog-Klemme,
gebogen 14 mm

Brutschrank Heraeus 6000

Sterilbank HeraSafe
Elektrophorese Kammer

FluoView FV 10i

Lichtmikroskop Olympus CW?2
Luminometer Victor3d 1420
Laborwaage Laboratory LC 620 S
Magnetriihrer

Odyseey Infrared Imager
Olympus CK2
Operationsmikroskop
PCR-Cycler

B.Braun, Melsungen, Deutschland
B.Braun, Melsungen, Deutschland

B.Braun, Melsungen, Deutschland
B.Braun, Melsungen, Deutschland
B.Braun, Melsungen, Deutschland

B.Braun, Melsungen, Deutschland
B.Braun, Melsungen, Deutschland
B.Braun, Melsungen, Deutschland

B.Braun, Melsungen, Deutschland
B.Braun, Melsungen, Deutschland

B.Braun, Melsungen, Deutschland

Heraeus Instruments, Hanau, Deutsch-
land (Dtl.)

Heraeus Instruments, Hanau, Dtl.
Bio-Rad Laboratories GmbH, Miinchen,
Deutschland

Olympus, Hamburg, Deutschland

Carl Zeiss AG, Jena, Deutschland
PerkinElmer, Rodgau-Jiigesheim, Dtl.
Sartorius, Gottingen, Deutschland
Omnilab, Bremen, Deutschland

LI-COR, Bad Homburg, Deutschland
Olympus, Hamburg, Deutschland

Zeiss, Gottingen, Deutschland
SensoQuest, Gottingen, Deutschland
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Gerat

Hersteller

Petrischalen

pH-Meter Ultra Basic
Real-Time PCR System 7900HT
Rollerpumpe

Thermoblock

Schiittler

SDS-PAGE Apparatur
Spannungsgeriat Gene Pulser

Spectrophotometer NanoDrop 2000
Spektralphotometer Ultrospec 2100
Stereomikroskop

Trans-Blot® Semi-Dry,
Electrophoretic Transfer Cell
Ultraschallbad Sonoplus

Vortexer
Waage Sartorius

Wasserbad
Wasserbad Julabo 13

Zentrifuge Biofuge fresco

Zentrifuge Mikro 20

Greiner, Frickenhausen, Deutschland
Denver Instrument, NY, USA

Applied Biosystems, Carlsbad, CA, USA
Ismatec, Wertheim, Deutschland
Liebisch, Bielefeld, Deutschland
Heidolph Instruments, Schwabach,
Deutschland

Bio-Rad Laboratories GmbH, Miinchen,
Deutschland

Bio-Rad Laboratories GmbH, Miinchen,
Deutschland

PeqLab, Erlangen, Deutschland
Amersham Biosciences, Freiburg, Dtl.
Zeiss, Gottingen, Deutschland

Bio-Rad Laboratories GmbH, Miinchen,
Deutschland
Bandelin  Electronic
Deutschland
Heidolph Instruments, Schwabach, Dtl.
Omnilab, Bremen, Deutschland

GFL, Burgwedel, Deutschland

JULABO Labortechnik GmbH, Seelbach,
Deutschland

Heraeus Instruments, Hanau,
Deutschland

Hettich-Zentrifugen, Tuttlingen, Deutsch-
land

GmbH, Berlin,

Tabelle 2.15: Gerite



3 Methoden

3.1 MING6-Zellen

Bei der verwendeten Zelllinie handelt es sich um Insulinoma Zellen, abgeleitet von transgenen
Méusen, die in den Pankreaszellen das grofie T-Antigen von silian vacuolating virus 40 (SV40)
exprimieren. Transgene M&use tragen ein Ratten Elastase I 5’ Fusionsgen, welches die DNA-
Sequenz flankiert, die zu dem frith-codierten (T-Antigen) Bereich des SV40 Genoms fusioniert
(ELSV Mause). Dadurch entwickeln sich Karzinome in den Azinuszellen des exokrinen Pankreas
[14]. SV40 ist ein zirkuldres DNA Virus von der Herkunft des Rhesusaffen und gliedert sich in die
Gruppe der Polyomaviren. Es ist eines der am héufigsten erforschten viralen Systeme, welches

eukaryonte Zellen infiziert und das Potential hat, Tumoren zu induzieren [163].

3.1.1 Zellkultivierung

Die Kultivierung der MIN6 Zellen erfolgte unter sterilen Bedingungen bei 37 °C, in einer Atmo-
sphare mit 60 % Luftfeuchtigkeit und 5 % COs.

Nach lichtmikroskopischer Kontrolle erfolgte die Passagierung der Zellen mit frischem Medium
bei einer Zelldichte von circa 80-90 %. Dazu wurden sie mit Phosphate buffered saline = Phos-
phatgepufferte Salzlosung (PBS) gewaschen, um tote Zellen zu entfernen. Im Anschluss wurden
die Zellen mit Trypsin-Ethylendiaminotetraessigsiaure (EDTA) abgelost und fiir 5 Minuten bei
1.200 Rotationen pro Minute (rpm) zentrifugiert. Nach Absaugen des Uberstandes erfolgte die
Resuspension des Zellpellets im vorgewarmten Medium. Fiir die Weiterkultivierung wurden die
Zellen entsprechend der Dichteverhéltnisse in neue Kulturflaschen gesplittet oder fiir weitere

Versuchsreihen in die entsprechenden Kulturschalen ausgesét.

3.1.2 Zellzahlbestimmung und Zellvitalitatstest

Die Verwendung der Neubauer improved Zahlkammer diente der Bestimmung der Zellzahl. Um
lebende von toten Zellen unterscheiden zu kénnen, wurden diese mit Trypanblau versetzt. Vitale
Zellen sind in der Lage, den Farbstoff auszuschlieBen und erscheinen daher hell im mikrosko-
pischen Bild. Dagegen nehmen tote Zellen diesen Farbstoff auf und unterscheiden sich mikro-
skopisch durch eine blaue Farbung. Fiir die Durchfithrung der Zellzahlbestimmung wurde die
Zellsuspension in einer Verdiinnung von 1:2 mit Trypanblau-Losung gemischt, circa 5 Minuten
bei Raumtemperatur inkubiert und in die Neubauer Zahlkammer {iberfiihrt. Diese besteht aus

25 gleich grofien Gruppenquadraten. Die Seiten jedes Eckquadrats sowie des Mittelquadrats sind
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jeweils 1 mm lang. Die Fliche ist daher fiir Eck- und Mittelquadrat jeweils 1 mm?. Ein drei-
dimensionaler Raum wird durch Auflegen des Deckglases erzeugt und damit eine Kammertiefe
von 0,1 mm gebildet.

Die Berechnung fiir die Zellzahl je ul ergibt sich aus folgender Formel:

Zellzahl/ul = Mittelwert der gezdhlten Zellen pro Eckquadrat x Schichtdickenfaktor * Ver-

diinnungsfaktor

Neubauer improved
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Abbildung 3.1: Neubauer improved Zahlkammer [157]

3.2 Inselisolation

Um die Versuche an priméren Inselzellen durchfithren zu kénnen, wurden Inseln von 3 Monate
alten naval medical research Institute (NMRI) Mausen isoliert. Mit Hilfe von Diethylether er-
folgte die kurzzeitige Betdubung der Méause. Anschlieend wurde zur Herbeifiihrung des Todes
eine zervikale Dislokation durchgefithrt. Nach Fixierung der Maus konnte die Er6ffnung mittels
kaudomedialem Abdominalschnitt umgesetzt werden. Fiir bessere Sichtverhéltnisse und zur Dar-
stellung der Papilla major des Ductus pancreaticus wurde die Leber unter die Rippen geschoben
und das Duodenum hinter dem Magen nach lateral umgeklappt. Eine grofie Bulldog-Klemme
wurde oberhalb der nun sichtbaren Papille gesetzt und der Ductus choledochus abgeklemmt. Mit
Hilfe des Operationsmikroskops konnte eine Kaniile (0,3 * 12 mm) retrograd durch den Darm,
iiber die Papille, in den Gang eingefiihrt werden. Die Kaniile wurde mit einer Pinzette umfasst.

Anschliefilend erfolgte die Injektion mit 1-2 ml Krebs-Ringer-Losung (mit 0,5 % Bovine Serum
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Albumin (BSA)). Nach Losen der Klemmen wurde das Pankreas ziigig entnommen und in einer
Petrischale mit einer spitzen Schere so klein wie moglich geschnitten. Anschliefend erfolgte die
Uberfiihrung der Pankreata mit einer Pipette in 50 ml Falkon-Gefie mit Krebs-Ringer-Losung.
Durch Abzug der Krebs-Ringer-Losung und erneuter Auffiilllung konnten Fettfetzen entfernt
werden. Bis zur Beendigung der Entnahme aller Pankreata wurden diese, mit etwa 5 ml Krebs-
Ringer-Losung mit 5 mM Glukose, im Kiihlschrank gelagert. Zur enzymatischen Verdauung der
Pankreata wurden sie mit Collagenase-Losung in den Falkon-Geféaflen in einem Wasserbad mit
37 °C inkubiert. Nach 4 Minuten wurde der Ansatz alle 2 Minuten jeweils 30 Sekunden lang
kraftigst geschiittelt. Das Terminieren des Verdaus erfolgte mit kaltem RPMI. Das anschlieflen-
de Ruhen der Zellkulturmedien fiir 5-10 Minuten fiihrte zum Absetzen der festen Bestandteile.
Danach wurde das Medium mit einer Pipette bis circa 0,5 cm vor dem Sediment abgezogen. Das
Sediment wurde resuspendiert und nachfolgend in ein Falkon-Gefa8 {iberfiihrt. Nach Zentrifuga-
tion fiir 2 Minuten bei 1000 rpm wurde der Uberstand verworfen und anschlieBend das Pellet in
Ficoll® resuspendiert. Im Anschluss erfolgte die Schichtung mit Ficoll-Losung in verschiedenen
Konzentrationen und abschliefflend die Zentrifugation fiir 10 Minuten bei 800 G ohne Bremse.

Unter dem Stereomikroskop wurden dann die einzelnen Inseln herausgelesen und kultiviert.

Abbildung 3.2: Mausinseln unter dem Stereomikroskop
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3.2.1 Inselkultivierung

Die gewonnenen Inseln wurden anschliefend unter Zellkulturbedingungen kultiviert. Um die
Inselzellen aus den isolierten Inseln zu vereinzeln, wurden diese auf x-well Zellkulturkammern
kultiviert. Eine spezielle Oberflichenbeschichtung ermoglicht nach einigen Tagen das Auswach-
sen einzelner Zellen aus dem Inselverband. Im Anschluss wurden verschiedene mikroskopische

Analysen durchgefiihrt.

3.3 Transfektion

Durch eine Transfektion wird es moglich, fremde DNA oder DNA-Konstrukte in die Zelle ein-
zuschleusen, um Gen-Expressionsprodukte zu erhalten [22].

Um MiD51 verstarkt in 8-Zellen zu exprimieren wurde der Plasmid Cytomegalievirus Desoxy-
ribonukleinséure (pcDNA)3.1(-) Vektor der Firma Addgene verwendet (siche Abb. 3.3). Die

Kontrolle stellten mit dem Leervektor transfizierte Zellen dar.

Fir die Transfektion einer 6-well Schale wurde folgender Ansatz verwendet:

Plasmid (DNA-Gehalt) 0,5—1 pg
EC-Puffer 100 pl
Enhancer 8 ul

Tabelle 3.1: Transfektionsreagenzien

Nach 5-mintitiger Inkubation wurden 20 ul Effectene hinzugegeben, 10 Sekunden gevortext und
fiir weitere 10 Minuten inkubiert. Anschlieflend wurde der Ansatz in die 6-well Schalen gegeben
und fiir 48 Stunden im Brutschrank inkubiert.

Effectene ist ein nicht-liposomales lipidhaltiges Reagenz, welches mit einem DNA kondensieren-
den Puffer verwendet wird. Die Effectene-DNA-Komplex-Bildung kann realisiert werden, indem
die kondensierte DNA durch Effectene ummantelt wird und somit Micellen geformt werden.

Diese uniforme Micellenbildung erleichtert die Fusion mit den Zielzellen [145].
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Nrul (208)
Spel (249)
AmpR_promoter CAG_enhancer
ORF frame 2 CMV_immearly_promoter
Ampicillin CMV_fwd_primer
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Nhel (895)
Xbal (915)
Xhol (921)
Clal (991)
ORF frame 3
pcDNA3.1(-) MID51 4xMyc Hisx6
6975 bp
lac_promoter
M13_pUC_rev_primer BamHI (2322)
M13_reverse_primer Kpnl (2338)
EBV_rev_primer Myc
SV40_PA_terminator BxHIS
BsiBl (4493) Aflll (2546)
BGH_rev_primer
bGH_PA_terminator
f1_origin
Narl (3511) pBABE_3_primer
Eagl (3717) SV40_enhancer
Smal (3624) SV40_promoter
Xmal (3622)
SV40pro_F_primer.
Sv40_origin

Abbildung 3.3: Vektorkarte pcDNA3.1(-) MiD51 4xMyc His6x [41]

3.4 Immunhistochemie

Mit Hilfe von speziellen Farbeprinzipien ist es moglich, spezifische Proteine durch fluoreszenz-
gekoppelte Antikoérper sichtbar zu machen. Dies wird durch eine Epitop-Antikérper-Bindung
realisiert. Dieses Verfahren kann direkt oder indirekt sein (siehe Abb. 3.4). Durch die Kopplung
mit einem Detektionssystem wird das Vorhandensein der verwendeten Antikorper angezeigt. An
den sekundéaren Antikérpern befindet sich ein gebundenes Fluorochrom. Dieses kann, nach An-
regung durch reine Lichtemission, die eine bestimmte Wellenldnge besitzt, nachgewiesen werden.

Somit ist die quantitative Detektion der zu untersuchenden Proteine méglich.
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Abbildung 3.4: Prinzip der A) direkten B) indirekten Immunfluoreszenz
(modifiziert nach: [3])

3.4.1 Indirekte Immunfluoreszenz

Die Kultivierung der Zellen fiir Immunfluoreszenz- Analysen erfolgte, in einer Dichte von 1% 10°
pro well, auf Deckglidschen. Nach Entfernung des Zellkulturmediums wurden die Zellen mit PBS
gewaschen und anschlieBend mit 4 %igem Formalin fixiert. Danach wurden die Zellen erneut mit
PBS gewaschen und nachfolgend mit 0,2 % Triton X-100 fir 5 Minuten permeabilisiert.

Bei der indirekten Immunfluoreszenz wird zuerst ein spezifischer Priméarantikorper (siehe Tabelle
2.6) auf die Zellen gegeben und fiir 1 Stunde bei Raumtemperatur inkubiert. Der Priméaranti-
korper (1:100 mit PBS verdiinnt) bindet dabei an das Epitop des zu detektierenden Proteins. In
einem anschliefenden Waschschritt mit PBS wurden ungebundene Antikérper entfernt. Nun er-
folgt die Zugabe des artenspezifischen Sekundarantikorpers (1:250 mit PBS verdiinnt). Dieser ist
mit einem Flurochrom gekoppelt, weshalb die 30 miniitige Inkubation bei Raumtemperatur im
Dunkeln erfolgte. Zur Darstellung des Zellkerns wurde 4,6-Diamidin-2-phenylindol (DAPI) ver-
wendet, welches an AT-reiche Regionen der DNA bindet. Fiir die Darstellung der Mitochondrien
nach Fixation wurde der Farbstoff MitoTracker Deep Red verwendet. Die Inkubation des Farb-
stoffes MitoTracker Deep Red erfolgte in einer Konzentration von 50 nM fiir 30 Minuten bei 37
Grad Celcius (°C). Anschliefend wurden die fixierten Zellen mit PBS gewaschen. Die Analyse
erfolgte am konfokalen Laserscanmikroskop FluoView 10i (NA 1.35).

3.4.2 Mitochondriale Morphologie

Fir die Visualisierung des mitochondrialen Netzwerkes wurde der Fluoreszenzfarbstoff Mito-
Tracker Green FM verwendet. MitoTracker Green ist ein griinfluoreszierender Farbstoff, der

durch Diffusion die Mitochondrienmembran iiberwindet und dort durch den thiol-reaktiven
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Chloromethyl-Rest akkumuliert.

Fiir die Farbung wurden 5 % 10> MIN6-Zellen in einer MatTek Zellkulturschale kultiviert. Die
Inkubation des Farbstoffes MitoTracker Green erfolgte in einer Konzentration von 50 nM fiir
30 Minuten bei 37 °C. Danach wurden die Zellen 3-mal mit erwdrmtem PBS gewaschen und im
Anschluss mit Zellkulturmedium versorgt. Die Analyse der mitochondrialen Struktur erfolgte
am konfokalen Laserscanmikroskop FluoView 10i (NA 1.35). Die Anregung erfolgte mit dem LD
Laser bei 473 nm.

3.4.3 Mitochondriales Membranpotential

Fiir die Analyse des mitochondrialen Membranpotentials wurde der Fluoreszenzfarbstoff Tetra-
methylrhodaminethylester (TMRE) verwendet. TMRE, ein rot-orange fluoreszierender Farb-
stoff, der zelldurchléssig und kationisch ist, kann leicht durch aktive Mitochondrien abgeschieden
werden.

Fiir die Analysen wurden 5 % 10> MIN6-Zellen in einer MatTek Zellkulturschale kultiviert. Nach
Zugabe von TMRE in einer Konzentration von 6,2 pM /I erfolgte die Inkubation fiir 30 Minuten
bei 37 °C im Brutschrank. Im Anschluss wurden die Zellen dreimal mit vorgewdrmtem PBS
gewaschen.

Die Analyse des mitochondrialen Membranpotentials erfolgte am konfokalen Laserscanmikro-
skop Olympus Fluoview 10i durch Anregung mit dem LD Laser bei 559 nm und dem UPLASAPO
60x Olobjektiv (NA 1.35). Mit dem Programm AutoQuant X2 wurden die Fluoreszenzintensi-

tdten quantifiziert.

3.5 Proteinbestimmung

3.5.1 Proteinpraparation

Die in einer 6-well Platte kultivierten und transfizierten MING6-Zellen werden mit Hilfe ei-
nes Zellschabers in 1ml PBS aufgenommen, in ein 1,5 ml Reaktionsgefafle iiberfithrt und bei
1.200 rpm 5 Minuten zentrifugiert. Die Resuspendierung der Zellpellets erfolgte mit 100 ul
Radioimmunoprecipitation assay buffer (RIPA)-Lysepuffer mit anschlieBender Inkubation fiir
30 Minuten auf Eis.

Die darauffolgende 10-miniitige Zentrifugation bei 10.000 rpm bewirkte die Abtrennung der un-
16slichen Bestandteile des Zelllysats. Der Uberstand wurde anschlieend in neue Reaktionsgefife

iiberfiithrt und bis zur weiteren Verwendung bei -20 °C eingelagert.
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3.5.2 Proteinkonzentrationsbestimmung nach Bradford

Fiir die quantitative Bestimmung der Proteine wurde die Bradford-Methode verwendet. Der
Farbstoff Coomassie Brilliant Blue G-250 hat die Eigenschaft, sich an kationische und nicht-
polare hydrophobe Seitenketten der Proteine zu binden. In diesen Komplexen wird er in seiner
anionischen Form stabilisiert. Dadurch verschiebt sich das Absorptionsmaximum des Farbstoffes
von 465 nm (ohne Protein) nach 595 nm (mit Protein). Die Messung wird bei 595 nm durch-
gefiithrt. Dabei ist das Maf fiir die Proteinkonzentration der Losung durch die Zunahme der
Absorption bei 595 nm bestimmt[19)].

Eine Eichgerade mit 1 — 14 ul Rinderserumalbumin (BSA, "bovine serum albumine") diente
als Kalibrierung. Den Proteinproben mit jeweils 1 ul wurden 200 ul Bradford-Reagenz (Roti®-
Quant) beigefiigt und mit Aqua dest. auf 1 ml verdinnt.

Der Leerprobe wurde entsprechend der jeweilige Lysispuffer und der Standardprobe Rinderseru-
malbumin zugefiigt. In Kunststoffkiivetten mit einer Schichtdicke von 1 cm wurden die Ansétze
bei Raumtemperatur 5 Minuten inkubiert. Die Extinktionsmessung erfolgte anschlieend bei
A = 595 nm in einem Spektralphotometer gegen eine Leerprobe.

Die Berechnung des Proteingehalts erfolgte anhand folgender Formel:

(BSA OD595) + 0,3031

xr =

0,121
4
T = 2h9 _ Faktor
g
P D 1
. (Probe ODsg5) + 0,303 + Faktor
0,121
- r _H
xpl ol

3.5.3 SDS-Page

Ziel der Sodium Dodecyl Sulfate - Polyacrylamide Gelelektrophorese (SDS-Page) ist es, Pro-
teingemische nach ihrem Molekulargewicht aufzutrennen und damit bestimmte Proteine iden-
tifizieren zu koénnen. Die zu untersuchende Probe wird mit dem negativ geladenen Detergens
Sodium Dodecyl Sulfate (SDS) versetzt, welches an Proteine bindet. Dadurch wird das Pro-
teingemisch denaturiert. Durch die Aufspaltung der Sekundér- und Tertidrstruktur kommt es

zur Ausbildung linearer Protein-Komplexe. Dies fithrt dazu, dass bei allen Proteinen das gleiche
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Ladung/Masse-Verhéltnis vorliegt, wodurch die Proteine danach gleichméfig negativ geladen
sind. Bei dem hier verwendeten DISK-System (diskontinuierlich) handelt es sich um zwei Gele:
einem Trenngel (feinporig, unten) und einem Sammelgel (grobporig, oben). Beide unterscheiden
sich im Hinblick auf ihre Eigenschaften (pH, Ionenstirke und Porengréfie), wodurch die Tren-
nung der Proteine ermoglicht wird.

Zuerst wurde dem Gel, Ammoniumpersulfat (APS) und Tetramethylethylendiamin (TEMED),
in ihren jeweiligen Konzentrationen zwischen 2 Glasplatten mit den entsprechenden Spacern
gegossen. Der Vernetzungsgrad und die daraus resultierende Gréfle der Poren sind abhéngig von
der Konzentration des Acrylamids. Nach Uberfiihrung der Gele in die Elektrophoresekammer
wurde die Apparatur mit SDS-Laufpuffer gefiillt. Die Proben wurden in einer Menge von 40 ug
zu 5 pl SDS-Loadingpuffer gegeben und auf ein Volumen von 15 — 20 pl mit Aqua dest. auf-
gefiillt. Die Denaturierung der Proteinproben erfolgte bei 95 °C fiir 5 Minuten. Danach konnte
die Ubertragung der Proben in die Taschen des Gels durchgefiihrt werden. Damit mit einem
Groflenstandard verglichen werden kann, wurde zusétzlich ein Molekulargewichtsmarker (siehe

Tabelle 2.9) aufgetragen.

3.5.4 Transfer der Proteine

Nach der Elektrophorese wurden die Proteine mit einem diskontinuierlichem Semi-Dry Blotting
Verfahren auf eine Polyvinylidene Difluoride (PVDF) Membran iibertragen. Dazu wurde eine
elektrische Spannung (140 mA) senkrecht zur Laufrichtung des Gels fiir eine Stunde angelegt.
In Anodenpuffer 1 wurden 4 Lagen und Anodenpuffer 2 wurden 2 Lagen getrinkte Blotting-
papiere auf die Anode gelegt. Die Aquilibrierung der auf dem Polyacrylamidgel befindlichen
PVDF-Membran erfolgte zuvor in Isopropanol und Anodenlésung 2. Anschlielend folgten 4 La-
gen in Kathodenpuffer getrankte Blottingpapiere, die vor die Kathode gelegt wurden.

Der Blotaufbau erfolgte nach folgendem Schema:

Support Grid
A .
- Pads
P e o Nt T e Filter Paper
Transfer Membrane
Gel
ARTEIIIEIG N . ’
< .

Abbildung 3.5: Detaillierter Blotaufbau [2]
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Abbildung 3.6: Blotaufbau [2]

3.5.5 Western Blot-Hybridisierung

Um unspezifische Bindungsstellen zu blockieren, wurde die PVDF-Membran nach dem Prote-
intransfer fiir mindestens 30 Minuten mit einer Blockierungslosung (1:4 mit PBS verdiinnter
Odyssey Blocking Puffer) auf dem Schiittler inkubiert. Mittels Immunfirbung, mit einem pri-
méren Antikérper bei 4 °C iiber Nacht, konnten entsprechende Proteine detektiert werden. Die
PVDF-Membran wurde anschliefend mit PBS 0,1 % Volumen pro Volumen (v/v) Tween 20,
3-mal fiir circa 10 Minuten gewaschen. Mit einem sekundéren Fluoreszenz-gekoppelten Anti-
korper erfolgte die Inkubation der PVDF-Membran fiir 1 Stunde. Die Identifikation der somit
detektierten Proteine erfolgte mit dem Odyssey Infrared Imager der Firma LI-COR.

3.6 Genexpressionsanalysen

3.6.1 RNA-Isolation

Die Extraktion der Ribonukleinsidure (RNA) erfolgte mit Hilfe des QIAGEN RNeasy Mini
Kit®. Zuvor kultivierte und transfizierte Zellen wurden mit 500 ul RLT-Puffer (ein Guanidine-
Thiocyanat-enthaltender Lysis Puffer) resuspendiert. Der RLT-Puffer (10 pul Mercaptoethanol
auf 1 ml RLT) dient hierbei der Lyse der Zellmembranen. Zur Verringerung der Viskositét er-
folgte der Zellaufschluss in einer QIAshredder Spin Saule fiir 2 Minuten bei 12.000 rpm. Zum
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Ausfillen der RNA und deren selektive Bindung an die RNeasy Membran wurde 350 ul 75 %
RNase-freies Ethanol hinzugefiigt. Nach anschlieBendem Transfer auf die RNeasy Spin Saule
wurde 1 Minute bei 10.000 rpm zentrifugiert. Auf die Sdulen wurde je 500 pl des Waschpuf-
fers RW1 gegeben und bei 12.000 rpm 15 Sekunden zentrifugiert. Der DNA-Verdau erfolgte
mit Hilfe der RNase-freien DNase der Firma Qiagen. Dazu wurden 70 pl RDD-Puffer und
10 pul DNase auf die RNeasy Membran gegeben und bei Raumtemperatur fiir 30 Minuten in-
kubiert. Die sich anschliefenden Waschgénge dienten dem Entfernen der DNase und Spuren
von Salzen. Dazu wurde der RW1-Puffer und RPE-Puffer verwendet und jeweils 1 Minute bei
10.000 rpm zentrifugiert. Die Eluierung der RNA erfolgte mit RNase freien Wasser fiir 1 Minu-
te und anschliefender Zentrifugation bei 12.000 rpm fiir 1 Minute. Bis zur Weiterverwendung
erfolgte die Einlagerung der RNA bei -80 °C.

3.6.2 RNA-Konzentration

Die Konzentrationsbestimmung der Gesamt-RNA erfolgte mit Hilfe des NanoDrop 2000 Spek-
tralphotometer bei einer Wellenldnge von 260 nm. Als Referenzwert wurde Nuklease-freies Was-

ser verwendet.

3.6.3 cDNA-Synthese

Aus der extrahierten RNA kann mit Hilfe des Enzyms Reverse Transkriptase die komplementére
komplementire Desoxyribonukleinsiure (cDNA) hergestellt werden. Dazu wurde der Maxima®
First Strand cDNA Synthesis Kit genutzt.

Folgender Reaktionsansatz wurde verwendet:

4 pl Reaction Mix (reaction buffer, Desoxyribonukleosidtriphosphate (ANTPs), oligo(dT)18 und
random hexamer primer),

2 pl Maxima Enzyme Mix (Maxima Reverse Transkriptase, RiboLock RNase Inhibitor),

100 ng - 1 ug RNA.

Um ein Gesamtvolumen von 20 ul zu erreichen, wurde der Mix mit einer berechneten Menge
Nuklease-freiem Wasser aufgefiillt.

Die ¢cDNA-Synthese erfolgte im Polymerasekettenreaktion (PCR)-Cycler nach folgendem Pro-

gramm:

3.6.4 quantitative RT-PCR

Die quantitative Echtzeit Polymerase Kettenreaktion ist eine Methode, die der Vervielfaltigung
von Nukleinsduren dient und zusétzlich fiir die Quantifizierung der mRNA-Expression verwen-
det wird.
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Schritt Dauer Temperatur

1. 10 min 25 °C
2. 15 min 50 °C
3. 5 min 85 °C
4. 5 min 4°C

Tabelle 3.2: Cycler-Programm fiir cDNA-Synthese

Das hier verwendete TagMan®-Prinzip nutzt spezifische TagMan®-Sonden. Diese sequenzspe-
zifischen Oligonukleotide besitzen am 5-Ende einen fluoreszierenden Reporter-Farbstoff, am
3’-Ende einen nicht-fluoreszierenden Quencher sowie ein minor groove binder (MGB). Der Pri-
mer und die TagMan®-Sonde hybridisieren im PCR-Produkt mit einer Zielsequenz (Annealing)
zwischen Forward und Reverse-Primer.

Bei der Analyse mit den Hydrolyse-Sonden wird die 5’—3’-Exonuklease-Aktivitdt der DNA-
Polymerase des Bakteriums Thermus aquaticus (Taq) genutzt. Die Exonukleaseaktivitdt der Taq
spaltet wahrend der Amplifikation die TagMan®-Sonde. Anschliefend erfolgt die Verdringung
der Sondenfragmente von der Zielsequenz und die Strangpolymerisation wird fortgesetzt. Die Na-
he des Reporter-Farbstoff zum Quencher-Farbstoff fiihrt bei intakter Sonde zur Unterdriickung
der Reporter-Fluoreszenz. Dieser Vorgang beruht auf einem Forster-Resonanzenergietransfer
(FRET). Durch die Sondenhydrolyse erfolgt eine Trennung des Reporter-Fluorophors vom Quen-
cher. Die steigende Reporter-Fluoreszenz kann wiahrend der Amplifikationszyklen detektiert wer-
den. Die Messung erfolgt in jedem Zyklus in der exponentiellen Phase am Ende der Elongation.
Der Fluoreszenzanstieg ist direkt proportional zur Amplifikation der Zielsequenz, die wiahrend
der PCR stattfindet.

36



§ 2 /—I Annealing

— Primer und Sonde hybridisieren

— Q> § 2 Polymerisation
r i ] Verlagerung des Strangs
(.- ——
VA o
<( )
A4 seg, ¥
v @ e
A .-) /_| SPG"Ung
‘ ; : Der Quencher-Farbstoff wird
<«@---- abgespalten und das Reporter-

Fluoreszenzsignal emittiert

v s e : ﬁ | Abschluss der Polymerisation

Herstellung des PCR-Produkts ist
C ) abgeschlossen und es kommt zu
<“O-------—-————— == —— einer Akkumulation des Fluores-

zenzsignals in jedem Zyklus

A
Vv g Z Forward- und
'*fleD Reporter Spezfische Sonde  ——— Reverse-Primer

- Quencher - PCR-Produkt @ TagPolymerase

Abbildung 3.7: Funktionsprinzip der RT-PCR [146]

Fiir die Expressionsanalyse des mitochondrialen Teilungsproteins MiD51 wurde eine spezifische
TagMan®-Sonde der Firma Applied Biosystems verwendet. Zur internen Kontrolle diente das
Referenzgen Glycerinaldehyd-3-Phosphat-Dehydrogenase (GAPDH). Als Reporter-Fluoreszenz-
farbstoff wurde FAM™ genutzt.

Folgender Reaktionsansatz wurde fiir die RT-PCR verwendet:

cDNA 1wl
TagMan®-Universal PCR Master Mix 5 ul
TagMan®-Sonde 1wl
Aqua dest. 6 pl

Tabelle 3.3: Reaktionsansatz RT-PCR
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Die Durchfithrung der quantitativen RT-PCR erfolgte mit dem Applied Biosystems 7900HT
Real-Time PCR-Cycler nach folgendem Programm:

PCR-Schritt Dauer Temperatur
Hold 2 min 50 °C
Hold 10 min 95 °C
15 sek 95 °C
45 Zyklen 1 min 60 °C

Tabelle 3.4: RT-PCR~Programm

Mit Hilfe des SDS 2.3 Programms wurde der PCR-Lauf erstellt und die Messwerte im RQ
Manager 1.2 abgelesen. Die Delta-Delta-Ct-Methode diente der quantitativen Auswertung. Der

cycle of threshold (Ct)-Wert entspricht den Zyklen, in denen die gemessene Fluoreszenz erstma-

lig signifikant die Hintergrund-Fluoreszenz iibersteigt. Die Normierung von Variationen in der

Ausgangsmenge der eingesetzten mRNA (Delta-Ct) konnte durch die relative Quantifizierung

des Referenzgens GAPDH erreicht werden. Durch Subtraktion des Referenzgens vom untersu-

chenden Gen erfolgte die Berechnung des Delta-Ct. Die Bestimmung von Delta-Delta-Ct wurde

durch Expressionsédnderung einer Zielsequenz der Probe zur gleichen Zielsequenz einer Kontrolle

ermittelt. Durch die Ratio konnte der relative mRNA-Expressionsunterschied einer Probe zwi-

schen der Behandlung und der Kontrolle, normalisiert zum Referenzgen und bezogen auf eine
Standardprobe, ermittelt werden [114].

A Ct
AA G
Ratio

=Ct Zielgen — Ct Referenzgen

= A Ct probe — A Ct Kontrolle
— 9 -AACt

Abbildung 3.8: Berechnung des relativen mRNA-Expressionsunterschiedes

3.7 Funktionsanalysen

3.7.1 Glukose-stimulierte Insulinsekretion

Fiir die Analysen wurden 5 * 105 MIN6-Zellen oder 20 Inseln in eine 6-well Platte ausgesiit,

kultiviert und transfiziert. Die Zellen wurden nach Absaugen des Mediums mit Krebs Ringer
Gebrauchslosung (0,1 % BSA) zweimal gewaschen und 1 Stunde bei 37 °C in 0,1 % BSA inkubiert.
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Eine anschliefende Inkubation fiir 1 Stunde bei 37 °C erfolgte nach erneutem Abzug des Mediums
mit einer Stimulationslosung (0,5 % BSA, Glukose) mit jeweils 5,5 mmol/l und 25 mmol/1
Glukose.

Fiir die Bestimmung der Insulinkonzentration werden 1 ml des Uberstandes abgenommen und
5 Minuten bei 2.135 rpm zentrifugiert. AnschlieBend wurden 800 !l Uberstand abgenommen
und mit Krebs Ringer Gebrauchslésung im Verhaltnis 1:20 verdiinnt. Fiir die Bestimmung des
Insulingehalts wurden die im well befindlichen Zellen mit einem Zellschaber abgetragen, fiir 45
Sekunden mit 90 % Ultraschall behandelt und bei 2.135 rpm fiir 5 Minuten zentrifugiert.

3.7.2 Insulin-ELISA

Der Insulin-Enzyme Linked Immunoabsorbent Assay (ELISA) wurde fiir die quantitative Be-
stimmung von Insulin verwendet. Hierbei handelt es sich um ein Festphasen-Enzymimmunoassay
basierend auf der direkten Sandwichtechnik mit einer enzymvermittelten Farbreaktion. Fiir die-
ses Prinzip wurde das Mouse High Range Insulin Elisa Kit verwendet. Die 96 well Mikrotitier-
platte ist mit einem monoklonalen Insulin-Antikérper beschichtet. Der monoklonale Antikérper
kann das spezifische Zielantigen binden, welches gegen eine definierte Antikérper-Bindungsstelle
des Insulin-Molekiils gerichtet ist. Fur die Erstellung einer Kalibrierungskurve des Insulinstan-
dard wurde rekombinantes humanes Insulins (1 mg/ml) genutzt, welches mit Krebs Ringer
Gebrauchslosung verdiinnt wurde. Damit ergibt sich folgende Verrdiinnungsreihe: 0 ng/ml;
2,5 ng/ml; 5,0 ng/ml; 7,5 ng/ml; 10 ng/ml; 15 ng/ml; 20 ng/ml und 30 ng/ml.

Die Uberstinde und die Insulinstandards wurden mit jeweils 5 ul pro well als Zweifachan-
satz in die Mikrotitierplatte {iberfiihrt. Anschlieend wurden 75 ul eines Enzym-Konjugats pro
well hinzugefiigt. Die Inkubation erfolgte abgedeckt fiir 2 Stunden bei Raumtemperatur auf
dem Schiittler bei 700-900 rpm. Im Anschluss wurde die Mikrotitierplatte 6 mal mit 350 ul
Waschpuffer gespiilt. In einer zweiten Inkubation wird ein Enzymkomplex aus Streptavidin und
Peroxidase (Horseradish Peroxidase (HRP)) an den biotinylierten anti-Insulin-Antikoérper ge-
koppelt. Anschlieend wird 100 pl des Chromogens 3,3’-5,5’ Tetramethylbenzidine (TMB) zu
jedem well hinzugefiigt, wodurch eine Farbreaktion durch eine enzymatische Reaktion zustande
kommt. Dabei katalysiert das Enzym HRP die Oxidation des Substrates TMB (1-Step™ Ultra
TMB-ELISA). Die Inkubation erfolgte abgedunkelt fiir 15 Minuten auf einem Schiittler. Durch
Zugabe von 100 ul Terminierungslosung pro well wurde die Reaktion abgestoppt. Die Intensitét
der gebildeten Farbe ist proportional der Insulinkonzentration in der Probe. Die Messung der
Extinktion erfolgte bei 450 nm mit dem Luminometer Victor 3 1420 Multilabel Counter. Die

Quantifizierung der Insulinkonzentration erfolgt anhand mitgefiithrter Standards.
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Abbildung 3.9: Funktionsprinzip des Insulin-ELISA [4].
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4 Ergebnisse

In dieser Arbeit wurde die Rolle des mitochondrialen FElongationsfaktors MiD51 auf die
mitochondriale Dynamik in pankreatischen (-Zellen untersucht. Dazu wurden zwei Zellarten
verwendetet, die MING-Zelllinie und primére Maus Inselzellen. Anschlieend wurden die Aus-
wirkungen einer MiD51 Uberexpression auf die mitochondriale Dynamik, die Morphologie der
Mitochondrien und das Membranpotential analysiert. Aulerdem wurde die Insulinsekretion nach

Glukosestimulation untersucht.

Abbildung 4.2: Mikroskopische Aufnahme von priméren Maus Inselzellen.
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4.1 Analyse der Genexpression des mitochondrialen
Elongationsfaktors MiD51 nach Uberexpression in MING6-Zellen

Zur Uberpriifung einer erfolgreichen Transfektion wurde die Genexpression von MiD51 mit Hilfe
der quantitativen RT-PCR untersucht.

4.1.1 MING6-Zellen

Es konnte gezeigt werden, dass nach Hochregulation von MiD51 die Genexpression von MiD51 in
den MING6-Zellen signifikant um 155 % im Vergleich zu den kontrolltransfizierten Zellen anstieg
(Abbildung 4.3).
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Abbildung 4.3: Quantitative RT-PCR des mitochondrialen Elongationsfaktors MiD51 in MING6-
Zellen nach Uberexpression von MiD51 (roter Balken) im Vergleich zu kontroll-

transfizierten Zellen (blauer Balken): Die Genexpression wurde auf das Referenz-
gen GAPDH normalisiert. *** p < 0.001 (Student’s t-Test) (n=6)
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4.1.2 Primare Maus-Inselzellen

In vier verschiedenen Experimenten wurden insgesamt 20 priméare Maus-Inseln circa 2 Wochen
lang zum auswachsen inkubiert. Die nun vereinzelten Inseln wurden im Pool transfiziert. Es

zeigte sich eine signifikante Steigerung der Genexpression auf das 400-fache (Abbildung 4.4).
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Abbildung 4.4: RT-PCR. des mitochondrialen Elongationsfaktors MiD51 in priméren Maus In-
selzellen nach Uberexpression von MiD51 (roter Balken) im Vergleich zu kon-
trolltransfizierten Zellen (blauer Balken): Die Genexpression wurde auf das Re-
ferenzgen GAPDH normalisiert. (n=4, Pool aus circa 20 Maus-Inselzellen).
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4.2 Proteinexpressionsanalyse des mitochondrialen
Elongationsfaktors MiD51 nach Uberexpression von MiD51 in
MING6-Zellen

Die Proteinexpression von MiD51 wurde nach Uberexpression in MIN6-Zellen mittels Western
Blot analysiert. Die Detektion der Proteine erfolgte mit Hilfe von priméren und fluoreszenzge-
koppelten sekundéren Antikérpern. Durch das Gen zelluldre Myelocytomatose (c-Myc) wird die
Expression anderer Gene verstéarkt. Beim verwendeten Vektor ist c-Myc ein Epitop-Tag, welcher
Bestandteil des exprimierten Proteins ist (sieche Abbildung 3.3). Daher erfolgte die Untersuchung
von c-Myc, um die Unterschiede in der Proteinexpression nachzuweisen. GAPDH wurde als in-
terne Ladungskontrolle verwendet.

Im Western Blot konnte nach Hochregulation von MiD51 eine verstarkte Expression von MiD51
in MING-Zellen bestétigt werden (Abbildung 4.5).

pcDNA pcDNA MiD51

) C-Myc¢

L — SN | GAPDH

Abbildung 4.5: Western Blot Analyse des mitochondrialen Elongationsfaktors MiD51 in MING-
Zellen nach Uberexpression von MiD51 im Vergleich zu kontrolltransfizierten
MING6-Zellen (n=3)
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4.3 Immunhistochemische Analyse der MiD51-Expression nach

Uberexpression in MIN6-Zellen und primaren Maus-Inselzellen

Die Immunfluoreszenzfirbung diente zur weiteren Uberpriifung einer erfolgreichen Uberexpres-
sion von MiD51.

4.3.1 MING6-Zellen

Die Abbildung 4.6 zeigt den immunhistochemischen Nachweis der Uberexpression von MiD51 im
Vergleich zu kontrolltransfizierten Zellen. Eine signifikante Erhohung der Expression von MiD51

ist durch die starke Griinfarbung im Vergleich zur endogenen Expression von MiD51 dargestellt.

Abbildung 4.6: Links: Darstellung der MIN6-Zellen im Durchlicht, Rechts: Immunhistochemi-
sche Darstellung der MiD51-Expression in MIN6-Zellen nach Uberexpression von
MiD51 Immunhistochemische Darstellung der MiD51-Expression in MING-Zellen
nach Uberexpression von MiD51.
rot = DAPI, griin = MiD51.
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4.3.2 Primare Maus-Inselzellen

Fir die Strukturuntersuchung an priméren Maus-Inselzellen werden Inseln aus NMRI Méusen
isoliert, vereinzelt und mit dem Expressionsvektor pcDNA 3.1 fiir MiD51 transfiziert (Abbildung
4.7, Bilder D-F). Aulerdem wurden zur Kontrolle primére Maus-Inselzellen mit einem Leervek-
tor transfiziert (Abbildung 4.7, Bilder A-C).

Bild B zeigt die endogene Expression von MiD51, im Vergleich dazu sind in Bild E die transfizier-
ten priméren Maus-Inselzellen mit Uberexpression von MiD51 darstellt. Durch die Farbung mit
MitoTracker DeepRed wurde das mitochondriale Netzwerk dargestellt. Bild C zeigt ein homo-
genes tubulédr-verzweigtes Netzwerk in kontrolltransfizierten MIN6-Zellen. Dagegen lassen sich

im Bild F nach Uberexpression von MiD51 mitochondriale Cluster erkennen.

pcDNA

pcDNA
MiD51

Abbildung 4.7: Immunhistochemische Darstellung der Uberexpression von MiD51 und der Mito-
chondrienstruktur in Maus-Inselzellen. blau = DAPI, rot = MitoTracker Deep
Red, griin = MiD51.
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4.4 Analyse der mitochondrialen Morphologie nach Uberexpression
von MiD51 in MING6-Zellen

Die Darstellung der mitochondrialen Morphologie erfolgte durch Inkubation mit dem Fluores-
zenzfarbstoff MitoTracker Green und anschlieBender Untersuchung am konfokalen Laserscanmi-
kroskop. Die fluoreszenzmikroskopische Analyse zeigte, dass die Kontrollzellen ein homogenes
tubulédr-verzweigtes mitochondriales Netzwerk besitzen (Abbildung 4.8, Bild A). Nach 24 Stun-
den wiesen dagegen die MIN6-Zellen nach Uberexpression von MiD51 ein inhomogenes Netzwerk
auf, welches durch fragmentierte Mitochondrien mit Clusterbildung charakterisiert war (Abbil-
dung 4.8, Bild B). Die mitochondrialen Cluster verstérken sich weiterhin im Zeitverlauf nach 48
und 72 Stunden (Abbildung 4.9).

Abbildung 4.8: Darstellung von Mitochondrien nach Uberexpression von MiD51 in MIN6-Zellen
nach 24 Stunden (Bild B) im Vergleich zu kontrolltransfizierten Zellen (Bild A).

Abbildung 4.9: Darstellung von Mitochondrien nach Uberexpression von MiD51 in MIN6-Zellen
nach 48 Stunden (Bild C) und nach 72 Stunden (Bild D).
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4.5 Analyse des mitochondrialen Membranpotential nach
Uberexpression von MiD51 in MING6-Zellen

Um das mitochondriale Membranpotential nach Uberexpression von MiD51 zu analysieren wur-
den MING6-Zellen mit TMRE gefirbt und anschlieBend am konfokalen Laserscanmikroskop ana-
lysiert. Eine hohe TMRE Fluoreszenz korreliert dabei mit einem hohen mitochondrialen Mem-
branpotential. Ein reduziertes mitochondriales Membranpotential konnte nach Uberexpression
von MiD51 im Vergleich zu Kontrollzellen gezeigt werden (Abbildung 4.10). Es konnte ein signi-
fikant um 52 % verringertes Membranpotential quantifiziert werden (Abbildung 4.11).

pcDNA MiD31

Abbildung 4.10: Analyse des mitochondrialen Membranpotentials mittels TMRE in MIN6-Zellen
nach Uberexpression von MiD51 im Vergleich zu kontrolltransfizierten Zellen.
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Abbildung 4.11: Quantifizierung des mitochondrialen Membranpotentials in MING6-Zellen nach
Uberexpression von MiD51 (roter Balken) im Vergleich zu kontrolltransfizierten
MING6-Zellen (blauer Balken). ** p < 0.01; (ANOVA /Bonferroni-Test) (n=4)
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4.6 Analyse der glukose-stimulierten Insulinsekretion nach

Uberexpression von MiD51

Der Einfluss einer Uberexpression von MiD51 auf die Gukose-stimulierte Insulinsekretion wurde
mit Hilfe eines Insulin Elisa bestimmt. Die Analyse erfolgte sowohl an MIN6-Zellen als auch
an priméren Maus-Inselzellen. Die Bestimmung der Insulinsekretion erfolgte nach 1-stiindiger
Inkubation mit 5,5 und 25 mmol/l Glukose. Die Insulinsekretion wurde auf den Insulingehalt

und den Proteingehalt der Zellen bezogen.

4.6.1 MING6-Zellen

Bei einer Inkubation von 5,5 mmol/l Glukose war die basale Insulinsekretion bei den Kontroll-
zellen und den MIN6-Zellen nach Uberexpression mit MiD51 vergleichbar, wihrend eine signifi-
kant reduzierte Insulinsekretion in den MING6-Zellen nach Uberexpression von MiD51 nach Sti-
mulation mit 25 mmol/l Glukose im Vergleich zu den Kontrollzellen beobachtet werden konnte
(Abbildung 4.12).
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Abbildung 4.12: Glukose-stimulierte Insulinsekretion nach Uberexpression von MiD51 in MIN6-
Zellen (roter Balken) im Vergleich zu kontrolltransfizierten MIN6-Zellen (blauer
Balken) nach einer Inkubation in 5,5 und 25 mmol/l1 Glukose. *** p < 0.001 ;
(ANOVA /Bonferroni-Test) (n=6)
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4.6.2 Primare Maus-Inselzellen

In den priméren Inselzellen war bei einer Inkubation von 5,5 mmol/l Glukose bereits die ba-
sale Insulinsekretion nach Hochregulation von MiD51 um 150 % gesteigert, wahrend bei einer
Inkubation von 25 mmol/l eine deutlich reduzierte Insulinsekretion im Vergleich zu kontroll-

transfizierten Zellen zu beobachten war (Abbildung 4.13).
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Abbildung 4.13: Glukose-stimulierte Insulinsekretion nach Uberexpression von MiD51 in pri-
méren Maus Inselzellen (roter Balken) im Vergleich zu kontrolltransfizierten
Maus Inselzellen (blauer Balken) nach einer Inkubation in 5,5 und 25 mmol/1
Glukose. (n=6)
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5 Diskussion

Mitochondrien sind hochdynamische Organellen mit vielfdltigen Funktionen [26]. Eine wesent-
liche Aufgabe ist die ATP-Produktion, die damit die zellulire Energieversorgung sichert [34].
Zu den weiteren Prozessen gehoren die Regulation des Calciumhaushaltes [168], die Initiie-
rung der Apoptose, die Oxidation von Fettsduren sowie die Synthese von Ham, Harnstoff und
Steroidhormonen [67]. Mitochondrien sind zudem sehr heterogen. Sie dndern ihre Form (z.B.
durch Verlangerung, Verkiirzung, Verzweigung, Verbiegung und Schwellung) und kénnen ihre
Position innerhalb der Zelle verdandern [15].

Die Regulation der Insulinsekretion aus der B-Zelle des Pankreas erfolgt aufgrund der Verén-
derung der Blutglukosekonzentration. Eine zentrale Rolle in der Stimulus-Sekretionskopplung
nehmen die Mitochondrien durch die Bildung von ATP ein [176]. Beim Diabetes mellitus Typ 2
beruht der Pathomechanismus auf einer Kombination aus einer gestérten Insulinsekretion durch
Dysfunktion der B-Zellen des Pankreas und einer peripheren Insulinresistenz in Fettgewebe und
Skelettmuskulatur [111, 98]. Defekte in der Insulinsekretion bei Typ 2 Diabetes sind gut doku-
mentiert [78, 151, 89]. Beim Menschen, sowie in Tiermodellen, wurden bei manifesten Typ 2
Diabetes morphologische Verdnderungen in Mitochondrien zusammen mit funktionellen Veran-
derungen der B-Zellen festgestellt [9, 48, 16, 182]. Allerdings liegen bereits bei Patienten mit
beeintrachtigter Glukosetoleranz und in frithen Stadien des Typ 2 Diabetes Defekte der Insu-
linsekretion der B-Zelle vor [52]. Die Arbeitsgruppe um Deng et al. beschrieb eine verminderte
Insulinsekretion bei Inseln von Spendern mit Diabetes Typ 2 und es zeigten sich experimentell
erhohte Schwellenwerte fiir die Glukose-induzierte Insulinsekretion [44]. Auch die Gruppe um
Anello et al. konnte einen selektiven Defekt der Insulinausschiittung nach Glukosestimulation
in B-Zellen von Typ 2 Diabetikern zeigen [9]. Interessanterweise zeigen Mitochondrien dieser
B-Zellen eine kreisformige und hypertrophe Morphologie [9]. Verglichen mit Kontrollzellen ist
die Anzahl an Mitochondrien &hnlich, die mitochondriale Dichte aber erhdht [9]. Mitochondrien
sind dynamische Organellen, die sich kontinuierlich teilen und fusionieren. Diese mitochondriale
Dynamik ist notwendig, um den Energiestatus der Zelle aufrecht zu erhalten. Eine Balance von
Fusion und Teilung ist unverzichtbar fiir die mitochondriale Funktion und zelluldre Verteilung
[27, 179, 184]. Defekte in den Bestandteilen der mitochondrialen Dynamik werden unter ande-
rem mit neurodegenerativen Erkrankungen wie Alzheimer, Huntington und Parkinson assoziiert
[30].

Zudem werden die Verdnderungen der mitochondrialen Funktion mit Stoffwechselerkrankun-
gen assoziiert [36]. Auch der Typ 2 Diabetes mellitus wird in direktem Zusammenhang mit

einer gestorten mitochondrialen Funktion gesehen [107]. Dies spiegelt die zentrale Bedeutung
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der Energiehomoostase in der Physiologie der B-Zellen wider [162]. Wahrend der Fusion wird
ermoglicht, dass Organelleninhalte wie Metabolite, Proteine und mtDNA ausgetauscht werden
[110, 109, 92, 91, 62, 171]. Typischerweise wurden Fusionszusténde in Situationen mit erhohter
Energieeffizienz aufgrund von akutem Stress oder Nahrstoffmangel beobachtet [96]. Die mito-
chondriale Teilung ist ausschlaggebend fiir die Entfernung von defekten Mitochondrien mittels
Mitophagie [174]. In einem Umfeld mit tiberschiissigen Néhrstoffen, wie sie bei Adipositas oder
Diabetes Typ 2 vorliegt, wird die mitochondriale Teilung geférdert und die mitochondriale Fu-
sion reduziert [96]. Der Teilungsprozess, der ein oder mehrere Tochter-Mitochondrien produ-
ziert, benotigt die zytosolische dynamin-dhnliche GTPase Drpl, die als zentraler Regulator der
mitochondrialen Teilung beschrieben ist [165, 142]. Mehrere mitochondriale Proteine der Aufien-
membran, dazu zdhlen Fisl, Mff, sowie MiD49 und MiD51, werden im Zusammenhang mit der
mitochondrialen Teilung durch die Rekrutierung der GTPase Drpl gesehen [102, 188, 135]. Das
Protein MiD51 reguliert die mitochondriale Teilung, indem es mit Drpl interagiert und dieses
rekrutiert [134]. Obwohl sich herausgestellt hat, dass Mff, MiD49 und MiD51 in der Lage sind,
Drpl zu rekrutieren, gibt es noch Unklarheiten dariiber, wie diese Adaptoren miteinander oder
mit anderen Rezeptoren wie zum Beispiel Fisl in der mitochondrialen Teilung interagieren. Aller-
dings hat der Verlust eines einzelnen Adaptors MiD49, MiD51, Mff oder Fisl keinen bedeutenden
Einfluss auf die Menge von Drpl an der mitochondrialen Oberflache [130]. In mehreren Studien
konnte gezeigt werden, dass Mff, MiD49 und MiD51 individuell ausreichend sind, um Drpl zu
rekrutieren und die Teilung auszul6sen [134, 102, 84, 149]. Der inhibitorische Effekt, den MiD51
auf die GTPase Aktivitdt von Drpl ausibt, war signifikant stérker, als der bei Mff beobachtete
stimulierende Effekt. Dennoch ist unklar, wie diese Proteine an der mitochondrialen Teilung
beteiligt sind. Auch die Art und Weise der Regulation wird noch nicht vollstdndig verstanden
[102, 135, 134, 33]. Die Arbeitsgruppe um Rong Yu et al. konnte allerdings zeigen, dass MiD49
und MiD51 mit Drpl und Mff auf der mitochondrialen Oberfliche interagieren und als Adaptoren
dienen [185]. MiD51 kann die Mff-abhéngige Erhohung der Drpl GTPase Aktivitét supprimie-
ren [130]. Mff und mitochondrial dynamics proteins (MiDs) haben gegensétzliche Effekte auf die
mitochondriale Morphologie: bei Uberexpression von Mff resultiert eine starke mitochondriale
Fragmentierung [132, 58], wihrend die Uberexpression von MiD49 oder MiD51 zu einer Inhibi-
tion der Teilung und damit zu einer mitochondrialen Elongation fithrt [102, 135, 188]. Es wurde
gezeigt, dass MiD49 und MiD51 in physiologischen Konzentrationen die direkte Bindung von
Drpl zu Mff erleichtert. Sie verbinden Drpl mit Mff in einem trimeren Drpl-MiD-Mff-Komplex
[185]. Es wird angenommen, dass sich anschlieend die Zusammensetzung von Drpl, von dem
trimerischen Komplex, zu einem aktiven dimerischen Drpl-Mff Komplex verdndert, was letztlich
in mitochondrialer Teilung resultiert. Wie bereits in mehreren anderen Studien gezeigt, konnte
Rong Yu et al. bestétigen, dass hohe Konzentationen von iiberexprimierten MiDs Drpl auf der

mitochondrialen Oberfliche sequestieren, mit dem Resultat der mitochondrialen Elongation. Ei-
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ne niedrige Expression von MiD49 und MiD51 hingegen begiinstigt die mitochondriale Teilung,
was zur mitochondrialen Fragmentierung fiihrt [185]. Es wird angenommen, dass die endogenen
MiDs die Mff-vermittelte Drpl-Rekrutierung zum Mitochondrium vereinfachen. Die Daten wei-
sen darauf hin, dass MiDs Drpl in einer Mff-abhéngigen Weise zur mitochondrialen Oberflache
rekrutieren. Wohingegen die Mff-vermittelte Akkumulation von Drpl auf der mitochondrialen
AuBlenmembran nur teilweise von der Priasenz von endogenen MiDs abhéngig ist [185].

Die mitochondriale Funktion ist von der Qualitdtskontrolle abhéngig, die der Aufrechterhaltung
einer funktionalen mitochondrialen Population dient und zur Sicherung der zelluldren Funk-
tion notwendig ist. Wie MiD51 in der mitochondrialen Teilung involviert ist, ist bisher noch
nicht gut verstanden. Die Funktion von MiD51 in B-Zellen des Pankreas ist zudem noch nicht
untersucht worden. Daher wurde die Uberexpression von MiD51 auf die mitochondriale Dyna-
mik und Morphologie, auf die Verdnderung der Insulinsekretion sowie auf das mitochondriale

Membranpotential in MIN6-Zellen und priméren Inselzellen der Maus untersucht.

5.1 Verdanderungen der mitochondrialen Morphologie nach
Uberexpression von MiD51 in MING6-Zellen

Die mitochondriale Morphologie reguliert die Funktion der Mitochondrien [95]. Eine fehlerhafte
Balance zwischen Teilung und Fusion fiihrt zu einem verdnderten mitochondrialen Netzwerk,
welches mit der Entstehung von Krankheiten assoziiert ist. Die Morphologie von Mitochondrien
variiert stark zwischen verschiedenen Zelltypen. Beispielsweise sind die Mitochondrien in He-
patozyten klein, sphérisch oder oval, wihrend sie sich bei Fibroblasten als lange Filamente
darstellen [179, 184]. In priméren Inselzellen der Maus weist das mitochondriale Netzwerk eine
dichte mitochondriale Architektur auf, welche sich stabédhnlicher Form présentiert [119]. Physio-
logischerweise besteht in B-Zellen ein homogenes, tubuléres mitochondriales Netzwerk mit einer
Durchschnittsldnge von 3,5 um [138]. Veranderungen in Form und Gréfle von Mitochondrien
wurden bei Patienten mit Diabetes Typ 2 beobachtet. Mitochondrien von Patienten mit Typ
2 Diabetes sind kleiner als in den gesunden Kontrollzellen [79]. Eine Hyperglykdmie induziert
eine mitochondriale Fragmentation in verschiedenen Zelltypen, unter anderem in [3-Zellen [186,
136]. In dieser Arbeit erfolgte die Darstellung der mitochondrialen Morphologie mit Hilfe des
Fluoreszenzfarbstoff MitoTracker Green mit anschliefender Untersuchung am konfokalen Laser-
scanmikroskop. Die fluoreszenzmikroskopische Analyse zeigte, dass die MIN6-Kontrollzellen und
die priméren Inselzellen der Maus ein homogenes tubular-verzweigtes mitochondriales Netzwerk
mit einem hohen Grad an Querverbindungen aufweisen. Interessanterweise wurde beobachtet,
dass sich in MIN6-Zellen nach Uberexpression von MiD51 ein inhomogenes Netzwerk darstellte,
welches durch fragmentierte Mitochondrien mit Clusterbildung charakterisiert war. Die Ausbil-

dung mitochondrialer Cluster verstirkte sich im Zeitverlauf. Nach 24 Stunden war eine peri-
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phere Clusterbildung zu erkennen, allerdings bestand zentral ein homogenes Netzwerk. Nach 72
Stunden war kein homogenes Netzwerk mehr ersichtlich und auch eine zentrale Clusterbildung
erkennbar. Die mitochondriale Aggregation erscheint primér perinukledr. Die Arbeitsgruppe um
De Vos et al. konnte zeigen, dass Mitochondien, die mit dem Tumor Nekrose Faktor (TNF) be-
handelt wurden, perinukleére Cluster bilden. Diese Clusterbildung wurde spezifisch durch TNF
induziert und korrelierte mit dem induzierenden Zelltod, unabhéngig von der Art des aktivier-
ten Zelltodprogramms, wie Nekrose oder Apoptose [172]. In mehreren Studien konnte gezeigt
werden, dass die Uberexpression von MiD51 eine erhdhte Drpl-Rekrutierung, auch in Abwesen-
heit von Fisl und Mff, zur mitochondrialen Oberflache bewirkt. [102]. Interessanterweise zeigt
jedoch die erhohte Rekrutierung nicht die damit einhergehende erhéhte Teilungsrate. Die Mito-
chondrien sind stattdessen elongiert, was vermuten lasst, dass dies durch eine Inhibition der
Aktivitdt von Drpl bewirkt wird [135, 188, 134, 102]. Zudem zeigte eine Studie, dass es bei
der Herunterregulation von MiD51 zu einer verstarkten mitochondrialen Fragmentation kommt
[188]. Dies fihrte zur Annahme, dass MiD51 die mitochondriale Teilung inhibiert [188]. Die Frag-
mentierung und Clusterbildung nach Uberexpression von MiD51, die in dieser Arbeit beobachtet
wurde, wurde bislang nicht beschrieben. Dies konnte an einer zelltypspezifischen Regulation lie-
gen. Die pathophysiologische Bedeutung von mitochondrialer Clusterbildung ist derzeit noch
weitestgehend unbekannt. Es ldsst sich vermuten, dass die Clusterbildung mit einem erschwer-
ten Abbau von geschiadigten Mitochondrien einhergeht. Physiologischerweise kénnen geschédigte
Mitochondrien aus dem mitochondrialen Lebenszyklus gelost und mittels Bildung von Autopha-
gosomen eliminiert werden [171, 80, 124]. Die Autophagie ist essenziell fir die Aufrechterhaltung
der Struktur, Masse und Funktionsfihigkeit der pankreatischen B-Zellen [88]. Allerdings scheint
sie anders reguliert zu sein, da auch die spezifische Degradation von gealterten Insulingranu-
la notwendig ist [63]. Es wurde gezeigt, dass die mitochondriale Teilung eine Voraussetzung
fir die Autophagie von Mitochondrien (Mitophagie) ist [171]. Eine mitochondriale Dysfunktion
wird durch eine gestérte Autophagie und die unzureichende Elimination von geschadigten Mito-
chondrienbestandteilen begiinstigt. Die Fragmentation und Clusterbildung des mitochondrialen
Netzwerkes nach Uberexpression von MiD51 lisst vermuten, dass die mitochondriale Dynamik
dadurch gestort wird und MiD51 somit eine wichtige Rolle in pankreatischen §-Zellen einnimmt.
Weitere Untersuchungen sind nétig, um herauszufinden, welche Rolle MiD51 in der Pathogenese

des Diabetes mellitus spielt.

5.2 Vermindertes mitochondriales Membranpotential nach
Uberexpression von MiD51 in MING6-Zellen

Mitochondrien produzieren iiber die chemiosmotische Kopplung ATP und gewéhrleisten die

Energiebereitstellung fiir die Zelle. Die mitochondriale Elektronentransportkette ist hauptverant-
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wortlich fiir das mitochondriale Membranpotential und die ATP Synthese. Das
mitochondriale Membranpotential ist damit ein zentraler Mediator der Glukose-stimulierten
Insulinsekretion [61]. Durch ein intaktes mitochondriales Membranpotential wird die Enzym-
aktivitdt der Atmungskette, die ATP-Synthese, der Proteinimport, die mitochondriale Dyna-
mik, die Mitophagie und die reaktive Sauerstoffspezies (ROS)-Bildung kontrolliert [126]. Das
mitochondriale Membranpotential spiegelt somit die energetische Kapazitat wider [126]. Zu-
sdtzlich obliegt Mitochondrien auch die Regulation der Energiebalance durch die Induktion
der mitochondrialen Biogenese. Der bioenergetische Status wird durch mitochondriale Teilung
und Fusion bestimmt. Es gibt aber zunehmend Hinweise, dass auch ein Zusammenhang mit
oxidativen Stress besteht [167]. Die Akkumulation von zerstorten oder depolarisierten Mito-
chondrien in pankreatischen 8-Zellen wird mit oxidativem Stress und der darauffolgenden Ent-
stehung von Diabetes assoziiert [167]. Eine der Hauptquellen von ROS ist die mitochondriale
Elektronentransportkette (ETC). Wegen der unmittelbaren Néhe zu mitochondrialen Proteinen
und mtDNA zur ETC, sind Mitochondrien ebenfalls das Hauptziel von ROS [167]. Eine Erhéhung
der ROS Produktion konnte in B-Zellen mit Typ 2 Diabetes beobachtet werden [127]. Niedrige
Konzentrationen von ROS mit akuter Exposition von Sauerstoffradikalen, zeigten eine Anregung
der Insulinsekretion, wihrend chronisch hohe Konzentrationen schidlich auf die 8-Zellen wirken
und Apoptose induzieren [141]. Anello et al. untersuchte Inselzellen von diabetischen Patienten
und konnte zeigen, dass diabetische 3-Zellen verminderte ATP Level, eine erniedrigte ATP/ADP
Ratio und eine beeintréchtige Hyperpolarisation der mitochondrialen Membran zeigen [9].

Es wird vermutet, dass MiD51 als Rezeptor fiir die Drpl-abhédngige Teilung fungiert, aber inhi-
bierend auf die Drpl-Aktivitdt wirkt. Dementsprechend iibt MiD51 einen negativen Effekt auf
die mitochondriale Teilung aus. Es konnte nachgewiesen werden, dass nach UV-Bestrahlung, der
an Drpl bindende Anteil von MiD51 deutlich vermindert war. Ursdchlich war eine verminderte
zytoplasmatische und mitochondriale Drpl Phosphorylierung an Ser (637) einhergehend mit ei-
ner verminderten Interaktion zwischen Drpl und MiD51 [187]. Die fiir die Apoptose notwendige
mitochondriale Fragmentation, wird durch eine verstiarkte Drpl-Rekrutierung bewirkt [54]. Wir
vermuten, dass die, nach Uberexpression von MiD51, zu beobachtende Fragmentierung daher mit
einem Funktionsverlust des Mitochondriums assoziiert ist. Typischerweise kommt es in 8-Zellen
nach Glukosestimulus zur Hyperpolarisation des mitochondrialen Membranpotentials [82]. Es
konnte direkt nachgewiesen werden, dass die Hyperpolarisation der mitochondrialen Membran,
dhnlich zu dem Protonexport aus der mitochondrialen Matrix, deutlich mit der Insulinsekreti-
on korreliert [10]. Auch Heart et al. konnten zeigen, dass Mitochondrien in B-Zellen auf eine
steigende Glukosekonzentration mit einer korrespondierenden Erhéhung des mitochondrialen
Membranpotentials reagieren [66]. Wenn eine Depolarisation auftritt, ist es unwahrscheinlich,
dass das Mitochondrion weitere Fusionsereignisse fiir das gesamte Depolarisationsintervall er-

fahrt. Nach voriibergehender mitochondrialer Depolarisation wird sowohl das Membranpotential
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als auch die Fusionskapazitdt wiederhergestellt. Bei einer Aufrechterhaltung der Depolarisati-
on der Mitochondrienmembranen, kann das Mitochondrium aufgrund einer Verringerung der
OPA1-Spiegel nicht mit dem Netzwerk verschmelzen und es kommt zur Eliminierung durch Au-
tophagie [167].

In MING6-Zellen war das mitochondriale Membranpotential nach Uberexpression von MiD51 im
Vergleich zu kontrolltransfizierten Zellen signifikant verringert. Die Bewertung des Ausmafles ei-
nes verminderten mitochondrialen Membranpotentials hat wie bereits dargelegt einen besonders
wichtigen Stellenwert in der 8-Zell Funktion. Die Studiengruppe um Gerencser et al. konnte zum
ersten Mal das Ausmaf einer Glukose-stimulierten Aktivierung der mitochondrialen Polarisation
quantifizieren [60]. Zellen von Diabetikern zeigten eine verringerte Hyperpolarisation des mito-
chondialen Membranpotentials, wenn die Glukosestimulation bis 16.7 mmol/l erhéht wurde [9].
Aktuell gibt es keine vergleichbaren Studien zum mitochondrialen Membranpotential bei Uberex-
pression von MiD51. Das in unmittelbarem Zusammenhang zu MiD51 stehende Teilungsprotein
Drp1 und die Fusionsproteine OPA1, Mfn1 und Mfn2 lassen allerdings Riickschliisse zu, welchen
Einfluss die mitochondriale Dynamik auf das mitochondriale Membranpotential hat. Eine Studie
von Agarwal et al. zeigte bei Uberexpression von Drpl durch eine beeintrichtigte mitochondriale
Dynamik in neuralen Stammzellen der Ratte. Dies duflerte sich in erhéhten ROS-Leveln, ein-
hergehend mit einem verdnderten mitochondrialen Membranpotential und verminderte ATP-
Konzentrationen [5]. In INS1 832/13 Zellen konnte nach Knockdown von Drpl im Vergleich zu
Kontrollzellen ein signifikant vermindertes mitochondriales Membranpotential gezeigt werden
[148]. Zudem konnte ein Funktionsverlust der Fusionsproteine Mfnl und Mfn2 Verdnderungen
im mitochondrialen Metabolismus, resultierend in einer Minderung des mitochondrialen Mem-
branpotentials sowie einer reduzierten Enzymaktivitdt der Atmungskettenkomplexe bewirken
[31]. Weiterhin konnte gezeigt werden, dass ein Knockdown des Fusionsproteins OPA1 eine Ver-
minderung des mitochondrialen Membranpotentials bewirkt einhergehend mit einer Reduktion
der basalen Funktion der Atmungskette [31, 128]. Ein Verlust des mitochondrialen Membranpo-
tentials fithrt dementsprechend vermutlich zu einer Funktionseinschrankung des Mitochondriums
mit einem Verlust der ATP-Generation. Des Weiteren kann vermutet werden, dass eine mito-
chondriale Clusterbildung durch eine verminderte Mitophagie zustande kommt. Dysfunktionale
Mitochondrien werden selektiv durch Mitophagie eliminiert [80]. Frithere Studien deuten darauf
hin, dass der Verlust des mitochondrialen Membranpotentials ein Signal fiir die Mitophagie dar-
stellt [93, 183]. Stérungen der Autophagie, die final fiir eine erfolgreiche Mitophagie notwendig
ist, konnen zur Akkumulation von dysfunktionalen Mitochondrien fiithren [26, 133, 81, 47]. Wei-
tere Untersuchungen zu spezifischen Markern von Mitophagie und Autophagie sind notwendig,
um den KEinfluss von MiD51 auf das mitochondriale Membranpotential und einen moéglichen

Zusammenhang mit einer defekten Mitophagie besser zu verstehen.
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5.3 Verminderte glukose-stimulierte Insulinsekretion nach
Uberexpression von MiD51 in MING6-Zellen

In gesunden pankreatischen B-Zellen kommt es zur Insulinsekretion, wenn eine erhohte Glu-
koseverfiigharkeit gekoppelt durch das Glukosesensorprotein Glukokinase den mitochondrialen
Energiemetabolismus erhoht. In Beziehung zu diesem Vorgang wird, durch die gesteigerten Glu-
kosewerte, die oxidative Phosphorylierung in den B-Zellen induziert. Das mitochondriale Mem-
branpotential hyperpolarisiert, die zytosolische ATP/ADP Ratio steigt, die ATP-sensitiven K-
Kanéle schliefen (Kapp) und das Plasmamembranpotential depolarisiert. Dadurch kommt es
zum gesteigerten Calciumeinstrom in die Zelle. Diese Effekte triggern die Exozytose von Insulin,
um adéquate Blutglukosewerte aufrechterhalten zu kénnen [108, 68]. Die Storung der Insulinse-
kretion kann durch eine mitochondriale Dysfunktion zu einer fehlerhaften Glukosehomd&ostase
fithren, was die Entstehung eines Diabetes mellitus Typ 2 begiinstigt [121].

Der mitochondriale Energiemetabolismus ist stark abhéngig von der Substratbereitstellung und
damit wesentlich fiir den Ablauf der Glukose-stimulierte Insulinsekretion (GSIS) [60]. Es gibt
in Typ 2 Diabetes Modellen einige Belege fiir eine Korrelation der gestorten GSIS mit mito-
chondrialer Dysfunktion [121, 108, 104, 105]. Mitochondriale Dynamik und Morphologie wurden
als Regulatoren der mitochondrialen Funktion in einer Vielzahl von Zelltypen identifiziert [95].
Diese Beobachtungen fiihren zur Annahme, dass eine beeintrachtigte Balance zwischen Fusion
und Teilung zur Verschlechterung der B-Zellfunktion und der Progression von Diabetes mellitus
Typ 2 beitragen. Es zeigte sich auch eine verminderte ATP/ADP Ratio in diabetischen Inseln
im Vergleich zur Kontrollgruppe [9].

In dieser Arbeit erfolgte die Untersuchung der sekretorischen Leistung der Mitochondrien bezo-
gen auf die Insulinausschiittung nach Stimulation mit 25 mmol/1 Glukose. Reinhardt et al. konnte
zeigen, dass eine Drpl Uberexpression in einer signifikant reduzierten Glukose-stimulierten In-
sulinsekretion in MING6-Zellen im Vergleich zu kontrolltransfizierten Zellen resultierte [148]. Die
Stimulation mit 25 mmol/l Glukose fithrte bei den Kontrollzellen zu einer normalen Sekreti-
onsantwort. Der Effekt auf die Sekretionsleistung bei Uberexpression von MiD51 war jedoch
noch stirker ausgepriigt, als bei der Drpl-Uberexpression. Sowohl in MIN6-Zellen, als auch in
priméren Inselzellen der Maus zeigte sich eine signifikante Reduktion der Glukose-stimulierten
Insulinsekretion bei 25 mmol/l Glukose. Bei den primdren Maus Inselzellen ldsst sich zudem
zeigen, dass nach Uberexpression von MiD51, bereits bei einer geringen Glukosemenge von 5
mmol/l, die basale Insulinsekretion signifikant gesteigert ist. Anhand dieser Ergebnisse wird
vermutet, dass MiD51 als Rezeptor fiir Drpl eine entscheidende Rolle bei der mitochondrialen
Funktion spielt. Damit konnte gezeigt werden, dass die MiD51-Expression entscheidend fiir die
Integritdt der mitochondrialen Dynamik und dementsprechend auch fiir die Glukosesekretion in

pankreatischen B-Zellen ist.
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6 Zusammenfassung

Endokrine Stoffwechselerkrankungen sind mit Stérungen der mitochondrialen Funktion assoziiert
[36]. Der Diabetes mellitus ist die am héufigsten beschriebene endokrine Stérung bei Patienten
mit erblicher Mitochondriopathie [36]. Daher ist es von besonderem Interesse Pathomechanis-
men genauer zu betrachten. Der Diabetes mellitus Typ 2 ist als heterogenes Krankheitsbild
durch eine chronisch, hyperglykdmische Stoffwechsellage charakterisiert [173]. Die Kombinati-
on aus einer gestorten Insulinsekretion durch Dysfunktion der B-Zellen des Pankreas und einer
peripheren Insulinresistenz in Fettgewebe und Skelettmuskulatur wird als Ursache angesehen
[111, 98]. Der Diabetes Typ 2 ist aber auch mit einer mitochondrialen Dysfunktion assoziiert
[104]. Mitochondrien sind hochdynamische Organellen, die stetig Fusionen und Teilungen durch-
laufen. Die Balance beider Prozesse ist essenziell fiir die mitochondriale Funktion und zelluldre
Verteilung [27, 179, 184]. Die dynamin-ahnliche GTPase Drpl fungiert als zentraler Regulator der
mitochondrialen Teilung [165, 142]. Mehrere mitochondriale Proteine der Aulenmembran, dazu
zéhlen Fisl, Mff, sowie MiD49 und MiD51, stehen im Zusammenhang mit der mitochondrialen
Teilung durch die Rekrutierung von Drpl [102, 188, 135]. Das Protein MiD51 reguliert die mito-
chondriale Teilung, indem es direkt mit Drpl interagiert [134]. Seine Funktion in 3-Zellen des
Pankreas ist bislang unbekannt.

Ziel dieser Arbeit war es daher, die mitochondriale Morphologie und die zelluldre Funktion von
MING- und priméren Inselzellen der Maus nach Uberexpression von MiD51 zu untersuchen.
Zusammenfassend konnte im Rahmen der vorliegenden Studie gezeigt werden, dass eine Uber-
expression von MiD51 in MING-Zellen und in priméren Inselzellen zu einer signifikanten Vermin-
derung der Glukose-stimulierten Insulinsekretion fithrt. MiD51 spielt somit eine grundlegende
Rolle bei der Funktion von pankreatischen 8-Zellen und in der Ausbildung der mitochondrialen
Morphologie. Das mitochondriale Netzwerk zeigte Fragmentierung und Clusterbildung nach
Uberexpression von MiD51. AuBlerdem zeigte sich durch ein vermindertes mitochondriales Mem-
branpotential eine eingeschréinkte mitochondriale Funktion, die urséchlich fiir den Verlust der
Glukose-stimulierten Insulinsekretion angesehen werden kann. Somit konnte gezeigt werden,
dass die Verdnderung der mitochondrialen Dynamik mit einem gestérten Metabolismus ein-
hergeht, der die Entstehung eines Diabetes mellitus Typ 2 begiinstigen konnte. Allerdings ist
noch unklar, auf welche Weise MiD51 in (-Zellen die mitochondriale Funktion und damit die
GSIS reguliert. Die Clusterbildung nach Uberexpression von MiD51 deutet auf eine Ansamm-
lung von dysfunktionalen Mitochondrien in der Zelle hin. Da die Autophagie in B-Zellen sehr
spezifisch reguliert wird, konnte es hier zu einer Stérung in der Initiierung der Mitophagie kom-

men. Die genauen regulatorischen Mechanismen sind jedoch durch weitere Untersuchungen zu
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iiberpriifen. Die Uberexpression von MiD51 in B-Zellen, als Rezeptor fiir Drpl, fiihrt zu einer
Verdanderung der mitochondrialen Struktur, die sich allerdings anders darstellt als in bereits
untersuchten Zelltypen. Weitere Untersuchungen sind notig, um zu verstehen, wie eine Verande-
rung der MiD51-Expression zur Entwicklung einer §-Zellen Dysfunktion beitragen koénnte, die

urséchlich fiir die Entstehung eines Typ 2 Diabetes ist.
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7 Thesen

10.

. Der Typ 2 Diabetes mellitus ist eine chronische Stoffwechselerkrankung, die mit einem

erhohten Plasmaglukosespiegel einhergeht.

. Der Erkrankung ist haufig eine gestorte glukose-stimulierte Insulinsekretion der pankrea-

tischen B-Zellen zugrundeliegend.

. Mitochondrien bilden in lebenden Zellen ein Netzwerk, welches durch sténdige Teilungs-

und Fusionsprozesse an die Energiebediirfnisse, Umgebungseinfliisse sowie den Entwick-

lungszustand angepasst wird.

Morphologische und funktionelle Verdnderungen des mitochondrialen Netzwerkes der pan-
kreatischen B-Zellen konnten sowohl beim Menschen als auch im Tiermodell bei manifes-

tem Diabetes mellitus festgestellt werden.

. Das Protein MiD51 ist ein kleines Protein, welches an der dufleren mitochondrialen Mem-

bran verankert ist und als Rezeptor fiir das Teilungsprotein Drpl fungiert.

. In dieser Arbeit wurde die Rolle von MiD51 in pankreatischen 8-Zellen untersucht. Hierzu

wurden primére Inselzellen der Maus und die Insulinoma Zelllinie MIN6 verwendet, in

denen die Expression von MiD51 nachgewiesen werden konnte.

Die Uberexpression von MiD51 fiihrte zur Bildung von perinuklediren mitochondrialen

Clustern in MIN6-Zellen und priméren Inselzellen der Maus.

. Die Uberexpression von MiD51 fiihrte zu einem signifikant verringerten mitochondrialen

Membranpotential in MIN6-Zellen.

. Die Uberexpression von MiD51 fiihrte sowohl bei MIN6-Zellen, als auch bei priméren Maus

Inselzellen zu einer signifikant verringerten GSIS bei einer Stimulation mit 25 mmol/]
Glukose.

Zusammenfassend konnte gezeigt werden, dass die MiD51-Expression entscheidend fiir die

Integritdt der mitochondrialen Dynamik in 3-Zellen ist.
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