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Widmung

“When I was 5 years old, my mother always told me that
happiness was the key to life. When I went to school, they
asked me what I wanted to be when I grew up. I wrote down
‘happy’. They told me I didn’t understand the assignment,
and I told them they didn’t understand life.” (John Lennon)

In diesem Sinne, mochte ich diese Arbeit meinen Eltern
widmen, die immer fiir mich da sind und mich unterstiitzt

haben auf allen Wegen.
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1 Einleitung

1 Einleitung
1.1 Diabetes mellitus

Der Diabetes mellitus ist eine chronische Stoffwechselerkrankung, die nach der
Deutschen Diabetes Gesellschaft (DDG) durch eine chronische Hyperglykdmie
charakterisiert ist. Zugrunde liegen entweder eine gestorte Insulinsekretion, eine
verminderte Wirkung von Insulin oder beides zusammen (Schleicher, E. & Landgraf, R.
2011). Nach Angaben der Internationalen Diabetes Foderation (IDF) waren 2010
weltweit 6,6 % der Weltbevolkerung zwischen 20 und 79 Jahren an Diabetes erkrankt.
Schétzungen zur Folge soll der Wert 2030 sogar bis auf 7,8 % ansteigen. In Deutschland
geht man von 6 Millionen an Diabetes mellitus erkrankten Menschen aus, mit dem
hochsten Prozentsatz in der Altersgruppe der 60- bis 79-Jdhrigen (IDF 2011).

Beziiglich der Klassifikation und der Diagnostik des Diabetes mellitus wurden bereits
1985 von der Weltgesundheitsorganisation (WHO) Empfehlungen ausgesprochen, welche
1997 von der Amerikanischen Diabetes Gesellschaft (ADA) nochmals abgedndert worden
sind (Pfohl, M. 2002). Das Syndrom des Diabetes mellitus wird hierbei in vier Gruppen
unterteilt (Tabelle 1). Mit einem Anteil von 85-95 % ist der Typ II Diabetes mellitus
(T2DM) bei weitem die hdufigste Form, gefolgt von Typ I Diabetes mellitus (T1DM)
(IDF 2011).

I Diabetes mellitus Typ 1
(Beta-Zellzerstérung mit daraus resultierendem absoluten Insulinmangel, Insulinunabhéngigkeit)
A. immunologisch vermittelt

B. idiopathisch

II. | Diabetes mellitus Typ 2
(Insulinresistenz mit relativem Insulinmangel bis zu einem vorwiegend sekretorischen Defekt mit

Insulinresistenz)

III. | Andere Formen

Genetische Defekte der Beta-Zellfunktion
Genetische Defekte der Insulinwirkung
Erkrankungen des exokrinen Pankreas
Endokrinopathien

Medikamenten- oder chemikalieninduzierte Formen
Infektionen

mmoowp

Q3. Seltene Formen des immunvermittelten Diabetes mellitus

IV. | Schwangerschaftsdiabetes mellitus

Tabelle 1: Klassifikation des Diabetes mellitus (Quelle: Report of the expert comitee on the diagnosis and
classification of diabetes mellitus 2003) (Badenhoop, K. et al. 2011)

Komplikationen im Verlauf der diabetischen Erkrankung konnen in allen Organsystemen
vorkommen und zu einer herabgesetzten Lebenserwartung fiihren. Besonders héufig
treten die diabetische Nephropathie, Retinopathie, Neuropathie sowie kardiovaskuldre

Schéadigungen auf (Starke, A.A.R. Kapitel 22, 2000). Hierbei stehen vor allem mikro-
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vaskuldre und makrovaskuldre Schidigungen der Gefifle, die alle wichtigen Funktionen
des GefaBsystems treffen konnen, im Vordergrund (Bierhaus, A. & Nawroth, P.P. 1999).
Ursdchlich geht man von verschiedenen pathologischen Prozessen aus, deren
gemeinsamer Knotenpunkt in der erhohten Blutglukosekonzentration liegt (Abb. 1)

(Staiger, H. & Schleicher, E. 2011).

* Glucose
* Macromolecular damage
e m - — - * Mitochondriale ROS - - — — — — — - — — - -
1 | | 1
' | I |
1 I | I
Protein kinase C pathway I I Hexosamine pathway
! : : |
| ! ' |
+ AGE Pathway Polyol pathway *
t DAG , (NADPH —> NADF) } UDP-Glc-Nac
| 1
+ ‘
t PKC t AGEs t Sorbitol t TGF-8
+ PAI

Abb. 1: Durch Hyperglykimie induzierte reaktive Sauerstoffspezies (ROS) Bildung und dadurch aktivierte
pathologische Signalwege (— = direkte Rolle; --- = indirekte Rolle). Uridindiphosphat (UDP); O-gebundenes N
Acetylglukosamin (GlcNac); Plasminogen Aktivator Inhibitor (PAI); Transformierender Wachstums-Faktor-f (TGF-f);
Advanced Glycation Endproducts (AGE); Diacylglycerin (DAG); Proteinkinase C (PKC) (Rolo, A.P. & Palmeira, C.M.
2006).

Durch vermehrten Einbau insulinunabhingiger Glukosetransporter steigt die Glukose-
aufnahme der Zellen. Es kommt zu einer erh6hten intrazelluliren Glukosekonzentration,
sodass neben der Glykolyse andere Glukosestoffwechselwege getriggert werden (Staiger,
H. & Schleicher, E. 2011). Hierdurch kommt es beispielsweise zu einer Abnahme des
intrazelluldaren Pools an NADPH, welches fiir die Entgiftung der Zelle von gefahrlichen
reaktiven Sauerstoffspezies (reactive oxygene species = ROS) bendtigten wird. Dartiiber
hinaus steigt die NADH/NAD'-Ratio durch den Verbrauch an NAD', was eine
verminderte Zellfunktion durch Beeintrichtigung des metabolischen bzw. signal-
transduzierenden Systems nach sich zieht (Lorenzi, M. 2007). Durch die gesteigerte
Glukosekonzentration kommt es zudem sowohl intra- wie auch extrazelluldr zu einer
Glykosilierung von Proteinen, Phospholipiden und Nukleinsduren (Bierhaus, A. &
Nawroth, P.P. 1999). Ein Folgeprodukt dieser Glykosilierung sind die Advanced
Glycation Endproducts (AGE), die zu einer irreversiblen Quervernetzung von

Makromolekiilen (z.B. Kollagen) fithren und damit deren FEigenschaften verdndern
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konnen (Bierhaus, A. & Nawroth, P.P. 1999; Staiger, H. & Schleicher, E. 2011). Zudem
binden AGEs unter anderem an den Rezeptor fiir AGE-Produkte (RAGE). Es kommt zu
einer Aktivierung der NADPH-Oxidase, durch die eine gesteigerte intrazellulire ROS
Produktion induziert wird (Staiger, H. & Schleicher, E. 2011). Eine mogliche Folge ist
die Aktivierung des Transkriptionsfaktors NF-kB (Nukledrer Faktor-kappa B) (Bierhaus,
A. & Nawroth, P.P. 1999). In Untersuchungen zeigte sich, dass NF-kB eine Reihe von
Genen modifiziert, darunter auch solche, die fiir die zellulire Abwehr eine wichtige Rolle
spielen, wie etwa die Mangan-gebundene Superoxid Dismutase (MnSOD) (Patel, S. &
Santai, D. 2009).

1.1.1 Diabetes mellitus Typ I

Vom Diabetes mellitus Typ I (T1DM) sind besonders junge Menschen, mit biphasischem
Manifestationsgipfel um das 4. und 11. Lebensjahr betroffen (Clemens, A. et al. 1999).
Eine Ausprigung im Erwachsenenalter als latenter autoimmun Diabetes (latent
autoimmune diabetes in adults = LADA) ist ebenfalls moglich (Heidemann, C. et al.
2011). Hauptursache des TIDM ist eine autoimmunvermittelte Zerstorung der B-Zell-
Funktion in den Langerhans’schen Inseln des Pankreas mit nachweisbarer Infiltration von
autoreaktiven T-Lymphozyten (Herold, G. et al. 2010). Dies fiihrt zu einer Abnahme bis
zum vollkommenen Verlust der Insulinproduktion. In seltenen Féllen liegt eine
idiopathische Zerstorung oder ein Defekt der B-Zellen zu Grunde (Maahs, D.M. et al.
2010). Die fiir den TIDM typischen Symptome, darunter eine sich innerhalb von Tagen
bis wenigen Wochen entwickelnde Gewichtsabnahme in Verbindung mit Exsikose,
Polydypsie und Polyurie, manifestieren sich jedoch erst nach einem Verlust der B-
Zellmasse von 80-90 % (Kolb, H. 2000; Scherbaum, W.A. & Gries, F.A. 2004). Des
Weiteren miindet der progrediente Insulinmangel in einer katabolen Stoffwechsel-
entgleisung, wodurch der Abbau von Eiweil3- und Muskelmasse begiinstigt wird (Berger,
M. 2000). Hinzu kommen Allgemeinsymptome wie Miidigkeit und Konzentrations-
schwiéche (Gries, F.A. & Hauner, H. 2004).

In der Pathogenese geht man von einer multifaktoriellen Genese aus, bei der es zu einem
Zusammenspiel zwischen Umweltfaktoren und genetischer Pridisposition kommt. Bei
letzterem nehmen vor allem die genetischen Merkmale im Humanen-Leukozyten-

Antigen-System (HLA-System) eine wichtige Rolle ein (Kolb, H. 2000).
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1.1.2 Diabetes mellitus Typ II

Der Diabetes mellitus Typ II (T2DM) zéhlt zu den hdufigsten Erkrankungen weltweit, mit
weiter steigender Tendenz. Die groBte Inzidenz fiir T2DM liegt, im Gegensatz zum Typ I,
bei Menschen tiber 60 Jahren. Es zeigt sich jedoch in den letzten Jahren ein Anstieg an
Diabetes mellitus Typ II erkrankter Kinder und Jugendlicher (Kellerer, M. & Haring,
H.U. 2011). Hiervon zu unterscheiden ist der Maturity Onset Diabetes of the Young
(MODY-Diabetes), eine autosomal-dominat vererbte Form des Diabetes mellitus, die sich
meist Anfang der 2. Lebensdekade bemerkbar macht (Teriverdian, G. & Buselmaier, W.
2004). Im Gegensatz zum Typ I Diabetiker kommt es beim Typ II Diabetes mellitus nur
sehr selten zu einer Gewichtsabnahme. Auch Polydypsie und Polyurie manifestieren sich
nur bei stark erhohten Blutglukosewerten. Der Grof3teil der Patienten mit T2DM zeigt
phénotypisch ein metabolisches Syndrom mit abdominal betonter, androider Adipositas
(Gries, F.A. & Hauner, H. 2004). Pathognomisch kommt es beim T2DM zu einem
Anstieg der Glukoseproduktion in der Leber, einer Beeintrachtigung der Insulinsekretion,
sowie einer gestorten peripheren Insulinwirkung (Ichise, M. & Harris, P.E. 2010). Folge
ist eine hyperglykdmische Stoffwechsellage, deren mogliche Auswirkungen bereits
erldutert worden sind.

Die Storung der intrazelluldren Signalvermittlung von Insulin in den peripheren Geweben
ergibt sich im Rahmen der Adipositas z.B. durch Down-Regulation des Insulinrezeptors
oder Verdanderungen in der Funktion der in der Zellmembran sitzenden Glukose-
transporter. Weitere Resistenzmechanismen konnen sich aus Defekten innerhalb des
Insulinrezeptors (Typ-A Insulinresistenz) oder massiv reduzierter Rezeptoraffinitit
(Typ-B Insulinresistenz) ergeben (Starke, A.A.R., Kapitel 34, 2000). Bei noch intakter
Insulinproduktion zu Beginn der Erkrankung kann dies kompensatorisch zu einer
erhohten Insulinsekretion fiihren (Starke, A.A.R., Kapitel 34, 2000).

Bisher konnte noch keine direkte Ursache fiir die Ausbildung des Typ II Diabetes
mellitus identifiziert werden. Man geht jedoch von einer multifaktoriellen Genese aus, bei
der steigendes Alter, eine damit einhergehende verminderte Muskelmasse, Adipositas
sowie exzessiver Kalorienkonsum verbunden mit der Abnahme an korperlicher
Aktivititen als wesentliche Faktoren fiir die Ausbildung des Typ II Diabetes angesehen
werden konnen (Gunasekaran, U. & Gannon, M. 2011; Kellerer, M. & Hiring, H.U.
2011). Zusétzlich konnte die altersbedingte Abnahme der B-Zell-Funktion mit steigendem
Alter eine Rolle spielen (Gunasekaran, U. & Gannon, M. 2011). Weitere Studien zeigen,

dass in gewissen Familien eine Haufung von Typ II Diabetes auftritt, sodass man neben
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den oben genannten Risikofaktoren, auch von einer genetischen Disposition ausgehen

kann (Grarup, N. et al. 2010).

1.2 Das Hormon Insulin

Das Pankreas ist eine sekundir retroperitoneal gelegene Driise, die aus einem endokrinen
und einem exokrinen Anteil besteht (Aumiiller, G. et al. 2007). Fiir die Insulinproduktion
ist der endokrine Anteil des Pankreas, der nur knapp 2 % der Gesamtmasse des Organs
ausmacht, von Bedeutung. Dieser besteht aus tiber 1 Millionen Langerhans’schen Inseln,
welche vor allem in dessen Schwanzteil lokalisiert sind. Eine Insel an sich besteht aus
tausenden von Epithelzellen und besitzt einen Durchmesser von etwa 100-200 um. Die B-
Zellen, in denen das Hormon Insulin gebildet wird, nehmen 70 % der Inselzellen ein

(Lullmann-Rauch, R. 2006).

1.2.1 Insulinaufbau

Insulin ist ein Makromolekiil aus zwei Polypeptidketten: einer A-Kette aus 21 Amino-
sduren, sowie einer B-Kette aus 30 Aminosduren. Diese beiden Ketten sind kovalent iiber
zwei Disulfidbriicken miteinander verbunden. Eine weitere Disulfidbriicke befindet sich
innerhalb der A-Kette (Deutzmann, R., Kapitel 20, 2006). Der Genlocus ist auf dem
kurzen Arm des Chromosoms 11 zu finden und codiert fiir das Priproinsulin mit einer
24 Aminosiuren langen Signalsequenz (Abb. 2) (Miiller-Esterl, W. et al. 2011; Skrha, J.
2006). Nach Translation des Préproinsulins erfolgt der Transport in das Lumen des rauen
Endoplasmatischen Retikulums (rER) der B-Zellen, in dem eine Prozessierung des
Molekiils stattfindet (Skrha, J. 2006). Das noch gestreckte Priproinsulin wird durch
Ausbildung dreier Disulfidbriicken gefaltet und nach Abspaltung der Signalsequenz als
Proinsulin in den Golgi-Apparat transportiert (Skrha J. 2006; Staiger, H. et al. 2007).
Durch Proteinconvertasen kommt es zur Abspaltung des C-Peptids. Darauthin verkiirzt
die Carboxypeptidase E das abgespaltene C-Peptid sowie die B-Kette am C-Terminus um
zwei basische Aminoséduren. Das gebildete Insulinmolekiil wird anschlieend als Zink-
Insulin Komplex gemeinsam mit dem abgespalteten C-Peptid in den Vesikeln des Goldi-

Apparates gespeichert (Staiger, H. & Schleicher, E. 2011).
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Abb. 2: Das menschliche Priproinsulin
Die Aminoséduren im Signalpeptid sind in griin markiert, die B-Kette rot, das C-Peptid orange und die A-Kette blau.
Die gestrichelten Kreise in weill markieren die Basis der Reste, die Spaltungsstellen fiir die Konvertierung von

Proinsulin in Insulin darstellen (Stey, J. et al. 2007).

1.2.2 Insulinsekretion

Bei Stimulation der B-Zellen wird das in den Vesikeln gespeicherte Insulin in den
Blutkreislauf freigesetzt. Die stirkste Stimulation stellt eine erhohte Blutglukose-
konzentration dar (Ashcroft, S.J.H. et al. 1972). Weiterhin wirken eine erhdhte Fettsdure-
konzentration, Inkretine und bestimmte Aminosiuren wie Arginin insulinotroph, wihrend
Katecholamine wie Noradrenalin Negativmodulatoren darstellen (Prentki, M. et al. 2013;
Staiger, H. & Schleicher, E. 2011). Intrazellulér sind vor allem Ca?", ATP, cAMP und
Phospholipid-abgeleitete Signale wie Diacylglycerol und Inositol-1,4,5-triphosphat die
Hauptsignale der Insulinsekretion (Seino, S. et al. 2011).

Im Folgenden wird nur auf den Stimulationsmechanismus iiber die erhéhte Blutglukose-
konzentration eingegangen. Uber die Glukosetransporter GLUT1 und 2 gelangt die
Glukose aus dem Blut in die B-Zellen. Durch das Glukosesensorenenzym Glukokinase
erfolgt die Kopplung an den intrazelluldren Stoffwechsel (Baltrusch, S. & Tiedge, M.
2006; Seino, S. et al. 2011). Dabei entstehen unter anderem FADH, und NADH die ihre
Elektronen an die Atmungskette abgeben, wodurch es zu einem Anstieg der ATP:ADP-
Ratio im Zytoplasma kommt (Jitrapakdee, S. et al. 2010). Dies fiihrt zu einer Schliefung
eines ATP-sensitiven K'-Ionenkanals in der Zellmembran durch allosterische Bindung

von ATP an einen daran gekoppelten Sulfonylharnstoffrezeptor (Staiger, H. & Schleicher,
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E. 2011). Es kommt zur Depolarisation der Zelle, wodurch die Offnung eines spannungs-
abhingigen Ca?"-Tonenkanals begiinstigt wird. Der daraus resultierende Anstieg der intra-
zelluldren Ca?'-Ionenkonzentration stellt einen Stimulus zur Exozytose der mit Insulin

beladenen Vesikel dar (Abb. 3) (Jitrapakdee, S. et al. 2010).
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Abb. 3: Insulinsekretion

Die Transkription des Insulingens wird iiber drei Transkriptionsfaktoren reguliert, die spezifisch fiir die B-Zellen sind:
HNF1a, PDX1 und MafA. Ein erhohtes Level an extrazelluldrer Glukose wird {iber GLUT2 aufgenommen und durch
die Glukokinase schnell zu Glukose-6-phosphat (G-6-P) phosphoryliert. Pyruvat (PR), das terminale Produkt der
Glykolyse, wird in den Mitochondrien oxidiert, was zu einer groen Menge an ATP fiihrt. Durch den Anstieg der
zelluliren ATP:ADP-Ratio kommt es zu einem Schluss K'arp-sensitiver Kanile, was eine Depolarisation der Zelle,
gefolgt von Ca?*-Influx durch spannungsabhingige Ca>*-lonenkanile, zur Folge hat. Dies fordert die Exozytose von
Insulingranula. IRP: sofort freisetzbarer Pool; RP: Reserve-Pool; RRP: fiir die Freisetzung bereitstechender Pool;
VDCC: spannungsabhingiger Ca>*-Ionenkanal (Jitrapakdee, S. et al. 2010).

1.2.3 Insulinwirkung

Insulinrezeptoren werden in fast allen Zellen des menschlichen Korpers, allerdings mit
unterschiedlicher Quantitit, exprimiert. Insulinsensitive Organe sind Leber, Muskulatur
und Fettgewebe (Staiger, H. & Schleicher, E. 2011). Strukturell zahlt der Insulinrezeptor
zu den heterodimeren Rezeptoren mit Tyrosin-Kinase-Aktivitdt und setzt sich aus zwei
extrazellular gelegenen a-Untereinheiten sowie zwei durch die Membran verlaufende
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B-Untereinheiten zusammen (Lin, Y. & Sun, Z. 2010). Eine kovalente Vernetzung der
beiden Untereinheiten erfolgt liber Disulfidbriicken (Staiger, H. & Schleicher, E. 2011).
Insgesamt existieren zwei Isoformen (A und B) des Rezeptors, deren genetische
Information mit 22 Exons auf dem kurzen Arm von Chromosom 19 (Bande p13.2-p13.3)
codiert ist (Lin, Y. & Sun, Z. 2010; Yang, T.L. et al. 1985). Isoform A dominiert prinatal
und zeigt eine hohe Affinitit fiir den Insulindhnlichen-Wachstumsfaktor II (IGF II =
Insulin-like growth factor II). In ausdifferenzierten Zellen iiberwiegt hingegen Isoform B,
die eine hohe Affinitédt zu Insulin aufweist und fiir die meisten metabolischen Effekte des
Hormons verantwortlich ist (Heni, M. et al. 2012). Bindet ein Insulinmolekiil die beiden
extrazelluldr gelegenen a-Untereinheiten, kommt es durch Konformationsianderung des
Rezeptormolekiils zu einer Anndherung der B-Untereinheiten. Dadurch wird die Tyrosin-
kinase Aktivitdt der B-Untereinheit aktiviert, was zu einer Autophosphorylierung von
Tyrosinresten innerhalb der B-Untereinheit fiihrt (Draznin, B. 2006). Es folgt die
Phosphorylierung des Insulinrezeptor-Substrats (IRS) und weiterer Adapterproteine,
wodurch es zur Ausbildung von SH2 (src-homologe 2)-Doménen kommt. Diese bilden
Andockstellen flir Signalproteine, wie die Phosphat-idylinositol-3-Kinase (PI3K), tiber
die die biologische Wirkung von Insulin vermittelt werden kann (Abb. 4) (Galic, S. et al.
2003). Die hierbei aktivierte PI3K phosphoryliert das in der Zellmembran gebundene
Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphat (PIP2) zu Phosphatidylinositol-3,4,5-trisphosphat
(PIP3). PIP3 kann an Pleckstrin homologe Doménen (PDH) von Proteinen (wie sie z.B.
bei der Phosphoinositid-abhédngigen Kinase 1 (PDK1) zu finden sind) andocken und diese
aktivieren, wodurch weitere Signalwege getriggert werden koénnen (Carnero, A. &

Paramio, J.M. 2014).
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Abb. 4: Intrazellulire Signaliibertragung des Insulins

Nach Phosphorylierung von IRS-Proteinen durch den Insulinrezeptor bestehen zwei Mdglichkeiten: Bindung und

Aktivierung der PI3-Kinase fiihrt zu metabolischen Insulineffekten (rechts), alternativ kommt es durch Bindung von

GRB2 und die anschlieBende Aktivierung der MAP-Kinasekaskade zu Anderung der Genexpression (links) (Staiger, H.

et al., Kapitel 26, 2007)

Als wichtigstes anaboles Hormon des menschlichen Korpers fordert Insulin so die

Glykolyse, die Lipogenese wie auch die Proteinbiosynthese und nimmt bei der

Differenzierung und Proliferation von Zellen und Geweben eine wichtige Rolle ein

(Staiger, H. & Schleicher, E. 2011). Eine Ubersicht der periphere Insulinwirkung ist in

Tabelle 2 aufgefiihrt.

Leber Muskel | Fett Wirkmechanismus

Glukosetransport 1 1 GLUT-4 Translokation

Glykolyse 1 1 cAMP |, Fructose-2,6-biphosphat 1, Induktion der
Schliisselenzyme der Glykolyse

Glukoneogenese l cAMP |, Fructose-2,6-biphosphat 1, Repression der
Schliisselenzyme der Glukoneogenese

Glykogensynthese 1 1 cAMP |, Aktivierung der Glykogensynthase

Glykogenolyse i} cAMP |, Hemmung der Glykogenphosphorylase

Fettsdurebiosynthese 1 1 Aktivierung der Pyruvatdehydrogenase, Induktion
der Schliisselenzyme der Fettsdurebiosynthese

Lipogenese 1 1 cAMP |, Aktivierung und Induktion der Glycerin-3-
phosphat-Acyltransferase

Lipolyse ) cAMP |, Hemmung der hormonsensitiven Lipase

Aminoséduretransport 1 Induktion der Aminoséurentransporter

Proteinbiosynthese 1 mTOR-Aktivierung

Tabelle 2: Ubersicht der Insulinwirkungen in Leber, Muskel und Fettgewebe (Staiger, H. & Schleicher, E. 2011).

1.3 Mitochondrien
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Sowohl fiir die glukoseinduzierte Insulinsekretion in den pankreatischen B-Zellen, als
auch fiir die Insulinwirkung, ist der mitochondriale Stoffwechsel essentiell.

Mitochondrien sind Zellorganellen die urspriinglich von freilebenden, aeroben Bakterien
abstammen und im Laufe ihrer Entwicklung eine Symbiose mit eukaryotischen
Vorlduferzellen eingegangen sind (Zhang, L. et al. 2011). Sie liegen in den unter-
schiedlichen Zelltypen in variabler Anzahl vor. Beispielsweise sind in Erythrozyten keine
Mitochondrien zu finden, wéhrend Leberzellen 1000-2000 aufweisen konnen. Allgemein
kann man sagen, dass Zellen, die einen hohen Energieverbrauch haben, einen hohen
Anteil an Mitochondrien besitzen (Hirsch-Kaufmann, M. & Schweiger, M. 2006). Dies
liegt vor allem daran, dass Mitochondrien Produktionsort des fiir den Energiehaushalt der
Zelle bendtigen ATPs sind. Gleichzeitig wird dabei jedoch auch ein groBer Teil der
zellschdadigenden ROS gebildet. Neben der Biosynthese von Metaboliten und Neuro-
transmittern, spielen Mitochondrien zudem in der Calcium-Homdostase und bei der

Kontrolle des Zelltodes eine wichtige Rolle (Waldbaum, S. & Patel, M. 2010).

1.3.1 Mitochondrienaufbau

Es existieren verschiedene Mitochondrienformen (von eiférmig- und stabférmig bis zu
komplexen Netzwerken). Diese konnen jedoch geméll den Anspriichen der Zellstruktur
und -funktion schnell gedndert werden (Hayashi, Y. & Ueda, K. 1989; Hemachandra
Reddy, P. et al. 2012). Die mitochondriale Struktur an sich wird durch die Balance von
Fusionsprozessen (Austausch mitochondrialer Matrix zwischen den Organellen) und
Teilungsprozessen (vermutlich Initial zur Aufrechterhaltung der Funktionalitit des
mitochondrialen Retikulums) aufrechterhalten (Hebert, S.L. et al. 2010). Den einzelnen
Formen gemein ist ihr struktureller Aufbau. Die 1-5 pm langen Organellen besitzen eine
Doppelmembran durch die das Mitochondrium in drei Kompartimente unterteilt wird:
den intermembrandsen Raum zwischen duBerer Membran und gegeniiberliegender
innerer Membran, die von der inneren Membran gebildeten Cristae und die Matrix

(Abb. 5) (Hirsch-Kaufmann, M. & Schweiger, M. 2006; Green, D.E. et al. 1970).
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Abb. 5: Aufbau eines Mitochondriums mit Darstellung wichtiger Funktionen

Das im Zytosol durch den Abbau von Glukose gebildete Pyruvat wird durch die mitochondriale Membran in das
Mitochondrium transportiert und dort im Tricarbonséurezyklus (TCA) weiter verarbeitet. Die dabei gebildeten
Substrate werden in die Atmungskette eingeschleust. Diese ist fiir die Hauptaufgabe der Mitochondrien, die Produktion
von ATP durch die oxidative Phosphorylierung, verantwortlich. Weiterhin befinden sich im Zytosol spannungs-
abhingige Anionen Kandle (VDACs = voltage dependent anion channels) iiber die kleine Molekiile die duBlere
Membran passieren kénnen. Die Aktivierung einer Adenosinmonophosphat abhéngigen Kinase (AMPK) erlaubt der
Zelle auf eine niedrige zytosolische ATP:ADP-Ratio zu antworten. Zusétzlich kdnnen nukledr codierte Proteine durch
TIM (Tansporter der inneren Membran = transporter inner membrane) und TOM (Transporter der dufleren Membran =
transporter outer membrane) in das Mitochondrium importiert werden. Die Adenin Nukleotid Translokase (ANT)
ermdglicht den Mitochondrien den Import von ADP und den Export von ATP. Weitere Abkiirzungen: CaU = Calcium-
Uniporter; mtDNA = mitochondriale DNA; MOMP = mitochondriale Durchléssigkeit der dufleren Membran
(mitochondrial outer membrane permeabilization); Cyt ¢ = Cytochrome ¢ (Smith, R.A.J. et al. 2012).

Die dullere Membran dient dem Schutz des Mitochondriums (Hirsch-Kaufmann, M. &
Schweiger, M. 2006). Molekiile von einer Grofe < 5-6 kDa und Ionen koénnen die
Membran direkt {iber darin enthaltene Porine passieren. Grof3ere Proteine miissen fiir den
Transport iiber die duflere Membran eine spezifische Signalsequenz besitzen (Hirsch-

Kaufmann, M. & Schweiger, M. 2006; Waldbaum, S. & Patel, M. 2010). Die Oberfliche
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der inneren Membran ist im Gegensatz zu der dueren durch ihre starke Faltung ver-
groflert und in ihrer Permeabilitdt durch Cardiolipin weiter eingeschriankt. Permeasen
innerhalb der Membran ermdéglichen unter ATP-Verbrauch beispielsweise den Durchtritt
von Aminoséduren oder Glukose (Hirsch-Kaufmann, M. & Schweiger, M. 2006). Dariiber
hinaus schaffen dynamische Multiproteinkomplexe, die sogenannten Permeabilitits-
Transissions-Poren (PTP), eine Verbindung zwischen der inneren und der &dufleren
Membran. Sie fungieren als Calcium-, Spannungs-, pH-, und Redoxgesteuerte-Kanéle
(Zamzami, N. et al. 2007). Die innere Membran ist zudem Sitz der fiir den Organismus
essentiellen Atmungskette. An der dem Matrixraum zugewandten Seite ist die ATP-
Synthase (auch als Komplex V der Atmungskette bezeichnet) lokalisiert. In der Matrix
selbst befinden sich verschiedenste substratabbauende Enzyme wie z.B. solche fiir den
Zitronensdurezyklus. Im mitochondrialen Innenraum kann Calcium durch Prézipitation

gespeichert werden (Hirsch-Kaufmann, M. & Schweiger, M. 20006).

1.4 Mitochondriale Atmungskette

Die mitochondriale Atmungskette besteht aus fiinf Proteinkomplexen, die in der inneren
Membran der Mitochondrien lokalisiert sind (Abb. 6). Die Atmungskette ist von beson-
derer Bedeutung im Energiestoffwechsel der Zellen, da durch sie ein fiir die ATP-Bildung
wichtiger elektrochemischer Gradient aufgebaut wird (Brandt, U. 2007).
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Abb. 6: Enzymkomplexe der Atmungskette in der inneren Mitochondrien-Membran (Brockington, A. et al. 2010)
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1.4.1 Komplex I

Den ersten und gleichzeitig groten Komplex der Atmungskette bildet die NADH-
Dehydrogenase. Sie ist aus 45 Untereinheiten aufgebaut, von denen 7 auf dem mitochon-
drialen Genom und der Rest auf der nukledren DNA codiert werden (Koene, S. et al.
2012). Die Funktion des Komplex I besteht darin, den Elektronentransfer von NADH,
dass unter anderem im Zitratzyklus gebildet wird, liber das nicht kovalent gebundene
Flavinmononuklotid (FMN) und die 8 Eisen-Schwefel-Zentren zu Coenzym Q zu trans-
ferieren (Rassow, J. 2006; Diaz, F. et al. 2011). Hierbei sind die Oxidation von NADH
und der Transfer von zwei Elektronen energetisch an die Translokation von vier Protonen
gekoppelt (Vinogradov, A.D. 2008). Fiir diese Vorginge sind drei Module in Komplex I
verantwortlich: ein N-Modul, dass der NADH-Oxidation dient, ein Q-Modul fiir die
Ubiquinon-Reduktion sowie ein P-Modul fiir die Protonentranslokation (Koene, S. et al.
2012). Die Module sind in Form eines L’s angeordnet, wobei das P-Modul in der inneren
Mitochondrienmembran eingebaut ist, wihrend das N- und Q-Modul in die Mitochon-

drienmatrix hinein ragen (Koene, S. et al. 2012).

1.4.2 Komplex II

Die als enzymatischer Bestandteil im Zitratzyklus vorkommende Succinat-Dehydro-
genase bildet den Komplex II der Atmungskette. Sie besteht aus vier Untereinheiten die
alle nukledr codiert werden (Diaz, F. et al. 2011). Die beiden kleinsten, aus hydrophoben
Proteinen bestehenden Untereinheiten verankern das Enzym in der mitochondrialen
Innenmembran (Beattie, D.S. 2002; Diaz, F. et al. 2011). Uber die groBte Untereinheit
erfolgt die Substratbindung (Beattie, D.S. 2002). An ihr ist das Flavin-Adenin-
Dinukleotid (FAD), dass als Cofaktor bei der Katalyse der Oxidation von Succinat zu
Fumarat reduziert wird, kovalent iiber einen Histidinrest gebunden (Diaz, F. et al. 2011;
Beattie, D. S. 2002). Von FAD werden die an der Reaktion beteiligten Elektronen iiber
die drei Eisen-Schwefel-Zentren, die Bestandteil der zweiten Untereinheit sind, zu Ubi-
quinon transferiert (Beattie, D.S. 2002; Diaz, F. et al. 2011). Anders als Komplex I stellt
die Succinat-Dehydrogenase jedoch keine Protonenpumpe dar (Rassow, J. 2006). Sie ist,
wie auch das elektronentransferierende Flavoprotein (ETF), neben Komplex I, ein Seiten-

einstieg in die Atmungskette (Brandt, U. 2007).
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1.4.3 Komplex III

Komplex III der Atmungskette ist die Cytochrom-c-Reduktase. Es handelt sich um ein
dimeres Enzym bestehend aus drei katalytischen und acht strukturellen Untereinheiten
(Smith, P.M. et al. 2012; Diaz, F. et al. 2011). Mit Ausnahme von Cytochrom b wird jede
dieser Untereinheiten nukledr codiert (Chen, J. et al. 2009). Das Redox-Zentrum setzt
sich aus den drei groen Untereinheiten zusammen: Cytochrom cl, das Rieske-Eisen-
Schwefel-Protein (RISP) sowie Cytochrom b (Diaz, F. et al. 2011). Cytochrom c1 und
RISP sind jeweils liber eine einzelne Transmembrandomine in der inneren Membran
verankert. Thre prosthetischen Gruppen (Him ¢ und Fe,S,-Zentrum) ragen in den Inter-
membranraum hinein (Smith, P.M. et al. 2012). Komplex III besitzt insgesamt zwei
Bindungsstellen fiir Ubiquinol/Ubiquinon (QH,/Q), wobei die Oxidation von Ubiquinol
nahe dem Intermembranraum stattfindet, wihrend die Reduktion des Ubiquinons (Q) an
der Matrix zugewandten Seite ablauft (Chen, J. et al. 2009). Ubiquinol (QH,), dass zuvor
durch die Aufnahme zweier Elektronen von Komplex I oder II aus Ubiquinon entstanden
ist, gibt dabei seine Elektronen an Komplex III ab. Das erste Elektron gelangt zum RISP,
von dem es iiber Cytochrom c1 auf das mobile, an der mitochondrialen Membran lokali-
sierte Cytochrom ¢ weitergeleitet wird (Chen, J. et al. 2009; Chandel, N.S. 2010). Dieses
transportiert das aufgenommene Elektron zum Komplex IV der Atmungskette (Chen, J. et
al. 2009). Aus Ubiquinol wird dabei das chemisch instabile Ubisemiquinon-Radikal
gebildet, welches sein unpaares Elektron an die Ham bL Gruppe von Cytochrom b abgibt.
Von dort wird das Elektron auf die zweite Him Gruppe von Cytochrom b, das Him bH,
weitergeleitet. Am Hidm bH kommt es darauthin zu einer Reduktion eines weiteren
Ubiquinon-Molekiils und zu einer erneuten Ubiseminquinon-Bildung (Chandel, N.S.
2010). Dieser Vorgang wird unter dem Begriff Q-Zyklus zusammengefasst. An der
Redoxreaktion von Q/QH; ist auch ein Transfer von Protonen involviert. Durch diesen
Prozess kommt es zu einer Abgabe von vier Protonen in den Intermembranraum und zu
einer Aufnahme von zwei Protonen aus der Zellmatrix (Chen, J. et al. 2009). Alles in
allem werden im Laufe zweier Q-Zyklen zwei Ubiquinol-Molekiile oxidiert und ein

Ubiquinol-Molekiil sowie zwei Molekiile Cytochrom c reduziert (Chandel, N.S. 2010).
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1.4.4 Komplex IV

Die Cytochrom-c-Oxidase bildet den IV. Komplex der mitochondrialen Atmungskette
(Fontanesi, F. et al. 2008). Im menschlichen Organismus setzt er sich aus zwei Mono-
meren mit 13 verschiedenen Untereinheiten zusammen (Abb. 7) (Tsukihara, T. et al.
1996). Drei dieser Untereinheiten (Cox1, Cox2, Cox3), die stark hydrophobe Trans-
membranproteine darstellen, werden mitochondrial codiert, wéihrend die restlichen
10 Untereinheiten im Zellkern codiert und anschlielend vom Zytosol ins Mitochondrium
transportiert werden (Fontanesi, F. et al. 2008; Mick, D. U. et al. 2011). Einzig die
Untereinheiten Cox1 und Cox2 enthalten die fiir die Funktion des Enzyms als redox-
gekoppelte Protonenpumpe wichtigen Redoxfaktoren. Im Kernprotein Cox1, bestehend
aus 12 transmembranen Helixes, sind zwei Him-Molekiile sowie ein Kupfer-Ion an der
CuB Seite gebunden (Tsukihara, T. et al. 1996; Mick, D. U. et al. 2011). Innerhalb der
Cox2 Untereinheit sind zwei Kupfer-lonen an der CuA Seite gebunden. In deren Néhe,
auf Seiten des Intermembranraums, beinhaltet Cox2 zudem eine Bindungsstelle fiir
Cytochrom ¢ (Mick, D. U. et al. 2011; Miiller-Esterl, W. et al. 41.6, 2011). Die dritte
mitochondrial codierte Untereinheit Cox3, ein integrales Membranprotein aus 7 Helixes,
besitzt hingegen keine Redoxfaktoren (Fontanesi, F. et al. 2006). Uber die Helix I bzw.
I tritt Cox3 jedoch in Interaktion mit den Helixes III und IV bzw. IV und V von Cox1
(Tsukihara, T. et al. 1996). Wie genau die Bildung der einzelnen Untereinheiten gesteuert
wird und welche Mechanismen in der Interaktion und Komplexbildung zwischen den
einzelnen Untereinheiten eine Rolle spielen, ist jedoch noch unklar (Mick, U.D. et al.
2011). Man vermutet, dass ein multiples Protein-Protein Interaktionsnetzwerk der Zelle
an diesen Prozessen beteiligt ist (Fontanesi, F. et al. 2006). Weiterhin geht man auch von
einer Regulation auf Ebene der Translation bzw. Transkription aus, darunter beispiels-
weise die Bereitstellung von Untereinheiten wie auch Faktoren die an deren Zusammen-
lagerung involviert sind (Fontanesi, F. et al. 2006). Verdnderungen im Prozess der
Komplexbildung koénnen zu einer ineffizienten Funktion der Cytochrom-c-Oxidase

fiihren, was mit einer gesteigerten ROS Produktion einher geht (Fontanesi, F. et al. 2006).
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Cytochrom c

Abb. 7: Kristallstruktur von Pferdeherz Cytochrom ¢ und Kuherz Cytochrom-c-Oxidase. Die Untereinheit Cox3
der Cytochrom-c-Oxidase ist in pink dargestellt (Hiittemann, M. et al. 2012).

Die Funktion der Cytochrom-c-Oxidase besteht in der Reduktion von Sauerstoff zu
Wasser und dem damit verbundenen Protonentransfer, der zu einer weiteren Verstiarkung
des elektrochemischen Protonengradienten fiihrt (Kim, Y. C. & Hummer, G. 2012). Fiir
diesen Vorgang werden vier vom Cytochrom ¢ aufgenommene Elektronen vom CuA
Zentrum in Cox2 iiber das Ham a auf die P Seite (Intermembranraum) der Membran
gebracht und zum binukledren Zentrum von Cox1, welches die Redoxfaktoren Him a3 und
CuB enthilt, weiter transferiert. Im binukledren Zentrum, mit Him a3 und CuB als
Redoxfaktoren, erfolgt nun die Bindung und anschlieBende Reduktion von Sauerstoff zu
Wasser (Kim, Y.C. & Hummer, G. 2012). Insgesamt werden fiir die Bildung von moleku-
larem Sauerstoff vier Elektronen von vier Molekiilen Cytochrom c bendtigt. Der
molekulare Sauerstoff wird dabei, unter Aufnahme von zwei aus der Matrix stammenden
Protonen, zu Wasser reduziert. Gleichzeitig werden vier weitere aus der Matrix
stammende Protonen iiber einen noch ungeklarten Mechanismus in den Intermembran-

raum transloziert (Miiller-Esterl, W. et al. 2011).

1.4.5 Komplex V

Die auch als Komplex V bezeichnete ATP-Synthase ist eine kationentranslozierende

ATPase, die unter der treibenden Kraft eines transmembranalen Protonengradienten die
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Bildung von ATP katalysiert (Dargel, R. 1981). Dabei lduft folgende reversible Reaktion
ab (Brandt, U. 2007):

ADP + P; + 3 %, H" (Matrix) — ATP + H,O + 3 % H' (Intermembranraum)

Die ATPase setzt sich aus einem membrangebundenen, hydrophoben Fp-Anteil
(O = Oligomycin) und einem hydrophilen, in die Matrix ragenden F;-Anteil zusammen
(Voet. D & Voet, J. G. 1995). Der F;-Teil besteht aus jeweils drei a- und B-Unter-
einheiten, die einen kompakten Ring ausbilden. In der Mitte dieser Ringstruktur befindet
sich die y-Untereinheit. Je eine a- und B-Untereinheit bilden ein katalytisches Zentrum, an
dem die spitere ATP-Bildung erfolgt. Der Fo-Teil besteht zum groBten Teil aus dem
Rotator, der mit seinen ca. 12 ¢ Untereinheiten in der mitochondrialen Innenmembran
verankert ist. Seitlich davon liegt die a-Untereinheit und in der Mitte ist die y-Unter-
einheit verankert (Rassow, J. 2006). In ihr sind spezifische Poren enthalten, die den tiber
die Komplexe I, III und IV aus der Matrix translozierten Protonen die Passage iiber die
Membran ermdglichen (Mathews, C.K. & van Holde, K.E. 1990). Durch den Einstrom
der Protonen in die mitochondriale Matrix iiber den Fp-Teil kommt es zu einer Drehung
des Rotors, die sich auf die im Rotor verankerte y-Untereinheit iibertrdgt. Dies hat eine
Konformationsdnderung in den o- und B-Untereinheiten des F;-Teils zur Folge, welche
zur Bildung von ATP aus ADP und anorganischem Phosphat kommt (Rassow, J. 2006).
Die treibende Kraft fiir diese Reaktion stellt der durch die Elektronentransportkette
generierte elektrochemische Gradient dar. Dabei betrdgt die freie Energie des Protonen-
transports etwa 19 kJ/mol. Fiir die Bildung eines einzelnen ATP-Molekiils werden
mindestens 50 kJ/mol gebraucht, sodass insgesamt drei Protonen fiir die Bildung von

einem ATP-Molekiil notig sind (Cypionika, H. 1999).

1.5 Reaktive Sauerstoffspezies

Man vermutet, dass 2-3 % aus den Mitochondrien verbrauchten O, unvollstindig redu-
ziert werden und zu einer vermehrten Bildung von reaktiven Sauerstoffspezies fiihrt
(Hamanaka, R.B. & Chandel, N.S. 2009). Die reaktiven Sauerstoffspezies (ROS) zdhlen
zu den aus Sauerstoff generierten Radikalen (Li, S. et al. 2012). Aufgrund ihrer
chemischen Instabilitdt gehen sie leicht Redoxreaktionen mit anderen Molekiilen wie

Proteinen, Lipiden oder DNA ein (Gomes, E.C. et al. 2012). Die wichtigsten im
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Organismus vorkommenden ROS Spezies sind: Hydroxylradikale (OH"), Wasserstoff-
peroxid (H,O;) und Peroxynitrite (OONQO") (Brennan, L.A. et al. 2009).

Bei der Entstehung von ROS im Organismus sind sowohl exogene wie auch endogene
Faktoren beteiligt. Als exogene Faktoren konnen unter anderem UV-Licht, ionisierende
Strahlung, Umweltgifte und Chemotherapeutika die Bildung von ROS fordern (Brennan,
L.A. et al. 2009). Man geht jedoch davon aus, dass die endogene Produktion von ROS
durch Peroxisomen, die Lipooxygenese, die NADPH-Oxidase und die mitochondriale
Atmungskette sowie Cyclooxygenase (COX) den wesentlich bedeutenderen Faktor
einnimmt (Brennan, L.A. et al. 2009; Mari, M. et al. 2010). Unter physiologischen
Bedingungen ist die mitochondriale Atmungskette ein Hauptort der ROS Generierung (Pi,
J. et al. 2010). Innerhalb der Atmungskette kommt es vor allem an den Komplexen I, 11
und III zu einer Produktion von ROS. Dabei steht die Bildung von Ubisemichinon im
Vordergrund. Im Gegensatz zu Komplex I und II, bei denen die ROS Bildung nur auf
einer Seite der mitochondrialen Matrix erfolgt, ist Komplex III in der Lage an beiden
Seiten der inneren mitochondrialen Membran ROS zu generieren (Hamanaka, R.B. &
Chandel, N.S. 2009). Die dabei gebildeten Superoxidmediate kdnnen unter anderem iiber
Superoxid-Dismutasen (SOD) in das chemisch stabilere Wasserstoffperoxid (H,O,) um-

gewandelt werden, welches in der Lage ist, durch die Zellmembran zu diffundieren.

In geringem Malle werden H,O, und weitere ROS auch als physiologischer Bestandteil
im zelluldren Metabolismus gebildet. Dabei spielen sie eine Rolle in der Regulation von
Signalkaskaden, sowie von Proliferations- und Differenzierungsvorgingen der Zelle. Dies
erfolgt z.B. iiber Oxidation redoxsensitiver Proteine wie der Tyrosin-Phosphatase. H,O,
kann zudem iiber die Katalase, die Glutathion-Peroxidase und iiber Thioredoxine zu
Wasser reduziert werden (Wellen, K.E. & Thompson, C.B. 2010). Allerdings kénnen
Anderungen im oxidativem Stoffwechsel der Mitochondrien zu einem Anstieg der ROS
Produktion tiber einen Schwellenwert fithren, was Zellschdden bis hin zum Zelltod
verursachen kann. Hierbei kann H,O, in Anwesenheit von Ubergangsmetallen iiber die
Fenton-Reaktion in ein hoch reaktives Hydroxylradikal (OH") reduziert werden. Mogliche
Folge ist eine Schidigung von Makromolekiilen einschlielich DNA, Membranlipiden
und Proteinen (Wellen, K.E. & Thompson, C.B. 2010). Des Weiteren konnte eine Beteili-
gung von ROS in einer Vielzahl von Erkrankungen darunter Krebs, Diabetes mellitus
Typ II, Artheriosklerose, inflammatorische Storungen, Ischdmie- und Reperfusions-

schiden gezeigt werden (Brennan, L.A. et al. 2009). Im Alter wurde ein Anstieg an ROS
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durch Abnahme zelluldrer antioxidativer Kapazitit nachgewiesen, sodass man davon
ausgeht, dass ROS im Alterungsprozess und damit assoziierten Schiden involviert ist.
Vermutet wird, dass es hierbei zu einer ROS induzierten Akkumulation mutierter mtDNA
kommt die in einer mitochondrialen Dysfunktion miindet (Abb. 8.1 & 8.2) (Brennan,
L.A. et al. 2009). Um der Schidigung durch ROS entgegen zu wirken, sind die Zellen auf
antioxidative Mechanismen angewiesen, wie beispielsweise die Superoxid-Dismutasen

und die Katalase, die im kommenden Abschnitt genauer erldutert werden.
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Abb. 8.1: Uberblick der mitochondrialen ROS Produktion

ROS Produktion iiber Mitochondrien kann zu oxidativem Schaden mitochondrialer Proteine, Membranen und DNA
fihren und dadurch auch die Fahigkeit der Mitochondrien ATP zu synthetisieren sowie weitere mitochondriale
Funktionen (wie die Fettsduresynthese und den Aminoséurezyklus) beeinflussen. Mitochondrialer oxidativer Schaden
kann auch die Tendenz der Mitochondrien steigern Intermembranproteine wie Cytochrom c (cyt c) iliber die
mitochondriale Membran zum Zytosol zu transportieren und dabei die zelluldire Apoptosemaschine zu aktivieren.
Dariiber hinaus fiihrt die mitochondriale ROS Produktion zu einer Induktion mitochondrialer Permiabilitéts-
Transissions-Poren (PTP), welche unter ischdmischen Bedingungen die innere Membran durchléssig machen fiir kleine
Molekiile. Des Weiteren scheinen mitochondriale ROS als ein modulierbares Redox-Signal zu fungieren, dass
reversiblen Einfluss auf die Funktionen von Mitochondrien, Zytosol und Nukleus hat. Weitere Abkiirzungen: MOMP =
mitochondriale Durchldssigkeit der dufleren Membran (mitochondrial outer membrane permeabilization) (Murphy,
M.P. 2009).

19



1 Einleitung

RESPONSE (short-term) SIGNALLING TO CYTOSOL

* enzyme activity + indication of Ap and NADH redox state
(via post-translational modifications)

= supply of substrates

mitochondrion SIGNALLING TO NUCLEUS

« via redox-sensitive transcription factors
MITOCHONDRIAL ‘wughain
SIGNALLING
* enzyme activity (via
redox-sensitive moieties) H202
lipid peroxidation v
products

RESPONSE (long-term)
* increased protein import
+ cofactor assembly

SECONDARY REDOX « mitochondrial biogenesis

SIGNALLING

Abb. 8.2: Mégliche Mechanismen des mitochondrialen Redox-Signalwegs

Die mitochondriale H,O, Produktion stellt ein potentielles Redoxsignal dar. H,O, kann die Aktivitidt von Proteinen
reversibel beeinflussen. Diese Modifikationen kdnnen in Mitochondrien, im Zytosol oder an nukledren Enzymen,
Carriers oder Transkriptionsfaktoren stattfinden und vorriibergehend deren Aktivitdt beeinflussen. Das Ausmal} der
mitochondrialen H,O, Produktion ist abhéngig von Faktoren wie Ap oder dem Redoxstatus des NADH-Pools. Des
Weiteren kann die mitochondriale H,O, Produktion auch als retrogrades Signal fiir den Rest der Zelle fungieren

(Murphy, M.P. 2009).

1.5.1 Superoxid-Dismutasen

ROS werden im Organismus vor allem in der mitochondrialen Atmungskette generiert.
Dabei kann es durch eine Ein-Elektronen Reduktion von O, zu einer Bildung von
Superoxid-Radikalen kommen. Superoxid-Radikale an sich kdnnen spontan weiter zu
H,0; und O, reagieren, jedoch lduft dieser Vorgang bei physiologischen pH-Werten nur
sehr langsam ab (Whittaker, J.W. 2010).

20,*+2H = HO0,+ 0,

(Reaktionsgleichung: Miiller-Esterl, W. et al. 2011)

Enzyme, wie die Superoxid-Dismutasen, konnen diese Reaktion katalysieren und somit
den Vorgang beschleunigen, weshalb sie eine wichtige Rolle in der Bekdmpfung der
iberschiissigen ROS einnehmen (Whittaker, J.W. 2010). Es konnte gezeigt werden, dass
die Regulation der SOD-Gene bedeutend fiir die Homdostase der ROS Konzentration ist
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und sie essentiell fiir das Uberleben in einer acroben Umwelt sind. Zudem wird diskutiert,
in  wieweit Superoxid-Dismutasen mit neurodegenerativen Erkrankungen, pulmonalen
und kardiovaskuldren Dysfunktionen, Krebsentstehung und -progression in Verbindung
stehen.

Im menschlichen Organismus sind bisher drei Isoformen der Superoxid-Dismutasen mit
dhnlicher Funktion bekannt. Thre Information wird jedoch auf verschiedenen Genen
codiert. Weitere Unterschiede zeigen sich in ihrer Proteinstrukturen, ihrer zelluldren

Verteilung, sowie ihren metallischen Cofaktoren (Miao, L. & Clair, D.K. St. 2009).

Die SOD1 kommt ubiquitdr in humanen Zellen vor. Auf der DNA ist sie in der Region
21g22.1 von Chromosom 21 kodiert. Hauptlokalisationsort ist das Zytosol, in dem die
SOD1 als 32 kDa grofles Homodimer vorliegt. Nur ein geringer Prozentsatz ist im inter-
membrandsen Raum der Mitochondrien zu finden (Fukai, T. & Ushio-Fukai, M. 2011).
Mit nur 154 Aminosduren ist die SODI ein kleines Protein, das in acht Stringen als
B-Fass gefaltet vorliegt (Kawamata, H. & Manfredi, G. 2010). Im aktiven Zentrum ist ein
Kupferatom gebunden, dass fiir die Funktion als Superoxid-Dismutase von essentieller
Bedeutung ist. Als weiteres Metall kommt ein Zinkatom vor, dessen Austausch jedoch
nicht zu einem Funktionsverlust des Enzyms fiihrt (Fukai, T. & Ushio-Fukai, M. 2011).
In transgenetischen Miusen konnte festgestellt werden, dass eine SOD1-Uberexpression
den Cytochrom c-Abbau und den neuronalen Zelltot z.B. nach subarachnoidaler
Héamorraghie, stark inhibiert und in Abhéngigkeit von DAF-16 (FoxO) und HSF-1 die
Lebensspanne erhoht (Niizuma, K. et al. 2009; Cabreiro, F. et al. 2011). Andere
Untersuchungen heben jedoch den Anstieg des Wasserstoffperoxids als zelltoxisches

Molekiil durch gesteigerte SOD1-Aktivitét hervor (Fukai, T. & Ushio-Fukai, M. 2011).

Die Superoxid-Dismutase 2 (SOD2) bildet im Gegensatz zur SODI ein 96 kDa grof3es
Homotetramer, dass in seinem aktiven Zentrum das Ubergangsmetall Mangan gebunden
hat (Fukai, T. & Ushio-Fukai, M. 2011). Auf der DNA ist es codiert auf dem
Chromosom 6q25.3 (Miao, L. & Clair, D.K. St. 2009). Da die Hauptlokalisation der
SOD2 die mitochondriale Matrix ist, nimmt sie eine wichtige Rolle in der Umwandlung
von in der Atmungskette generierten Superoxid-Anionen ein. SOD2 knockout Méiuse
(SOD2 -/-) zeigten eine Kardiomyopathie und Neurodegeneration, was den frithen
postnatalen Tod der Méuse zu Folge hatte (Fukai, T. & Ushio-Fukai, M. 2011). Inwiefern

SOD2 eine Rolle im Alterungsprozess spielt, muss jedoch noch genauer untersucht
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werden. Des Weiteren scheint es, auf Basis des Polymorphismus im menschlichen SOD2-

Gen, eine Assoziation mit Diabetes mellitus Typ 2 zu geben (Nomiyama, T. et al. 2003).

1.5.2 Katalase

Katalasen sind intrazelluldre Enzyme, welche anhand ihrer Sequenz und Struktur in drei
Klassen eingeteilt werden konnen: 1. monofunktionale Hadm-enthaltende Enzyme,
2. bifunktionale Him-enthaltende Enzyme und 3. manganhaltige Enzyme (Chelikani, P.
et al. 2004). Die humane Katalase setzt sich aus vier identischen Untereinheiten von je
60 kDa zusammen, die jeweils eine Him-Gruppe und eine NADPH-Bindestelle enthalten
(Putnam, C.D. et al. 2000). Die Hauptaufgabe der Katalase besteht in der Katalyse der
Umwandlung von zellschidigendem H,O; in O, und H,O. Eine weitere Funktion des
Enzyms besteht darin die Oxidation von Elektronen-Donatoren wie beispielsweise
Phenolen zu katalysieren, sofern intrazelluldr eine geringe H,O, Konzentration vorliegt
(Percy, ME. 1984). In Studien zeigte sich zudem, dass Katalase die Sensitivitit der
TNF-a induzierten Apoptose erhoht. Grund hierfiir ist eine Verdnderung des Redoxstatus
innerhalb der Mitochondrien, zu der die Katalase beizutragen scheint (Bai, J. &
Cederbaum, Al. 2001). Weiterhin kann erhohter oxidativer Stress verschiedene Amino-
sduren der Katalase modifizieren und zu einer herabgesetzter Aktivitit des Enzyms
fiihren. Defizite in der Aktivitdt von Katalasen stehen im Zusammenhang mit der

Entwicklung des T2DM (Banerjee, M. & Vats, P. 2014).

1.5.3 Einfluss von ROS auf Insulinsekretion und Insulinwirkung

In geringen Mengen sind ROS physiologisch und nehmen eine wichtige Rolle in den
durch Insulin iiber NAD(P)H-Oxidase abhingige Mechanismen vermittelten Signalwegen
ein. Dabei kommt es durch die Stimulation der Zelle mit Insulin zu einem Anstieg der
H,0O, Produktion, iiber den es zu einer Exposition der Zelle mit ROS kommt. Dies fiihrt
iber die Inhibierung der Tyrosin-Phosphatase Aktivitit zu einer Verbesserung der Insulin
Kaskade, sodass das basale Level der Tyrosin-Phosphorylierung am Insulinrezeptor, wie
auch an dessen Substraten, erhoht wird (Rains, J.L. & Jain, S.K. 2011). Eine temporére
und kontrollierte ROS Produktion steigert demnach die Insulinsensitivitidt (Wellen, K.E.
& Thompson, C.B. 2010). Chronische Hyperglykémie, wie sie beim Diabetes mellitus

auftritt, kann jedoch iiber unterschiedliche Mechanismen direkt oder indirekt zu einem

22



1 Einleitung

unkontrollierten Anstieg der intrazelluldren ROS Bildung fiihren. Ungilinstig ist hierbei
der Zustand, dass gerade B-Zellen aufgrund eines ohnehin niedrigen Expressionslevels
antioxidativer Enzyme wie Katalase und Glutathion-Peroxidase, empfindlich gegeniiber
ROS Steigerung reagieren (Tiedge, M. et al. 1997; Kaneto, H. et al. 2010).

Im Laufe der Hyperglykdmie werden vermehrt alternative Glukosestoffwechselwege
getriggert durch die es unter anderem zu einem Verbrauch an NADPH kommt, welches
einen essentiellen Co-Faktor fiir die Produktion des antioxidativ wirkenden GSH (y-L-
Glutamyl-L-cysteinylglycin) darstellt. Auf der anderen Seite fiihrt die Umwandlung von
Sorbitol in Fructose iiber den Polyol-Weg zu einem Anstieg der NADH: NAD"-Ratio,
deren mogliche Konsequenz eine Aktivierung der Proteinkinase C (PKC) und eine Inhibi-
tion von GAPDH (Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase) ist. Somit fithren diese
alternativen Glukosestoffwechselwege bei Hyperglykdmie nicht nur direkt sondern auch
indirekt zu einer ROS Steigerung, die zu einem Redoxungleichgewicht der Zellen und
damit vermehrter Exposition der selbigen mit oxidativem Stress fiihrt (Rains, J.L. & Jain,
S.K. 2011). Unter diabetischen Bedingungen scheinen dariiber hinaus AGE, Insulin und
Angiotensin II in erhohter Konzentration vorzuliegen, sodass es iliber eine Aktivierung
der NADPH-Oxidase zu einem weiteren Anstieg an ROS kommt (Kaneto, H. et al. 2010).
In den B-Zellen selbst konnte gezeigt werden, dass ROS die Bindung von PDX1 und/
oder MafA an die Promotorregion des Insulingens reduziert und die Aktivitdt des-
selbigen sowie die mRNA-Expression supprimiert und die Insulinsekretion herabsetzt.
Ahnliche Wirkung zeigt auch die durch ROS gesteigerte Signaltransduktion iiber die c-
Jun-N-terminale Kinasen (JNK). Zudem kann eine gesteigerte ROS Produktion die
Apoptoserate der Zelle erhdhen, was vermutlich mit eine der Ursachen der Zerstérung
von B-Zellen beim Diabetes mellitus ist (Kaneto, H. et al. 2010). Die Glykosilierung von
Molekiilen des antioxidativen Systems, wie etwa Superoxid-Dismutasen oder Esterasen,
kann zu einer Inhibition der enzymatischen Aktivitdt fiihren. Aber auch die normale
Funktion anderer Proteine ist durch Glykosilierung beeinflussbar und kann mit einer
verdnderten Zellfunktion einhergehen (Rains, J.L. & Jain, S.K. 2011). Hinzu kommt die
erhohte Konzentration an freien Fettsduren, die beim Diabetes mellitus Typ 2, der
zumeist mit Adipositas vergesellschaftet vorliegt, zu beobachten ist. Sie scheinen die
INOS zu induzieren und zu einer libermiBigen Stickstoffmonooxid (NO)-Produktion
beizutragen. NO an sich ist ein wichtiger Mediator der B-Zell Apoptose, sodass es
wahrscheinlich ist, dass dessen Anstieg iiber die Induktion der Apoptose zu einer

Abnahme der B-Zell Masse beim Typ 2 Diabetes mellitus mit beitragen kann. Neben
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einer Beteiligung an der pankreatischen B-Zell Dysfunktion, hat sich gezeigt, dass ROS
auch in der Progression der Insulinresistenz involviert sind (Kaneto, H. et al. 2010). Eine
erhohte Bildung von ROS in den Mitochondrien wird auch als Ursache von Mutationen

im mitochondrialen Genom diskutiert (Kojima, T. et al. 2014).

1.6 Mitochondriale DNA

Mitochondriale DNA (mtDNA) wird ausschlieBlich maternal auf Nachkommen weiter
gegeben (Hemachandra Reddy, P. et al. 2012). Die Aufteilung wéhrend der Mitose und
Meiose erfolgt willkiirlich, sodass die mtDNA im Gegensatz zur nukledren DNA nicht
gleichmiBig in den einzelnen Zellen verteilt ist. Innerhalb einer Zellen kdnnen multiple
Kopien an mtDNA vorliegen (Zhang, L. et al. 2011). Die doppelstrangige mtDNA ist
zirkulér in Protein-DNA-Komplexen, den sogenannten Nukleoids, in der inneren Matrix
des Mitochondriums lokalisiert (Zhang, L. et al. 2011; Hebert, S.L. et al. 2010). Die
Lange der mtDNA variiert je nach Zelltyp zwischen 1 und 30 pm (Nass, M.M.K. 1976).
Obwohl Mitochondrien ihre eigene DNA besitzen, erfolgt die Codierung ihrer Proteine
semiautonom. Die Translationsorte vieler nur fiir die Mitochondrien bestimmter Proteine
sind im Laufe der Entwicklung auf die eukaryotische nukledire DNA projiziert worden.
Die extern codierten Proteine werden nach ihrer Synthese durch spezielle Transporter
wieder in das Mitochondrium eingeschleust (Zhang, L. et al. 2011). Das humane mito-
chondriale Genom an sich ist mit 16,569 bp sehr klein und codiert nur fiir 37 Gene die
direkt oder indirekt in der ATP-Produktion involviert sind (Copeland, W.C. 2012).
Darunter 13 Gene die fiir die Untereinheiten der Atmungskette codieren und innerhalb
der mitochondrialen Matrix translatiert werden (Copeland, W.C. 2012). Dazu zdhlen
sieben Gene fiir die Untereinheiten in Komplex I, ein Gen fiir die in Komplex III, drei
Gene fiir die in Komplex IV und zwei Gene fiir die in Komplex V (Dunn, D.A. et al.
2012). Die restlichen 24 Gene codieren fiir 22 tRNAs und 2 rRNAs (12S und 16S rRNA)
die fiir die mitochondriale Synthese der 13 oben erwdhnten Polypeptide bendtigt werden
(Copeland, W.C. 2012). 93 % der mtDNA sind codierende Bereiche (Cook, C.C. &
Higuchi, M. 2012). Dariiber hinaus existiert innerhalb der mtDNA ein Bereich in dem
eine Drei-Strang-Struktur von etwa 500 Nukleotiden zu finden ist, die sich zusammen-
setzt aus: den beiden DNA-Stringen der Doppelhelix und einem zum L-Strang komple-
mentéren DNA-Stiick, dem sogenannten Displacement-loop (D-Loop) (Knippers, R. et al.
1990). Der D-Loop beherbergt den Hauptpromotor fiir die Transkription des schweren
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und leichten Stranges im Genom sowie Bindungsstellen fiir den mitochondrialen trans-
kriptions Faktor (mtTFA). Zudem bildet er den Ursprung der Replikation des schweren
Stranges (Cook, C.C. & Higuchi, M. 2012). Im Gegensatz zum zytoplasmatischen Genom
kommt der mitochondriale Transkriptionsapparat mit 22 unterschiedlichen tRNAs aus.
Der Grund hierfiir liegt in einer unterschiedlichen Struktur der mitochondrialen tRNA
gegeniiber der zytoplasmatischen tRNA. Folge dieses Strukturunterschiedes ist eine
hohere Flexibilitdt der Codon-Anticodon Paarung, was dazu fiihrt, dass jede mitochon-
driale tRNA eine Gruppe von 2 oder 4 synonymen Codons erkennen kann (Abb.9)
(Knippers, R. et al. 1990).

Mammalian mtDNA

[ ] non coding =~
Abb. 9: Schematische Darstellung von Sdugetier mtDNA
Das doppelstrangige zirkuldre Sdugetier mtDNA Molekiil von etwa 16.5 kb beinhaltet eine einzige ldngere nicht
codierende Region, die Displacment-Loop (D-loop) Region, die die Promotoren fiir die Transkription beider mtDNA
Strange (HSP und LSP) und den Ursprung der Fithrungsstrang-Replikation (OH) beherbergt. Der Ursprung der Repli-
kation des leichten Stranges ist eingebettet in einem Kluster von tRNA Genen. Die farbliche Zuordnung der Gene fiir
2 rRNAs (12 S und 16 S rRNA), 13 mRNAs (ND1-6, ND4L, Cyt b, COI-III, ATP6, und ATPS), und 22 tRNAs ist in
den Kaéstchen links unten im Bild angegeben (Park, C.B. & Larsson, N. 2011).

1.7 Mitochondriopathien

Erkrankungen der Mitochondrien werden als Mitochondriopathien bezeichnet. Sie
konnen maternal weitergegeben werden oder entstehen durch Mutationen im mitochon-

drialem Genom. Ein nicht unerheblicher Faktor fiir das Auftreten von mitochondrialen
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DNA-Deletionen und -Depletionen ist der nukledre Ursprung einer sich iiber die Mito-
chondrien manifestierenden Mutation. Nukledre Mutationen konnen einen Einfluss auf
die Intaktheit oder Quantitdt der mtDNA haben und werden autosomal-dominant oder
autosomal-rezessiv an die Nachkommen weitergeben (Naini, A. & Shanske, S. 2007).
Betroffen sind vor allem Gewebe, die viel Energie fiir ihren Funktionserhalt benotigen,
wie beispiels-weise das zentrale Nervensystem (Tabrizi, S.J. & Schapira, A.H.V. 1999).
Die klinische Manifestation der Mitochondriopathien zeigt sich dementsprechend vor
allem in Funktionsstérungen des neurologischen und muskuldren, wie auch des kardialen
Systems. Hinzu kommen, in Abhingigkeit der Stérung und deren phénotypischer
Ausprigung, verschiedene Syndrome, wie beispielsweise eine externale Opthalmoplegie
beim Kearne-Sayre-Syndrom (Lestienne, P. et al. 1999).

Atiologisch lassen sich die Mitochondriopathien in drei Kategorien unterteilen

(Rotherman, S.M. 1999):

1. Primdre Mutationen der mtDNA, entweder sporadisch auftretend oder maternal
vererbt.

2. Nukledire Mutationen, die zu einer Anderung der mtDNA oder Defekten
intergenomischer Signaltransduktion fiihren.

3. Mendelsche Defekte, die die Atmungskette betreffen, in Abwesenheit mitochon-
drialer DNA-Mutation.

Die entstandene mitochondriale Dysfunktion fiihrt zur Beeintrdchtigung von Calcium-
Reserven und zur Bildung freier Radikale. Zudem lésst sich eine Aktivierung der
NO-Synthase und der mitochondrialen Permeabilitit nachweisen. Diese Mechanismen
fordern sowohl die Apoptose wie auch den nekrotischen Zelltod (Flint Beal, M. 1999).
Beispiels-weise konnte gezeigt werden, dass eine Offnung der in der inneren mitochon-
drialen Membran lokalisierten PT-Poren zu einem Anschwellen der mitochondrialen
Matrix fiihrt. Es kommt zu einer Ruptur der dufleren Membran mit Auflésung des Trans-
membranpotentials und Freisetzung kleiner Molekiile (bis zu 1500 DA) vom Matrixraum
iiber die innere Membran. Es zeigt sich zudem eine gesteigerte Bildung an ROS, die
mitochondriale Cardiolipide oxidieren und damit zu einer weiteren Schiadigung des
Mitochondriums fithren (Zamzami, N. et al. 2007). Labordiagnostisch stellt die
Hyperlaktazidimie die am héaufigsten vorkommende biochemische Abnormalitdt in

Bezug auf mitochondriale Erkrankungen dar. Sie basiert auf einer Dysfunktion der
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mitochondrialen Atmungskette. Elektronenmikroskopische Untersuchungen von Muskel-
gewebe weisen oft intrakristalline Inklusionen auf (Lestienne, P. 1999).

Im Allgemeinen sind die phanotypischen Auspridgungen mitochondrialer Stérungen
jedoch sehr variabel und abhédngig davon, welches Gewebe primdr betroffen ist
(Minocherhomyji, S. et al. 2012). Da innerhalb einer Zelle hunderte bis tausende Kopien
mitochondrialer DNA vorhanden sind, konnen, im Falle einer Mutation, sowohl mutierte
wie auch normale mtDNA innerhalb eines Gewebes vorkommen. Dieser Zustand wird
auch als Heteroplasmie bezeichnet. Zudem hat sich gezeigt, dass eine bestimmte Anzahl
aktiver mutierter DNA vorhanden sein muss, damit sich die Mutation {iberhaupt klinisch
im Phénotyp manifestiert, was als Threshold effect (= Reizschwellen-Effekt) bezeichnet
wird. Wie sehr dieses Gleichgewicht hin zu der mutierten mtDNA verschoben sein muss,
damit sich die Storung auf Ebene des Genotpys auch im Phéinotyp manifestiert, ist
gewebeabhingig. Besonders Gewebe, die einen hohen oxidativen Stoffwechsel haben,
wie Muskulatur, Gehirn, Herz und Auge, weisen relativ geringe Schwellenwerte auf und
sind dementsprechend vulnerabler gegeniiber einer Mutation innerhalb der mtDNA. Ein
weiterer kaum zu vernachldssigender Faktor ist die mitotische Teilung. Durch sie kann es
zu einem Shift im Verhdltnis mutierter mtDNA zu normaler mtDNA innerhalb der
Tochterzellen kommen, was zu einer Anderung des Phinotpys fithren kann (Naini, A. &
Shanske, S. 2007). Dies ist ein moglicher Grund, weshalb Mitochondriopathien in jedem
Altersabschnitt in Erscheinung treten konnen. Bei Kindern sind sie oft plurivisceral und
manifestieren sich vor allem im ZNS. Meist fiihren sie bereits in den ersten Lebensjahren
oder der Kindheit zum Tod. Bei Erwachsenen treten mitochondriale Erkrankungen hin-

gegen hiufig als monoviscerale Myopathien auf (Lestienne, P. 1999).

Defizite innerhalb der Cytochrom-c-Oxidase, einschlieBlich deren Untereinheit Cox3,
werden meist autosomal-rezessiv vererbt und fiihren zu einer variablen Anzahl an
Syndromen wie beispielsweise der fatalen infantilen Myopathie, dem Leigh-Syndrom und
Kardiomyopathien (Keightley, J.A. et al. 1996). Mutationen, die die Cox3 Untereinheit
der Cytochrom-c-Oxidase betreffen, sind jedoch bisher nur sehr wenige bekannt und der
Pathomechanismus kaum verstanden. Bei einigen Probanden mit Leber'scher Optikus-
neuropathie konnte eine mitochondriale Mutation innerhalb Cox3 nachgewiesen werden.
Dabei kam es zu einer Missense Mutation an Position 9438 bzw. 9804 durch Austausch
eines Guanins (Johns, D.R. & Neufeld, M.J. 1993). Auch bei Patienten mit rekurenter

Myoglobinurie und schwerem isolierten COX Defizit zeigte sich eine Assoziation mit
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einem Defekt innerhalb von Cox3. Hierbei konnte eine 15 bp Mikrodeletion nach-
gewiesen werden, die in 92 % der mtDNA in Muskelzellen und 0,7 % in Leukozyten zu
finden war (Keightley, J.A. et al. 1996). Beim Leigh-Like Syndrom konnte in Muskel-
und Hautbiopsien ebenfalls eine Mutation innerhalb der Cox3 Untereinheit gefunden
werden, bei der es zu einem zusétzlichen Einbau eines Cytosins in Position 9537 der
mtDNA gekommen ist. Dies fiihrt zu einer verfriihten Akkumulation von Cytochrom-c-
Oxidase Intermediaten ohne dass sich ein funktionsfahiger Komplex zusammen lagert
(Tiranti, V. et al. 2000). Phanotypisch kommt es bereits in den ersten Lebensjahren zu
einer progressiven spastischen Parese, assoziiert mit einer Ophthalmoparese und
moderater Retardierung (Tiranti, V. et al. 2000). Weitere ausgewihlte Mitochondrio-
pathien sind in Tabelle 3 aufgefiihrt.

Amyotrophe Lateral Sklerose (ALS):

Ursache: 90 % der Fille sporadische Mutation; 10 % der Félle familiire ALS mit moglichen Mutationen
u.a. in spezifischen Genen fiir SOD1. Pathognomisch kommt es zu einer progressiven Degeneration
zentraler Motoneurone mit Muskelschwéche, Spastik, Paralyse und Tot, meist durch respiratorisches
Versagen, nach 3-5 Jahren ab Diagnosestellung (Parakh, S. et al. 2013).

Friedreich’s Ataxie

Es zeigt sich ein Defizit von mitochondrialen Fe-S-Cluster-Enzymen wie den Komplexen I-III der
Atmungskette. Zudem steigen im Blut und Urin Marker oxidativer Schadigung an. Ursdchlich liegt eine
Mutation im Gen 9q21.11 vor, das fiir das mitochondriale Protein Fratain (FXN) codiert, bei dem es zu
einer Expansion einer GAA-Triplet Wiederholung im ersten Intron kommt. Pathognomisch findet sich
eine Neurodegeneration der dorsalen Stammganglien. Klinisch kommt es zu einer fortschreitenden spino-
cerebellaren und sensorischen Ataxie mit positiven Pyramidenbahnzeichen, Muskelschwiche und
Dysarthrie (Martelli, A. et al. 2012).

MIDD (Maternally Inherited Diabetes and Deafness)

Es liegt eine Punktmutation zu Grunde, die eine tRNA im mitochondrialen Genom betrifft. Der Ausfall
dieser tRNA kann zu einem kompletten Ausfall der Synthese sdmtlicher mitochondrialer Proteine fiihren.
Hierbei kommt es zu einem Defekt der Atmungskette. Je nachdem wie viele Mitochondrien von der
Mutation betroffen sind (vergl. Heteroplasmie) ist ein hochgradiger Verlauf mit Verlust der (-Zellen
moglich. Die Manifestation erfolgt bereits im frithen Erwachsenenalter. Assoziation mit Hochton-
schwerhorigkeit im Bereich 4000 Hz ist moglich. Bei manchen Patienten kann die gleiche Mutation zu
MELAS fiihren (Pfeiffer, A.F.H. 2002).

Tabelle 3: Einige ausgewiihlte Mitochondriopathien

1.8 Cytochrom-c-Oxidase Untereinheit Cox3

Der in dieser Arbeit untersuchte C57BL/6NTac-mt"°”™ Mausstamm weifit im
Gegensatz zu den C57BL/6NTac Méusen eine Mutation in der Untereinheit Cox3 der
Cytochrom-c-Oxidase auf, bei der es an Position nt9348a zu einer Substitution von Valin
gegen Isoleucin gekommen ist.

Die Cox3 ist ein aus 7 Helices bestehendes integrales Transmembranprotein, welches
eines der drei mitochondrial codierten Untereinheiten der Cytochrom-c-Oxidase bildet

(Fontanesi, F. et al. 2006). Untersuchungen an Zellen von Saccharomyces cerevisiae
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haben gezeigt, dass es unter anaeroben Bedingungen zu einer 2-3fach gesteigerten
Expression der Cox3 mRNA kommt. Eine erhohte intrazelluldre Glukosekonzentration
fiihrt hingegen zu einer Repression der Gene, welche die Information fiir die mitochon-
drial codierten Untereinheiten der Cytochrom-c-Oxidase beinhalten. Die genaue Funktion
von Cox3 ist zurzeit nicht vollstindig bekannt (Fontanesi, F. et al. 2006). Es hat sich
jedoch gezeigt, dass Cox3 in der Lage ist ein zusammengelagertes Intermediat mit dem
Superkomplex aus Cox1, Cox6 und Cox5 der Cytochrom-c-Oxidase auszubilden. Fehlt
beispielsweise Cox3, so kommt es zu einer Bildung von nicht stabilen Cox1-5-6-2 Inter-
mediaten (Mick, D.U. et al. 2011). Dies ldsst vermuten, dass Cox3 eine wichtige Rolle in
der Zusammenlagerung und/oder der Stabilisierung der Untereinheiten 1 und 2 einnimmt
(Fontanesi, F. et al. 2006). Ferner scheint Cox3 an der Dimerisierung und katalytischen

Aktivitit des Enzyms involviert zu sein (Fontanesi, F. et al. 2006).
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Die Rolle der Untereinheit Cox3 der Cytochrom-c-Oxidase, auch bekannt als Komplex
IV der mitochondrialen Atmungskette, ist bislang nur wenig verstanden. Mutationen in
Cox3 haben gezeigt, dass diese Untereinheit moglicherweise eine zentrale Rolle bei der
Ausbildung und Stabilisierung des aus 13 Untereinheiten bestehenden dimeren Kom-
plexes spielen konnte.

Der Metabolismus der Mitochondrien, insbesondere die Funktion der Atmungskette, ist
sowohl fiir die glukosestimulierte Insulinsekretion in den B-Zellen des Pankreas als auch
fiir die Insulinwirkung in Leber und Muskulatur von wesentlicher Bedeutung. Verander-
ungen im mitochondrialen Metabolismus konnen, neben einer verminderten Generierung
von ATP, durch vermehrt gebildete reaktive Sauerstoffspezies zu einer verdnderten Gen-
expression von Schliisselenzymen fiihren.

Kiirzlich wurde ein konplastischer Mausstamm generiert, der sich vom Hintergrund-
stamm C57/6NTac nur durch den nt9348A Polymorphismus in Cox3 der Cytochrom-c-
Oxidase unterscheidet, der zu einem Austausch der Aminosdure Valin zu Isoleucin fiihrt
(Yu, X. et al. 2009). Dieser C57BL/6NTac-mt"°?™ Mausstamm stellt ein interessantes
Modell dar, um den Einfluss einer Mutation in Cox3 der Cytochrom-c-Oxidase auf den
Glukosestoffwechsel zu unterschiedlichen Alterszeitpunkten zu untersuchen. Es war Ziel
dieser Studie:

1. Blutglukose und Kérpergewicht in C57BL/6NTac-mt"O>"™

im Vergleich zu
C57BL/6NTac Miusen im Alter von 3, 6 und 12 Monaten zu bestimmen,

2. die basale sowie die glukosestimulierte Insulinsekretion von C57BL/6NTac-
mt P ynd C57BL/6NTac Miusen im Alter von 3, 6 und 12 Monaten isolierten
3-Zellen des Pankreas zu analysieren,

3. die Genexpression des mitochondrialen Transkriptionsfaktors Tfam, von
Cytochrom cl und Cox6bl als nukledr kodierte Untereinheiten von Atmungs-
kettenkomplexen, des Entkopplerproteins UCP2, der antioxidativen Enzyme
Katalase, SOD1 und SOD2, der Pyruvatcarboxylase und der Cyclooxygenase 1 in
Leber, Muskulatur sowie B-Zellen des Pankreas in C57BL/6NTac-mtV°P™ im
Vergleich zu C57BL/6NTac Méusen im Alter von 3, 6 und 12 Monaten zu

bestimmen. Die Genexpression im Gehirn, als nicht insulinsensitives Organ,

wurde vergleichend untersucht.
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3.1 Materialien

3.1.1 Auflistung der verwendeten Chemikalien und deren Bezugsquelle

Chemikalien

Bezugsquelle

ALT-Puffer

QIAamp © DNA Mini Kit, Qiagen, Venlo (NL)

2/B-Mercaptoethanol (C,HOS)

Sigma-Aldrich, Hamburg (D)

BSA

Albumin Fraktion V, ROTH®, Karlsruhe (D)

Calciumchlorid Dihydrat (CaCl, x 2H,0)

Sigma-Aldrich, Hamburg (D)

cDNA Synthesis Kit

Maxima® First Strand cDNA Synthesis Kit for
RT-qPCR, Fermentas life science, Waltham
(Massachusetts, USA)

Chloroform/Isoamylalkohol

MP Biomedicals, LLC, Illkirch (F)

DNA Mini Kit

QIAamp “, QIAGEN, Venlo (NL)

DNAse

RNase-Free DNase Set (50), RNeasy®/
QIAamp® Columns, QIAGEN, Venlo (NL)

Ethanol, >99 % (C,H0)

Roth, Karlsruhe (D)

Ficoll

Ficoll® PM 400, SIGMA life Science,
Hamburg (D)

Glukose (C¢H,,04)

Calbiochem (Merck), Darmstadt (D)

HEPES (CgH,sN,0,5)

Roth, Karlsruhe (D)

Kaliumdihydrogenphosphat (KH,PO,)

Meck, Darmstadt (D)

Ketamin 10 %

100mg/ml Injektionslosung; Wirkstoft:
Ketaminhydrochlorid, bela-pharm
(Arzneimittelfabrik), Vechta (D)

Kollagenase

Collagenase NBS8; Broad Range from
Clostridium hisolyticum, SERVA
Electrophoresis, Heidelberg (D)

Magnesiumsulfat (MgSO,)

Sigma-Aldrich, Hamburg (D)

Mouse Mitochondrial to Nuclear DNA
Ratio Kit

NovaQUANT "™ Novagen®; Billerica
(Massachusetts, USA)

Natriumcarbonat (Na,CO;)

Meck, Darmstadt (D)

Natriumchlorid (NaCl)

Sigma-Aldrich, Hamburg (D)

Natriumhydrogencarbonat (NaHCO3)

Meck, Darmstadt (D)

PBS

Dulbecco’s PBS (10x), PAA-Laboratories
GmbH, Pasching (A)

Phenol Merck KgaA, Darmstadt (D)
Proteinase K QIAamp “ DNA Mini Kit, Venlo (NL)
RDD-Puffer RNase-Free DNase Set (50), RNeasy®/

QIAamp® Columns, QIAGEN, Venlo (NL)

Rekombinantes Humaninsulin

GIBCO® (Invitrogen), Darmstadt (D)

RLT-Puffer

QIAGEN RNeasy® Mini Kit (250), Venlo (NL)

Rompum 2 %

Injektionslosung (Xylazin), Bayer HealthCare,
Leverkusen (D)

Roti®-Block

Carl ROTH®, Karlsruhe (D)

RPE-Puffer

QIAGEN RNeasy® Mini Kit (250); Venlo
(NL)
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RPMI 1640 Medium mit L-Glutamin

w 2.0 g/L NaHCO3, w stavle glutamine, very
low endotoxin (weiter hinzufefiigt: FCS und
DIS), BIOCHROM AG, Berlin (D)

RW 1-Puffer QIAGEN RNeasy® Mini Kit (250), Venlo (NL)
Schwefelsdaure (H2SO4) J.T. Baker, Deventer (NL)
TagMan® Master Mix AB Applied Biosystems, Foster City

(California, USA)

TMB Chromogen

1 Step™ Ultra, Thermo Fisher Waltham,
Massachusetts (USA)

Tween®20 (C58H114026)

Carl ROTH®, Karlsruhe (D)

Wasser-Nuklease frei

Fermantas (Thermo Fisher Scientific), Waltham
(Massachusetts, USA)

3.1.2 Methodenspezifische Antikorper und Sonden

TagMan®-Sonden

Sonde Nummer Spezies | Herkunft
GAPDH Mm99999915 ml | Maus |Applied Biosystems, Foster City
(California, USA)
Cyclooxygenase MmO01336811 ml | Maus |Applied Biosystems, Foster City
(COX1) (California, USA)
Cytochrom c-1 Mm00470540 m1 | Maus |Applied Biosystems, Foster City
(Cycl) (California, USA)
Cytochrom-c- Mm00824357 ml | Maus |Applied Biosystems, Foster City
Oxidase (COX6b1) (California, USA)
Katalase Mm01340247 ml1 | Maus |Applied Biosystems, Foster City
(California, USA)
Pyruvatcarboxylase | MmO005500992 m | Maus | Applied Biosystems, Foster City
1 (California, USA)
SOD1 Mm01700393 gl Maus | Applied Biosystems, Foster City
(California, USA)
SOD2 MmO00690588 m1 | Maus | Applied Biosystems, Foster City
(California, USA)
Tfam MmO00447485 ml1 | Maus |Applied Biosystems, Foster City
(California, USA)
UCP2 MmO00627599 ml | Maus |Applied Biosystems, Foster City
(California, USA)
ELISA
Antikorper-Insulin-ELISA Spezies Herkunft
Mouse monoclonal (8E2) to insulin | Maus Anti-Insulin antibody [8E2]
(HRP) (HRP) (ab24455), abcam®,
Cambridge (UK)
Insulin Mouse monoclonal Ab Maus Anti-Insulin antibody [3A6]
(3A6) (ab 1965), abcam®,
Cambridge (UK)
Human-Insulin Saccharomyces Biomol GmbH, Hamburg (D)
cerevisiae
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3.1.3 Zusammensetzung verwendeter Losungen und Puffer

Losungen Allgemein

PBS (PAA-Laboratories GmbH, Pasching, A)

Ix 10x PBS Verdiinnt mit Aqua dest. im Verhéltnis 1:10
BSA (ROTH®, Karlsruhe, D)

10 %ig 10 g Albumin auf 100 g mit Aqua dest.

0,5 %ig 10 % BSA + Aqua dest. im Verhéltnis 1:20

RPMI-Medium (PAN) (BIOCHROM AG, Berlin, D) mit

FCS 50 ml
Pen/Strep 500 wl
Glucose 5 mM
Glutamax 50 ml

Krebs-Ringer-L.osungen

Krebs-Ringer-Losung mit BSA/ pH 7,4

NaCl 123, 4 mM
KCl 4,7 mM
KI‘I2P04 1,9 mM
MgSO4 x 7 H,O 1,2 mM
HEPES 10,1 mM
NaHCO; 20,0 mM
CaCl, x 2H,O 2,6 mM
BSA 0,5 % (w/v)

Krebs-Ringer-Losung mit BSA und 2,8 mM Glukose

2 ml 140mM Glukose auf 100 ml Krebs-Ringer mit 0,5 % BSA

Krebs-Ringer-Losung mit BSA und 20 mM Glukose

300 ul 1 M Glukose auf 15 ml Krebs-Ringer mit 0,5 % BSA

Methodenspezifische L.osungen Inselisolation

Narkoselosung

1,2 ml Ketamin 10 % 100 mg/ml
0,8 ml Rompun 2% 20 mg/ml
Kollagenase

2 mg Kollagenase auf Iml Krebs-Ringer + 0,5 % BSA
2 ml/ Tier
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Ficoll (SIGMA life Science, Hamburg, D)-Losungen

Stammlosungen 25 % Ficoll

7,5 g Ficoll bis auf 30 g mit 1x PBS auffiillen

Verdiinnungsreihe

23 % Ficoll: 4,6 ml Stammlosung + 0,4 ml 1x PBS
20 % Ficoll: 4,0 ml Stammldsung + 1,0 ml 1x PBS
11 % Ficoll: 2,2 ml Stammldsung + 2,8 ml 1x PBS

Methodenspezifische Losungen fiir ELISA

ELISA-Waschpuffer

1x PBS
Tween 20 0,05 % (v/v)

Carbonat-Bicarbonat-Puffer/ pH 9,6

N32CO3 15 mM
NaHCO; 35 mM

Humaninsulin (Biomol, Hamburg, D)-Verdiinnungsreihe 1:1000 in KR + 0,5 % BSA

Endkonzentration Humaninsulin Verdinnung 0.1 ng/ml (ul) KR + 0.5 % BSA (ul)

0,0 ng/ml 0 1000
0,2 ng/ml 2 998
0,5 ng/ml 5 995
1,0 ng/ml 10 990
2,5 ng/ml 25 975
5,0 ng/ml 50 940
7,5 ng/ml 75 925
10,0 ng/ml 100 900
Antikorper ELISA

Antikdrper Insulin Mouse monoclonal Ab (3A6) 1:750 in Carbonat-Bicarbonatpuffer
Antikdrper Mouse monoclonal (8E2) to Insulin (HRP) 1:3000 in 0,1x Roti-Block-Lsg.

3.1.4 Gerite und Verbrauchsmittel

Materialien Bezugsquelle

Bulldog-Klemme gebogen 14 mm Aesculap®, Tuttlingen (D)

Bulldog-Klemme gerade 16 mm Aesculap®, Tuttlingen (D)

Eppendorfgefdll RNAse-frei QIAGEN RNeasy® Mini Kit (250), Venlo (D)

Eppendorfgefdlie 0,2 ml Multiply®- Pro Gefa3 0,2 ml, SARSTEDT,
Niimbrecht (D)

Eppendorf-Gefille 1,5 ml 1,5 ml Gefdl, SARSTEDT, Niimbrecht (D)

Glucometer Free Style Mini Abbott, Wiesbaden (D)

Homogenisator Janke & Kunkel, Ultra-Turrax T25, IKA-
Labortechnik, Staufen (D)

Inkubator Heraeus (CO,-Brutschrank) | Heraeus®, Typ BB 6060 CU, Hanau (D)
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Inkubator Omnilab

Memmet, Omnilab, Sartorius, Bremen (D)

Laborwaage Laboratory LC 620 S

Sartorius, Gottingen (D)

Laborwaage Omnilab

Sartorius, Gottingen (D)

Licht-Mikroskop Stemi 2000

ZEISS, Géttingen (D)

Petrischalen (90mm )

Cellstar®, Greiner Bio-one GmbH,
Frickenhausen (D)

Pinzette Aesculap®, Tuttlingen (D)

Préparierschere Aesculap®, Tuttlingen (D)

Prizisionswaage Sartorius, Gottingen (D)

PS-Ro6hrchen; 15 ml Cellstar®, Greiner Bio-one GmbH,
Frickenhausen (D)

PS-Ro6hrchen; 50 ml Cellstar®, Greiner Bio-one GmbH,
Frickenhausen (D)

RNeasy Mini-Spin

QIAGEN RNeasy® Mini Kit (250), Venlo (NL)

QIAshredder-Siule

QIAshredder (250), QIAGEN, Venlo (NL)

Schiittelplatte Omnilab, Sartorius, Bremen (D)
Spectrophotometer NanoDrop2000 PeqLab; Erlangen (D)
Spritze (Omnican®) B Braun, Omnican®, 1ml, Melsungen (D)

Stereo-Mikroskop

ZEISS, Gottingen (D)

Sticks fiir Glucometer Free Style Mini

Abbott, Wiesbaden (D)

TagMan® Array Plates 96-Well

TagMan® Life Technologies™, Carlsbad
(California, USA)

Wasserbad Typ: EH

Julabo Labortechnik GmbH, Seelbach (D)

Zentrifuge Biofuge fresco

Biofuge primo R, Heraeus®, Hanau (D)

Zentrifuge Eppendorf 5417

Centrifuge 5417, Eppendorf, Wesseling-
Berzdorf (D)

Zentrifuge Heraeus

Biofuge primo R, Heraeus®, Hanau (D)

Zentrifuge Hettich (Mikro 22R)

Zentrifugen, Hettich, Kirchlengern (D)

Zentrifuge Sigma

Sigma Laborzentrifugen, 3 K 10, B. Braun,

Melsungen (D)

12-Well-Platte Cellstar®, Greiner Bio-one GmbH,
Frickenhausen (D)

96-Well-Platte Cellstar®, Greiner Bio-one GmbH,
Frickenhausen (D)

3.1.5 Messgerite und Programme sowie deren Bezugsquelle

Messgerite

‘ Programme

PCR-Cycler

Labcycler, SensQuest GmbH, Géttingen (D)

Thermo Scientific Maxima Hot Start
Taq DNA Polymerase-Programm

Luminometer

Victor3™ 1420 Multilab Country, Perkin Elmer,

Waltham (Massachusetts, USA)

Wallac 1420 Manager-Programm

Spectrophotometer

Nano-Drop2000 Spectrophotometer, Peqlab

Biotechnologie GmbH, Erlangen (D)

NanoDrop2000/2000c, Thermo
Scientific

RT-q PCR

7900HT Fast Real-Time PCR System, Applied
Biosystems, Foster City (California, USA)

SDS 2.3-Programm, RQ-Manager
1.2

35



3 Materialien und Methoden

3.2 Verwendete Mausstimme und Tierhaltung

3.2.1 Verwendete Mausstimme

Durch Paarung 57 weiblicher mit 52 minnlichen Tieren aus dem Bestand von Miss Abbie
Lathrop, konnte Dr. C.C. Little in den 1920ern den C57BL/6J Mausstamm (J = Jackson
Laboratories) kreuzen, der seitdem fortlaufend in der Forschung verwendet wird
(Kiselycznyk, C. & Holmes, A. 2011; Jackson Laboratory 2013). Die C57BL/6J Méuse
(auch als Black 6 oder B6 bezeichnet) lassen sich gut anziichten, sie leben lange und
zeigen eine geringe Anfilligkeit fiir Tumore. Charakteristisch fiir diesen Mausstamm ist,
dass er eine hohe Anfilligkeit fiir Diit induziertes Ubergewicht, Typ 2 Diabetes und
Atherosklerose zeigt (Jackson Laboratory 2013). 1951 wurde aus dem C57BL/6J Stamm
im National Institutes of Health (NIH) die Sublinie C57BL/6N separiert (“N” suffix fiir
NIH) (Kiselycznyk, C. & Holmes, A. 2011; Zurita, E. et al 2010). Aus dieser entstand
1991 bei der Firma Taconic die Sublinie C57BL/6NTac (Taconic 2014).

Die NOD Maus wurde 1980 erstmals beschrieben und wird als Tiermodell fiir den Typ 1
Diabetes mellitus verwendet, da sie aufgrund von Autoimmunprozessen spontan einen
Diabetes mellitus entwickelt (Leiter, E.H. et al. 1987). Durch Sequenzierung des
mitochondrialen Genoms wurde festgestellt, dass sich die beiden Mausstimme dort durch
den nt9348 A Polymorphismus in der Untereinheit 3 der Cytochrom-c-Oxidase unter-
scheiden (Yu, X. et al. 2009). Dieser fiihrt in der Proteinsequenz zu einem Austausch von
Valin zu Isoleucin. Valin und Isoleucin zéhlen zusammen mit Leucin zu den verzweigt-
kettigen, lipophilen Aminosduren. Thre chemischen Eigenschaften sowie ihre Struktur-

formel sind in Tabelle 4 und Abb. 10 dargestellt.

Aminosiure | Molekiilmasse (Da) Hiufigkeit in Proteinen (%) pl Hydropathieindex
Valin 117 6,6 5,97 4,2
Isoleucin 131 5,8 6,02 4.5

Tabelle 4: Wichtige Eigenschaften von Valin und Isoleucin (Loffler, G. 2007)

Coo™ cCo0o
+ | ot
HS:'\—-i:—H 31\—('3—H
CH H—C —CH,
PN I -
H,C CH, ([H:
CHg.
Valin (Val) Isoleucin (Ile)

Abb. 10: Strukturformel von Valin und Isoleucin (Loffler, G. 2007)
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Um den FEinfluss der mitochondrialen Mutation bei gleichem, nukledren Hintergrund
vergleichen zu kdnnen, wurden durch Kreuzung weiblicher NOD Tiere mit méinnlichen
C57BL/NTac iiber mehr als 10 Generationen der konplastische Mausstamm
C57BL/NTac-mt Pt generiert. Allerdings zeigen die Mause eine Insertion von Adenin-
Nukleotiden an Position 9821 im Gen fiir den A-Trakt der tRNA-Arginin auf. Dies hat
zur Folge, dass innerhalb der Dihydrouracil-Schleife (DHU-Schleife) der tRNA-Arginin
im C57BL/6NTac Stamm 9 und im C57BL/6NTac-mt"°""™ Stamm 10 Arginin Wieder-
holungen vorkommen (Abb. 11) (Ibrahim, S. 2012). Die DHU-Schleife an sich dient der
Erkennung der tRNA durch die Aminoacyl-tRNA-Synthethase und spielt damit eine
Rolle in der Beladung der tRNA mit ihrer spezifischen Aminosdure (Kim, S.H. et al.
1974). Bei Murphy Roths Large (MRL) Mausstimmen konnte gezeigt werden, dass diese
Wiederholungen nicht konstant sind, sondern dass unterschiedliche Lingen an Arginin
Wiederholungen innerhalb eines Individuums koexistieren und sich mit zunehmenden

Alter verdandern konnen (Sachadyn, P. et al. 2008).

.
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Abb. 11: Unterschiedliche Strukturen des DHU-Loops in der tRNA-Arg im CS7BL/6NTac und CS7BL/6NTac-
mt " Mausstamm (Sachadyn, P. et al. 2008)
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Hinzu kommt, dass die Mutation in Cox3 an einer Stelle lokalisiert ist, die fiir die
Funktion von Komplex IV keinen Einfluss zu haben scheint. Wahrend gesichert ist, dass
der Elektronen- und Protonentransport iiber den Komplex IV vor allem in den Unter-
einheiten Cox1 und Cox3 stattfindet, ist die genaue Funktion von Cox3 zur Zeit (2014)
noch nicht ausreichend geklart. Somit stellt sich die Frage, in wie fern die Mutation in
Cox3 die Funktion von Komplex IV beeinflusst und ob es dadurch iiberhaupt zu Aus-

wirkungen auf den zelluldren Stoffwechsel bzw. die Expression verschiedener Proteine

im C57BL/6NTac-mt"°"™ Stamm kommt.

3.2.2 Tierhaltung

Die C57BL/6NTac (im Weiteren als B6NTac bezeichnet) und C57BL/6NTac-mt >
(im Weiteren als BomtNOD bezeichnet) Mausstimme, mit denen gearbeitet worden ist,
entstammen beide aus der zentralen Tierhaltung der Medizinischen Fakultdt der
Universitdt Rostock. Sofern nicht anders vermerkt, erhielten alle Tiere ein kommer-
zielles, pelletiertes Alleinfuttermittel und Wasser ad libitum. Die Raumtemperatur betrug
20 £ 2 °C bei einer Luftfeuchtigkeit von 50 = 5 %. Der Hell-Dunkelzyklus betrug jeweils
zwolf Stunden und die Tiere waren frei von Viren und anderen Krankheitserregern (nach

FELASA-Richtlinien).

3.3 Methodenbeschreibung

3.3.1 Bestimmung des Korpergewichts

Das Gewicht der Méuse ist einmalig vor der Organentnahme am bereits narkotisierten,
noch lebenden Tier, mittels einer Laborwaage von Omnilab (Sartorius, Gottingen, D)

gemessen worden.

3.3.2 Bestimmung der Blutglukosekonzentration

Die Blutglukosekonzentration der Méuse ist vor der Narkotisierung, am noch lebenden
Tier, einmalig gemessen worden. Dabei wurde die Schwanzspitze des Tieres eingeritzt
und ein kleiner Tropfen Blut (ca. 3 pl) auf einen Teststreifen (Abbott, Wiesbaden, D)

gegeben. Zur Messung der Blutglukosekonzentration wurde das Glukosemessgerdt Free
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Style mini (Abbott, Wiesbaden, D), dass nach der Methode der Glukoseoxidase arbeitet,

verwendet.

3.3.3 Isolierung der Pankreasinseln

Fiir die Entnahme des Pankreas sind die Miuse zunichst mit einer Narkoselosung (aus
1,2 ml Ketamin und 0,8 ml Rompun; ca. 0,04-0,05 ml fiir ein 20-25 g schweres Tier)
betdubt worden. Es folgte die retrobulbire Blutentnahme von etwa 0,5—1 ml Blut und die
anschlieende cervicale Dislokation. Das Tier ist darauthin mittels eines Scherenschnitts
am Bauch, bei dem die Haut wie auch die Bauchmuskulatur durchtrennt wurden, in der
Medianen von kaudal (im Bereich der Symphysis pubica) nach kranial (bis zum
Processus Xiphoideus des Sternums) aufgeschnitten worden. Anschlieend ist der Schnitt
kaudal, von der Medianen beginnend, nach links bzw. rechts lateral V-formig erweitert
worden. Die hierbei entstandenen Hautlappen konnten nach kraniolateral umgeklappt

werden, sodass das Abdomen mit den darin befindlichen Organen frei lag (Abb. 12).

Abb. 12: BomtNOD Maus im Alter von 6 Monaten nach Eréffnung des Abdomens

Der Leberlappen konnte darauthin angehoben und die darunter befindliche Duodenal-
schlinge nach laterokaudal umgeklappt und mittels einer Bulldogklemme (16 mm;
Aesculap®, Tuttlingen, D) fixiert werden. Dadurch konnte der Ductus choledochus
besser dargestellt und mit einer weiteren Bulldogklemme (14 mm; Aesculap®,
Tuttlingen, D) abgeklemmt werden, um im spdteren Verlauf zu verhindern, dass die in

den Gang gespritzte Losung in die Leber gelangt. AnschlieBend wurde der Ductus chole-
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dochus mit Hilfe einer Pinzette gespannt und die Papilla duodeni major aufgesucht. Uber
diese konnte eine Spritze (1 ml Omnican®, Melsungen, D), aufgezogen mit 1ml Krebs-
Ringer-Losung (+ 0,5 % BSA), in den Gang eingefiihrt werden (die Spritze wurde hierbei
mittels einer Pinzette noch stabilisiert) (Abb. 13). Nach Injektion der Krebs-Ringer-
Losung in den Ductus choledochus, breitete sich diese liber den Ductus pancreaticus im
gesamten Pankreas aus. Das dadurch ,aufgeblasene™ Pankreas konnte im Folgenden

heraus prapariert werden.

Abb. 13: B6NTac Maus im Alter von 12 Monaten nach Einfithrung der Spritze in den Ductus choledochus

Das entnommene Pankreas wurde sofort nach der Entnahme in einer kleinen Petrischale
klein geschnitten und zusammen mit Krebs-Ringer-Losung (+ 0,5 % BSA) in ein kleines
Schraubdeckelgefal gegeben. Nachdem sich die Gewebestiickchen abgesetzt hatten,
wurde die Fliissigkeit dariiber mit einer Pipette abgezogen und das Gefdll erneut mit
Krebs-Ringer-Losung (+ 0,5 % BSA) aufgefiillt. Dieser Waschschritt wiederholte sich ein
weiteres Mal. AnschlieBend wurde zum Verdau der Gewebebestandteile Kollagenase
(SERVA Electrophoresis, Heidelberg, D; Konzentration: 2 mg/ml mit 2ml je Pankreas)
hinzugefiigt und das Glas in ein mit 36 °C warmen Wasser gefiilltes Warmbad (Julabo
Labortechnik, Seelbach, D) gegeben. Die Suspension wurde alle 2 Minuten kréftig ge-
schiittelt. In Abhéngigkeit vom Alter der Tiere wurde der Verdau nach ca. 11-16 Minuten
durch Zugabe von RPMI 1640-Medium abgestoppt und das Gefal3 fiir ca. 7 Minuten bei
Raumtemperatur stehen gelassen. Der Uberstand wurde abgezogen und der Niederschlag
mit RPMI-Medium wieder neu resuspendiert. Darauf folgend ist die Losung in ein 15 ml
PS-Rohrchen (Cellstar®, Frickenhausen, D) gefiillt und fiir 2 Minuten bei 1000 rpm
zentrifugiert (Laborzentrifuge, Braun, Melsungen, D) worden. Es bildete sich dabei ein
Pellet (Abb. 14), welches nach AbgieBen des Uberstandes in 4 ml einer 25 % igen Ficoll-

Losung wieder resuspendiert wurde.
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N

Abb. 14: Bildung eines Pellets nach zweiminiitiger Zentrifugation bei 1000 rpm

Darauthin konnte ein Gradient, bestehend aus verschiedenen Ficoll-Konzentrationen,
aufgebaut werden. Auf das bereits in 25 % igem Ficoll geldste Pellet wurden, in der
angegebenen Reihenfolge, folgende Ficoll-Losungen iiberschichtet: 2 ml 11 % ige, 3 ml
20 % ige und 3 ml 23 % ige. Nach zehnminiitigem Zentrifugation bei 20 °C, ohne Bremse
bei 800 g, wurde die Phase zwischen der 11 % igen und 20 % igen Ficoll-Losung ent-
nommen und in ein 50 ml PS-Rohrchen (Cellstar®, Frickenhausen, D) gegeben. Das
Rohrchen wurde mit Medium aufgefiillt und 2 Minuten bei 1200 rpm zentrifugiert
(Biofuge primo R, Heraeus®, Hanau, D). Hierbei bildete sich erneut ein Pellett, welches
nach Abkippen des Uberstandes in ca. 20 ml RPMI 1640-Medium resuspendiert wurde.
Unter dem Stereo-Mikroskop (ZEISS, Goéttingen, D) wurden die durch dieses Verfahren
aus dem Pankreas isolierten Langerhans'schen Inseln herausgepickt und in RPMI 1640-
Medium bei 37 °C und 5 % CO,-Sittigung liber Nacht in einem Zellkulturinkubator
(Heraeus®, Hanau, D) kultiviert.

3.3.4 Entnahme weiterer Organe

Unmittelbar nach der Entnahme des Pankreas aus der Maus, wurden ca. 50 mg schwere
Proben von abdominalem Fettgewebe, Lobus hepatis sinister, Duodenum und Musculus
femoralis fiir die spiatere RNA-, DNA- und Protein-Isolation sowie die Anfertigung von
Kryoschnitten entnommen und sofort im fliissigen Stickstoff eingefroren. Eine weitere
Probenentnahme erfolgte aus dem Gehirn. Hierbei wurde die Maus auf den Bauch
gedreht und der Schidel mit Hilfe einer Pinzette fixiert. Die Schideldecke konnte nun
occipital beginnend mit einer Schere aufgeschnitten und vorsichtig entfernt werden. Das
so freigelegte Gehirn wurde herausprépariert und im Bereich der Fissura longitudinalis in
zwei Halften geteilt. Eine der Gehirnhilften ist fiir spdtere Kryoschnitte im Ganzen

weggefroren worden. Die verbleibende Gehirnhilfte wurde in zwei gleichgrofle Stiicke
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fiir RNA- und Proteinisolation aufgeteilt. Die so erhaltenen Proben der verschiedenen
Organe wurden anschlieend in 1,5 ml Eppendorfreaktionsgefien im —70 °C Gefrier-

schrank gelagert.

3.3.5 Messung der Insulinsekretion

3.3.5.1 Ex vivo Stimulation der isolierten Pankreasinseln

Die am Vortag isolierten Langerhans'schen Inseln wurden zu 20 Inseln pro Well auf
12-Well-Platten (Cellstar®, Frickenhausen, D) aufgeteilt. Jedes Well wurde darauthin mit
1 ml 2,8 mM Glukose haltiger Krebs-Ringer-Losung (+ 0,5 % BSA) aufgefiillt und die
Platte fiir 30 Minuten bei 37 °C und 5 % -CO,-Séttigung inkubiert. Anschliefend wurde
die Krebs-Ringer-Losung entfernt und frischer Puffer hineingegeben. Nach erneuter
Entfernung der Losung wurde 1 ml Krebs-Ringer-Losung (+ 0,5 % BSA) ohne Glukose
in jedes Well gegeben und 1 Stunde inkubiert. Die Losung wurde wiederum entfernt und
es folgte die Inkubation der Inseln in 1 ml Krebs-Ringer-Losung mit unterschiedlicher

Glukosekonzentration fiir 2 Stunden. Hierbei verwendet worden sind:

A Basale Insulinsekretion: 2,8 mM Glukose-haltige Krebs-Ringer-Losung (+ 0,5 % BSA)
B Stimulierte Insulinsekretion: 20 mM Glukose-haltige Krebs-Ringer-Losung (+ 0,5 %
BSA)

Als Nichstes wurde der Uberstand in ein 1,5 ml EppendorfreaktionsgefdB pipettiert und
kurz anzentrifugiert. Der dabei gebildete Uberstand wurde in ein frisches 1,5 ml Eppen-
dorfreaktionsgefal3 iiberfiihrt und bei —20 °C zwischengelagert. Die Inseln sind, in einem
Eppendorfreaktionsgefd3 vereinigt, zweimal mit Krebs-Ringer-Losung ohne BSA ge-
waschen und anschlieBend bei —70 °C gelagert worden. (Alle Inkubationsschritte

erfolgten bei 37 °C und 5 %-CO,-Sittigung im Brutschrank von Heraeus®, Hanau, D).

3.3.5.2 Bestimmung Insulinkonzentration mittels ELISA

Zur Bestimmung der Menge an sezerniertem Insulin wurde ein ELISA (Enzyme Linked
Immunosorbent Assay) nach der Sandwich-Methode mit enzymvermittelter Farbreaktion
durchgefiihrt. Dabei bindet ein erster Antikorper (Coating-Antikorper; Mouse monoclonal
AB (3A6)) an die Oberfldache der verwendeten Mikrotiterplatte sowie an ein spezifisches
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Epitop des in der Probe enthaltenen Insulinmolekiils. Es folgt die Zugabe eines zweiten
Antikorpers (Detektions-Antikorper; Mouse monoclonal (8E2) to Insulin (HRP)), der im
Vergleich zum ersten Antikorper spezifisch an einen anderen Bereich des Insulin-
molekiils bindet, sodass ein Antikorper-Antigen-Antikorper-Komplex entsteht. An dem
zweiten Antikorper ist zudem das Enzym Meerrettich Peroxiase (HRP) gekoppelt,
welches Chromogen-3,3°-5,5’-Tetramethylbenzidine (TMB) enzymatisch umwandelt.
Durch diese Farbreaktion kann das in der Probe enthaltene Insulin detektiert werden. Die
Farbreaktion kann mit Schwefelsdure abgestoppt und der dabei stattfindende Farb-
umschlag bei 450 nm gemessen werden. Die Quantifizierung des Insulingehalts erfolgt
abschlie8end tiber die mitgefiihrten Insulinstandarts bekannter Konzentration.

In einer 96-Well Platte (Cellstar®, Frickenhausen, D) wurden im ersten Schritt 20 ul pro
Well des mit Carbonat-Bicarbonat Puffers verdiinnten Insulin-Antikorpers (Insulin
Mouse monoclonal Ab (3A6) von abcam®, Cambridge, UK; Verdiinnung auf 1:300
mittels Carbonat-Bicarbonat-Puffer mit pH 9,6) aufgetragen. Die Platte wurde in einer
feuchten Kammer fiir 2 Stunden bei 37 °C inkubiert. Daraufhin sind die Wells 3x mit je
100 ul Waschpuffer gewaschen worden. Im néichsten Schritt wurden pro Well 100 ul 1x
Roti-Block-Losung hinzugegeben und die abgedeckte Platte fiir 1 Stunde bei Raum-
temperatur stehen gelassen. Ein erneuter Waschvorgang mit 3x Waschpuffer schloss sich
an. Darauthin konnte die mit Human-Insulin (Biomol GmbH, Hamburg, D) angesetzte
Insulin-Standartrethe (Verdiinnungsreihe von 0 ng/ml bis 10 ng/ml Human-Insulin mit
Krebs-Ringer-Losung mit 0,5 % BSA) zusammen mit den zu untersuchenden Proben, auf
die Platte aufgetragen werden (20 pl pro Loch). Es folgte eine erneute Inkubation fiir
1 Stunde bei 37 °C. Nach einem weiteren Waschvorgang wurden 20 pl pro Well des
HRP-gekoppelten Insulin Antikorper (Mouse monoclonal (8E2) to Insulin (HRP) von
abcam®, Cambridge, UK; Verdiinnt auf 1:3000 in 0,1x Roti-Block-Lésung) hinzu-
gegeben und 2 Stunden bei Raumtemperatur inkubiert. Es wurde erneut mit 3x 100 pl
Waschpuffer gewaschen. Fiir die abschlieBende Farbreaktion wurden 50 pl pro Well des
TMB-Chromogen (Waltham, Massachusetts, USA) auf die Platte aufgetragen und diese
anschliefend, mit Alufolie abgedunkelt, fiir 15 Minuten auf eine Schiittelplatte gestellt.
Die Reaktion ist mit 50 pul 1N Schwefelsdure pro Well gestoppt worden. Die in diesem
Zeitraum umgesetzte Menge an TMB-Chromogen ist hierbei proportional zur verdiinnten
Insulinmenge. Die Messung der Absorption erfolgte in einem Mikrotitierplatten-
Photometer von Perkin Elmer (Waltham, Massachusetts, USA) bei 450 nm. Berechnet

wurde der Insulingehalt mittels der Cubic spline Regression des GraphPad Prism-
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Programms. (Die Inkubationsschritte bei 37 °C erfolgten alle im Inkubator von Sartorius,

Bremen, D).
3.3.6 mRNA-Expressionsanalysen
3.3.6.1 RNA-Extraktion aus den Geweben

Die Extraktion der RNA aus Gewebeproben erfolgte mit Hilfe des QIAGEN RNeasy
Mini-Kits (QIAGEN RNeasy®, Venlo, NL). Hierzu wurden ca. 25 mg schwere Stiicke
der bei — 70 °C gelagerten Gewebeproben in einem Gemisch aus 10 pl 2B-Mercapto-
ethanol und 1 ml RLT-Puffer mittels eines Homogenisators (Ultra-Turrax T25, Staufen,
D) zerkleinert. Dadurch konnte die in den Zellen und Organellen enthaltene RNA
freigelegt werden. Um diese weiter von dem im Gemisch noch enthaltenen Proteinen zu
isolieren, wurde das Homogenisat zusammen mit 200 pl Phenol sowie 200 pl Chloro-
form/Isoamylalkohol in ein 1,5 ml Eppendorfgefdl gegeben und 15 Minuten lang mit
14.000 rpm bei Raumtemperatur zentrifugiert (Zentrifuge Mikro 22R, Hettich,
Kirchlengern, D). Dabei bildeten sich 3 Phasen: eine Schicht aus Proteinen (untere
Phase), darauf eine Trennschicht in der sich die DNA befindet sowie eine Schicht mit

RNA (obere Phase) (Abb. 15).

H— Schicht mit RNA

_:E—_: —Trennschicht mit DNA

—— Proteinschicht

Abb. 15: Phasentrennung nach Zentrifugation des Homogenisats zusammen mit 200 pl Phenol und 200 pl

Chloroform/ Isoamylalkohol

Die obere Phase, welche die RNA enthilt, wurde abgenommen und in ein neues 1,5 ml
Eppendorfreaktionsgefdl mit 500 ul 70 % Ethanol gegeben. Dieses Gemisch wurde
anschlieend auf die Sdule des RNeasy Mini-Kits gegeben und fiir 15 Sekunden bei
12.000 rpm zentrifugiert. Das in der Losung enthaltene Ethanol sorgt hierbei fiir eine
bessere Bindung der RNA an die Silicamembran der Sdule. Der Durchfluss, der sich nach
dem Zentrifugieren in dem Tube gebildet hat, wurde verworfen. Um noch vorhandene

DNA auf der Silcamembran zu entfernen erfolgte anschlieBend der DNA-Verdau mit dem
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RNase-Free DNase Set (QIAGEN RNeasy®, Venlo, NL). Dabei wurde ein Gemisch aus
10 pul DNase und 70 ul RDD-Puffer direkt auf die Membran aufgetragen. Nach einer
Inkubationszeit von 25 Minuten bei Raumtemperatur wurde das Tube bei 12.000 rpm
anzentrifugiert und der dabei gebildete Durchfluss wieder verworfen. Die Eluation
erfolgte mit Rnase-freiem Wasser durch ein miniitige Zentrifugation. Die Konzentrations-
bestimmung der RNA erfolge mittels NanoDrop 2000 von PeqLap. Im Anschluss wurde
die Membran mit 500ml RW1 Puffer und 2mal mit 500ml RPE Puffer gewaschen. Die
RNA wurde anschlieBend bis zur Weiterverarbeitung bei —70 °C eingelagert.

3.3.6.2 RNA-Extraktionen aus Langerhans’schen Inseln

Die bei —70 °C gelagerten, aufgetauten Inseln wurden in 350 pl eines Lysepuffers
bestehen aus RLT-Puffer (aus dem QIAGEN Kit) und 2B-Mercaptoethanol gegeben
(Verhiltnis 100: 1). Nach gutem Vortexen ist das Lysat auf eine QIAshredder-Séule
(QIAGEN, Venlo, NL) pipetiert und 2 Minuten bei 13.000 rpm zentrifugiert worden. Der
dabei gebildete Durchfluss wurde zusammen mit 350 pl 70 % igem Ethanol auf die
Membran einer Rneasy Mini Kit Sdule aufgetragen und fiir 15 Sekunden bei 12.000 rpm
zentrifugiert. Der weitere Verlauf sowie die Bestimmung des Reinheitsgrades und der
RNA-Konzentration stimmen mit dem der RNA-Isolation aus den Geweben in Punkt

3.3.6.1 iiberein. Das Eluat ist bis zur Weiterverarbeitung bei —70 °C gelagert worden.

3.3.6.3 cDNA — Synthese: Erster Schritt der RT-qPCR

Die Umschreibung der isolierten RNA in cDNA mittels reverser Transkriptase wurde mit
dem Maxima® First Strand cDNA Synthesis Kit (Fermentas, Massachusetts, USA)
durchgefiihrt. Fiir die cDNA-Synthese-Reaktion wurden von den Gewebeproben (Leber,
Muskel, Gehirn) je 200 ng RNA eingesetzt. Fir die cDNA-Synthese der
Langerhans‘schen Inseln wurden jeweils 100 ng RNA verwendet. Dabei ist folgender

Reaktionsansatz verwendet worden:

- 2 ul Enzymmix
- 4 pl Reaktionsmix
- x ul RNA (200 ng)
- ad. 20 ul dH20
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Zur anschlieBenden Umschreibung in ¢cDNA im Thermocycler ist das MAXIMA®-

Programm mit folgenden Schritten durchlaufen worden:

Zeit (min) Temperatur (°C)
1. Schritt 10 25.0
2. Schritt 15 50.0
3. Schritt 5 85.0

o0 4.0

Bis zur weiteren Verwendung erfolgte die Lagerung der cDNA bei —20 °C.

3.3.6.4 Real-Time quantitative PCR (RT- qPCR)

Um die mRNA-Expression zu quantifizieren wurde die Real-Time qPCR mittels
TagMan®-PCR-Technologie verwendet. Grundlage dieser Methode ist die Kombination
aus reverser Transkriptase und der Polymerase-Kettenreaktion. Fiir dieses Verfahren
werden spezifische TagMan®-Sonden benétigt. Dies sind Oligonukleotid-Sonden mit
folgenden Charakteristika:

- nicht fluoreszierender 3'-Quencher-Farbstoff
- luoreszierender 5'-Reporter-Farbstoff

- 3’-minor groove binder (MGB)

Die zu untersuchende doppelstringige cDNA wird unter Erhitzung im Thermocylcer in
zwel Einzelstrange aufgetrennt (Denaturierung), sodass im nichsten Schritt spezifische
Primer an eine komplementdre Sequenz des cDNA Single-Strangs binden koénnen
(Annealing). Auch die verwendeten Tagman-Sonden lagern sich an ausgewihlte komple-
mentdre Basenfolgen an die Ziel-DNA (Target-DNA) in der Nihe des Primers an. Sofern
die Sonde dabei einzeln oder an den DNA-Strang gebunden vorliegt, kann kein
Fluoreszenzsignal des Reporterfarbstoffes gemessen werden. Grund dafiir ist dessen
Unterdriickung durch den benachbarten Quencher-Farbstoff. Es folgt die Elongation des
cDNA-Stranges iiber die hinzugegebenen DNA-Bausteine (Gemisch aus Desoxynuk-
leosid-Triphosphaten) vom 3’-Ende beginnend durch die DNA-Polymerase. Die
verwendete Taq-DNA-Polymerase verfligt neben ihrer Polymerase-Aktivitit auch {iber
eine 5'-3"-Exonuklease-Aktivitit. Dies fithrt wihrend der Synthese des komplementiren
Stranges zum Abbau der TagMan-Sonde am 5’-Ende und zur Trennung von Quencher

und Fluorophor voneinander. Es kommt somit zu einer Steigerung der Reporter-
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Fluoreszenz, die am Ende der Elongation, in der exponentiellen Phase der PCR, in jedem
Zyklus gemessen werden kann (Abb. 16). Hierbei korreliert die gemessene sequenz-

spezifische Intensitit der Fluoreszenz proportional mit der Quantitit des Amplikons.
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Abb. 16: Prinzip der quantitativen Real-Time-PCR

Die TagMan Sonde, die an die Zielsequenz zwischen den beiden PCR-Primern hybridisiert, enthdlt einen Reporter-
Farbstoff am 5°-Ende und einen Quencher Farbstoff am 3’-Ende. Die rdumliche Néhe von Reporter und Quencher
supprimiert die Fluoreszenz. Wahrend der PCR-Reaktion wird durch die 5’-3’ Exonuklease Aktivitit der DNA-
Polymerase die Sonde vom 5’-Ende her von der Zielsequenz verdringt und der Reporter vom Quencher getrennt. Erst
jetzt kann die Fluoreszenz des Reportermolekiils detektiert werden. Die Zunahme der Intensitdt der Fluoreszenz ist
proportional zu der Entstehung von PCR-Produkten. (Zentrum fiir Humangenetik und Laboratoriumsdiagnostik (MVZ);

http://www.medizinische-genetik.de/index.php?id=8688)

Als Reporter-Farbstoff wird hierbei standardméfig FAM™ (6-Carboxy-Fluorescein)
eingesetzt. Fiir spatere Berechnungen gilt als Referenzwert das ubiquitdr vorkommende
Glycerinaldehyd-3-Phosphat-Dehydrogenase (GAPDH). In dieser Arbeit sind frequenzs-
pezifische Sonden fiir folgende Gene verwendet worden: den mitochondrialen Transkrip-
tionsfaktor Tfam, Cytochrom cl und Cox6bl als nukledr kodierte Untereinheiten von

Atmungskettenkomplexen, das Entkopplerprotein UCP2, die antioxidativen Enzyme
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Katalase, SOD1 und SOD?2, die Pyruvatcarboxylase sowie die Cyclooxygenase 1 (Alle-
samt von Applied Biosystems, Foster City, California, USA). Fiir die Messungen wurde
in eine 96-Well-Platte (Life Technologies™, Carlsbad, California, USA) folgender

Reaktionsansatz gegeben:

- 6 ul Aqua dest.

- 5 ul 2x TagMan®- Universal PCR Master Mix
- 1 ul TagMan Sonde

1 ul cDNA

Fir die Detektion erfolgte die Durchfithrung der Quantitativen Real Time PCR im
Applied Biosystem 7900HT Fast Real-Time-PCR Cycler unter folgendem Programm:

PCR-Schritt Dauer Temperatur
Hold 2 min 50 °C
Hold 10 min 95 °C
45 Zyklen 5s 95 °C
1 min 60 °C

Der PCR-Lauf ist mit dem SDS 2.3-Programm erstellt und anschlieBend iiber den RQ
Manager 1.2 abgelesen worden. Die quantitative Auswertung erfolgte dabei nach der
A-A-Ct-Methode. Der Ct (Cycle of treshold)-Wert stellt hierbei eine theoretische Grof3e
dar, an dem die Fluoreszenz erstmalig signifikant {iber die Hintergrund-Fluoreszenz
ansteigt. Um die Variationen der eingesetzten mRNA auszugleichen, erfolgte eine interne
Kontrolle zur relativen Quantifizierung durch das ubiquitdr vorkommende Referenzgen
GAPDH. Der Ct-Wert dieses Referenzgens ist vom Ct-Wert des zu untersuchenden Gens
subtrahiert worden (A-Ct). Anschliefend konnte durch die Ermittlung der Expressions-
anderung einer Zielsequenz der Probe relativ zur gleichen Zielsequenz der Kontrolle

A-A-Ct bestimmt werden.

A-Ct = Ct Zielgen — CZ Referenzgen
AA-Ct=ACz Probe ~ ACt Kontrolle

Ratio = 2744¢
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3.3.7 DNA Extraktion und Bestimmung der relativen mtDNA Kopienanzahl

3.3.7.1 DNA Extraktion aus Gewebeproben

Fiir die Gewinnung von sowohl genomischer als auch mitochondrialer DNA wurde der
QIAamp® DNA Mini Kit der Firma Qiagen verwendet. Hierfiir wurden 15 mg der tief-
gefrorenen Leberproben zerkleinert und anschlieBend mit 180 pul ALT Puffer und 20 pl
Proteinase K versetzt. Die Probe wurde kurz anzentrifugiert und anschlieBend eine
Stunde bei 56 °C bei 1400 rpm geschiittelt. Die weitere Aufreinigung erfolgte nach dem
Protokoll des Kits. Die DNA wurde iiber drei aufeinanderfolgende Eluationsschritte mit
je 25 pl gewonnen und die Konzentration mit Hilfe des NanoDrop™ Spektrometers

bestimmt. Bis zur weiteren Verwendung erfolgte die Lagerung bei —20 °C.

3.3.7.2 Relative Bestimmung der mtDNA Kopienanzahl

Die relative Bestimmung der mtDNA Kopienanzahl erfolgte mit Hilfe des
NovaQUANT™ Mouse Mitochondrial to Nuclear DNA Ratio Kit der Firma Novagen®.
Die hierbei durchgefiihrten Real-Time PCRs erlauben eine quantitative Analyse und
vergleichen die Kopienanzahl der mtDNA mit der genomischer DNA. Die Analyse
erfolgte nach dem Protokoll des Herstellers, wobei je 2 ng DNA fiir die RT-PCR
eingesetzt wurden. Fiir die Auswertung wurde die im Protokoll beschriebene Methode zur

Bestimmung der relativen Kopienanzahl verwendet.
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In dieser Arbeit wurde mit zwei unterschiedlichen Mausstimmen gearbeitet: den B6NTac
(C57BL/6NTac) und den B6mtNOD (C57BL/6NTac-mt"°""™) Miusen. Beide Stimme
sind zu den Zeitpunkten 3, 6 und 12 Monaten untersucht worden. Das Verhéltnis der

minnlichen zu den weiblichen Tieren lag in beiden Genotypen bei etwa 1:1.

4.1 Gewicht

In beiden Mausstimmen zeigte sich zwischen den 3 und 6 Monate alten Tieren eine
signifikante Gewichtszunahme (3 Monate B6NTac: 24,86 + 4,56 g vs. 6 Monate B6NTac:
31,82 £ 6,09 g; 3 Monate BomtNOD: 23,54 + 4,43 g vs. 6 Monate B6mtNOD: 31,10 +
7,11 g; Abb. 17). Hierbei unterschieden sich die Werte beider Stimme nicht. Ein weiterer
Gewichtsanstieg zeigte sich in beiden Genotypen zwischen dem 6. und 12. Lebensmonat.
Im Gegensatz zu den B6NTac Tieren fiel dieser in der Gruppe der BomtNOD Maiuse
signifikant aus (6 Monate BomtNOD: 31,10 + 7,11g vs. 12 Monate B6mtNOD: 36,83 +
7,21 g; Abb. 17). In beiden Mausstimmen konnte eine signifikante Gewichtszunahme
zwischen den 3 und 12 Monate alten Tieren beobachtet werden (3 Monate B6NTac:
24,86 + 4,56 g vs. 12 Monate B6NTac: 34,89 + 7,6 g; 3 Monate BomtNOD: 23,53 + 4,42
g vs. 12 Monate B6mtNOD: 36,83 + 7,21 g; Abb. 17).
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Abb. 17: Gewicht der gesamten B6NTac und B6mtNOD Tiere

Dargestellt ist das arithmetisch gemittelte Gewicht der B6NTac und B6mtNOD Tiere im Alter von 3 (n = 20-22),
6 (n = 22-23) sowie 12 Monaten (n = 19-26). Die Messung ist am Tag der Organentnahme am noch lebenden bereits
narkotisierten Tier erfolgt. ***P < 0,001 (ONE WAY ANOV A/Bonferroni‘s-Test)
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4.2 Blutglukosekonzentration

In beiden untersuchten Mausstimmen konnte ein Anstieg der Blutglukosekonzentration
zwischen den 3 und 6 Monate alten Tieren ermittelt werden, wobei die Absolutwerte der
B6mtNOD Gruppe unter denen der B6NTac Maiuse vergleichbaren Alters lagen
(Abb. 18). Im B6NTac Stamm fiel dieser Anstieg im Gegensatz zum B6mtNOD Stamm
signifikant aus (3 Monate B6NTac: 6,32 + 1,09 mmol/l vs. 6 Monate B6NTac: 6,76 +
1,11 mmol/l; Abb.18). Zwischen den 6 und 12 Monate alten Tieren kam es bei den
B6mtNOD Tieren nur zu einer leichten Abnahme der Blutglukosekonzentration. Im
B6NTac Kontrollstamm konnte im Vergleich dazu ein signifikanter Abfall der Blut-
glukosekonzentration beobachtet werden (6 Monate B6NTac: = 6,76 + 1,11 mmol/l vs.
12 Monate B6NTac: 5,53 £ 0,98 mmol/l; Abb. 18). Damit lag die Blutglukose-
konzentration der 12 Monate alten B6NTac Mause noch unter dem Wert der gleich-
altrigen BO6mMtNOD Tiere bzw. signifikant unter der Blutglukosekonzentration der
3 Monate alten Tiere gleichen Genotyps (3 Monate B6NTac: 6,32 = 1,09 mmol/l vs.
12 Monate B6NTac: 5,53 + 0,98 mmol/l; Abb.18).
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Abb. 18: Blutglukosekonzentration der B6NTac und B6mtNOD Tiere

Dargestellt ist der arithmetisch gemittelte Blutglukosespiegel der gesamten B6NTac und B6mtNOD Tiere im Alter von
3 (n = 49-50), 6 (n = 35-37) sowie 12 Monaten (n = 41-48). ***P <0,001; **P<0,01 (ONE WAY
ANOVA/Bonferroni‘s-Test)
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4.3 Insulinsekretion

Aus dem Pankreas beider Mausstimme wurden die Langerhans schen Inseln isoliert und
anschlieend mittels ELISA die basale sowie die glukosestimulierte Insulinsekretion be-

stimmt.

4.3.1. Basalsekretion der Inseln

Sowohl im B6NTac wie auch im B6mtNOD Stamm lag die basale Insulinsekretion, bei
Inkubation mit 2,8 mM Glukose-Losung, in beiden Mausstimmen und zwischen den
3 und 6 Monate alten Tieren gleichen Genotyps, auf einem dhnlichen Niveau (Abb. 19).
Es folgte ein leichter Anstieg der Insulinsekretion bei den 12 Monate alten Tieren (Abb.
19). Die Sekretion im B6NTac Stamm lag hierbei nur gering iiber jener der gleichaltrigen
B6mtNOD Tiere. Signifikante Unterschiede konnten jedoch weder innerhalb noch

zwischen den beiden Mausstimmen ermittelt werden.

4.3.2. Stimulation der Inseln mit 20 mM Glukose-Losung

Im Vergleich zur Basalinsulinsekretion zeigte sich auf die Stimulation der isolierten
Inseln mit der 20 mM Glukose-Losung ein Anstieg der Insulinsekretion. In den B6NTac
Tieren konnte keine altersabhingige Verdnderung der glukosestimulierten Insulin-
sekretion beobachtet werden. Im Gegensatz dazu stieg die Insulinsekretion bei den
6 Monate alten B6mtNOD Tieren im Vergleich zu 3 Monate alten Tieren signifikant an
(3 Monate BomtNOD: 1,09 + 0,35 ng Insulin/Insel/h vs. 12 Monate BomtNOD: 1,60 +
0,65 ng Insulin/Insel/h; Abb. 20). Die Insulinsekretion war dagegen bei den 12 Monate
alten Tieren wieder niedriger. Der Wert lag allerdings noch oberhalb der Sekretion der
3 Monate alten Tiere gleichen Genotyps (Abb. 20). Insgesamt betrachtet befand sich die
Insulinsekretion der 3 und 12 Monate alten B6NTac Tiere iiber derjenigen der BomtNOD
Gruppe vergleichbaren Alters. Bei den 6 Monate alten Méusen kam es jedoch zu einer

stiarkeren Insulinsekretion im B6mtNOD Stamm gegentiber der B6NTac Kontrollgruppe.
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Abb. 19: Basale Insulinsekretion der aus B6NTac und B6mtNOD Miiusen isolierten Inseln
Dargestellt ist die arithmetisch gemittelte Insulinsekretion der aus B6NTac und B6mtNOD Maiusen isolierten Inseln im

Alter von 3 (n = 3-4), 6 (n = 3-4) sowie 12 Monaten (n = 3-4) nach Inkubation in Krebs-Ringer-Lésung (+ 0,5 % BSA)
mit 2,8 mM Glukose.
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Abb. 20: Glukosestimulierte Insulinsekretion der aus B6NTac und B6mtNOD Miiusen isolierten Inseln
Dargestellt ist die arithmetisch gemittelte Insulinsekretion der aus B6NTac und B6mtNOD Méusen isolierten Inseln im
Alter von 3 (n = 3-4), 6 (n = 3-4) sowie 12 Monaten (n = 3-4) nach Inkubation in Krebs-Ringer-Losung (+ 0,5 % BSA)
mit 20 mM Glukose. **P < 0,01 (ONE WAY ANOV A/Bonferroni‘s-Test)

53



4 Resultate

4.4 Genexpressionsanalysen

Die relative Expression ausgewihlter Enzyme in den B6NTac und Bo6mtNOD Méusen
wurde mittels Real-Time qPCR Analysen ermittelt. Untersucht worden sind je Genotyp
Leber, Gehirn und Muskel (n = 4-5) sowie aus pankreatischen B-Zellen isolierte Inseln
von 3, 6 und 12 Monate alten Tieren (n = 3). Die Expression ist in allen untersuchten
Geweben und Inseln auf das Referenzgen GAPDH normiert worden. Der Wert der

3 Monate alten B6NTac Tiere wurde zur vereinfachten Darstellung 100 % gesetzt.

4.4.1 Genexpressionsanalysen in der Leber von B6NTac und B6mtNOD Miiusen

4.4.1.1 Cytochrom c1-Expression in der Leber

Cytochrom c1 ist Bestandteil des Redox-Zentrums der Cytochrom-c-Reduktase, dem

Komplex III der mitochondrialen Atmungskette.

Die relative Expression von Cytochrom cl auf Ebene der mRNA war im B6NTac
Mausstamm im Alter von 3 Monaten am hdchsten. Bei den 6 Monate alten Tieren war die
Expression signifikant niedriger (3 Monate B6NTac: 100 + 35,40 % vs. 6 Monate
B6NTac: 39,74 + 19,65 %; Abb. 21). Die 12 Monate alten BONTac Méuse zeigten nur
einen geringen Wiederanstieg der Expression, sodass auch hier das Cytochrom c1 Level
auf mRNA Ebene noch signifikant unter jenem der 3 Monate alten Tiere gleichen
Genotyp verblieb (3 Monate B6NTac: 100 £ 35,40 % vs. 12 Monate B6NTac: 49,58
+ 21,18 %; Abb. 21). Im B6mtNOD Stamm lag hingegen die Expression an Cytochrom
cl bei den 3 und 12 Monate alten Tieren auf einem vergleichbaren Niveau, wihrend eine
Expressionssteigerung bei den 6 Monate alten Tieren zu verzeichnen war. Insgesamt
betrachtet konnte eine hohere Expression bei den 6 Monate und eine geringere
Expression bei den 3 Monate alten BomtNOD Méusen, im Vergleich zu gleichaltrigen
B6NTac Tieren, ermittelt werden. Signifikant fiel dieser Unterschied aber nur zwischen
den 3 Monate alten Tieren aus (3 Monate B6NTac: 100 £ 35,40 % vs. 3 Monate
B6mtNOD: 41,23 + 25,40 %; Abb. 21).
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Abb. 21: Cytochrom c1-Expression in der Leber von B6NTac und B6mtNOD Miéusen

Relative mRNA-Expression von Cytochrom cl in der Leber von B6NTac und B6mtNOD Maiusen im Alter von 3, 6
und 12 Monaten. **p <0,01; * p <0,05 (ONE WAY ANOV A/Bonferroni‘s-Test)

4.4.1.2 Cox6b1-Expression in der Leber

Cox6bl ist eine der nukledr kodierten Untereinheiten der Cytochrom-c-Oxidase, dem

Komplex IV der mitochondrialen Atmungskette.

In der Leber kam es in den B6NTac Tieren mit zunehmendem Alter zu einem konti-
nuierlichen, jedoch nicht signifikanten Abfall der relativen Cox6b1-Expression auf Ebene
der mRNA (Abb. 22). Im Bo6mtNOD Stamm zeigte sich hingegen ein geringer Anstieg
bei den 6 Monate alten Tieren gefolgt von einer Abnahme bei den 12 Monate alten
Tieren. Damit war die Expression der 12 Monate alten BomtNOD Mdéuse niedriger als in
3 Monate alten Tieren gleichen Genotyps (Abb. 22). Signifikante Unterschiede zwischen
den B6NTac und BomtNOD Tieren konnten nicht ermittelt werden.

55



4 Resultate

o 1504
i Bl B6NTac
P 3 B6mtNOD
% 1004 T
o pnl
& T
<
% 50
=
@
2
=
w
= 0- T T T
3 6 12 3 6 12

Alter (Monate)

Abb. 22: Cox6b1-Expression in der Leber von B6NTac und B6mtNOD Miusen
Relative mRNA-Expression der Cox6b1-Untereinheit in der Leber von B6NTac und B6mtNOD Maiusen im Alter von
3, 6 und 12 Monaten.

4.4.1.3 UCP2-Expression in der Leber

Das Uncoupling Protein 2 (UCP2) wird in den meisten Geweben exprimiert, darunter
Muskulatur und Fettgewebe (Scarpace, P.J. et al. 1998). Es ist ein in Mitochondrien
lokalisiertes Protein, das durch ein Protonenleck den Aufbau des fiir die ATP-Synthese
bendtigten Membranpotentials verhindert. Dadurch kommt es zu einer Trennung der
oxidativen Phosphorylierung von der ATP-Synthese, was zu einer Abnahme der intra-
zelluldiren ATP-Konzentration fiihrt. Es konnte gezeigt werden, dass UCP2 u.a. das
Uberleben von B-Zellen fordert und Gewebe wie Leber, Endothel und Neuronen vor
oxidativem Stress schiitzt (Azzu, V. & Brand, M. D. 2009). Dariiber hinaus geht man
davon aus, dass UCP2 eine zytoprotektive Rolle einnimmt, indem es mitochondriale
Biogene stimuliert und der Apoptose vorbeugt. Des Weiteren scheint UCP2 in der
Kontrolle der von den Mitochondrien generierten ROS eine wichtige Rolle einzunehmen

(Azzu, V. & Brand, M. D. 2009).

In der Leber des B6ONTac Kontrollstammes blieb die Expression an UCP2 mRNA bei den
3 und 12 Monate alten Miusen vergleichbar. Lediglich in den 6 Monate alten Tieren
wurde eine hohere Expression ermittelt (Abb. 23). Bei den B6mtNOD Méusen zeigte sich
die hochste Expression bei den 3 Monate alten Tieren. In 6 und 12 Monate alte
B6mtNOD Tieren fand sich eine deutlich geringere Expression (Abb. 23). Insgesamt lag
die UCP2-Expression im B6NTac Stamm {iber jener der BomtNOD Maiuse im Alter von
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6 und 12 Monaten. Signifikant fiel dieser Unterschied nur zwischen den 6 Monate alten
Tieren aus (6 Monate B6NTac: 113,63 £ 17,63 % vs. 6 Monate BomtNOD: 58,99 +
25,58 %; Abb. 23).
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Abb. 23: UCP2-Expression in der Leber von B6NTac und B6mtNOD Miusen

Relative mRNA-Expression von UCP2 in der Leber von B6NTac und B6mtNOD Maiusen im Alter von 3, 6 und 12
Monaten. ***p < 0,001 (ONE WAY ANOV A/Bonferroni‘s-Test)

4.4.1.4 SOD1-Expression in der Leber

Die SOD1 katalysiert die Bildung von H,O, und O; aus Superoxid-Radikalen. Sie kommt

vorwiegend im Zytosol vor.

Die Expression der SOD1 auf Ebene der mRNA war in beiden Mausstimmen im Alter
von 3 und 6 Monaten vergleichbar (Abb. 24). Beide Mausstimme zeigten im Alter von
12 Monaten einen Anstieg der SOD1-Expression, jedoch fiel dieser nur in der B6NTac
Gruppe signifikant aus gegeniiber den 6 Monate alten Tieren gleichen Genotyps
(6 Monate B6NTac: 99,25 + 14,67 % vs. 12 Monate B6NTac: 688,49 & 94,25 %; Abb.
24) bzw. den 12 Monate alten B6mtNOD Tieren (12 Monate B6NTac: 688,49 + 94,25 %
vs. 12 Monate BomtNOD: 127,60 + 30,15 %; Abb. 24).
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Abb. 24: SOD1-Expression in der Leber von B6NTac und BomtNOD Miusen
Relative mRNA-Expression der SOD1 in der Leber von B6NTac und B6mtNOD Mausen im Alter von 3, 6 und 12
Monaten. **p< 0,01 (ONE WAY ANOV A/Bonferroni‘s-Test)

4.4.1.5 SOD2-Expression in der Leber

Hauptlokalisationsort der SOD2 ist die mitochondriale Matrix, wo sie die Bildung von
H,0, und O, aus Superoxid-Radikalen katalysiert, die wéihrend der Atmungskette
gebildet werden.

Die mRNA-Expression der SOD2 in der Leber war in 6 Monate alten B6NTac Méusen
im Vergleich zu den 3 Monate alten Tieren leicht erhdht. In 12 Monate alten B6NTac
Tieren kam es hingegen zu einer signifikant niedrigeren Expression gegeniiber den
6 Monate alten Tieren gleichen Genotyps (6 Monate B6NTac: 109,51 + 7,37 % vs.
12 Monate B6NTac: 82,13 + 14,92 %; Abb. 25). Bei den BomtNOD Tieren war die
Expression im Alter von 3, 6 und 12 Monaten auf einem vergleichbaren Niveau (Abb.
25). Insgesamt betrachtet lag die SOD2-Expression der B6NTac Méuse zu allen
Alterszeitpunkten iiber jener der B6mtNOD Mause. Signifikant war dieser Unterschied
bei den 6 Monate alten Tieren (6 Monate B6NTac: 109,51 = 7,37 % vs. 6 Monate
B6mtNOD: 82,28 + 10,90 %; Abb. 25).

58



4 Resultate

. 150
i . Bl B6NTac
F = B6mtNOD
7
£ 100
j="
e
M
-«
Z
x 504
E
M
2
R
=
w
Ty 0_

3 6 12 3 6 12

Alter (Monate)

Abb. 25: SOD2-Expression in der Leber von B6NTac und B6mtNOD Miusen
Relative mRNA-Expression der SOD2 in der Leber von B6NTac und BomtNOD Méusen im Alter von 3, 6 und 12
Monaten. *p < 0,05 (ONE WAY ANOV A/Bonferroni‘s-Test).

4.4.1.6 Katalase-Expression in der Leber

Die Katalase ist ein intrazelluldres Enzym, welches die Umwandlung von 2H,0; in O,

und 2H,0 katalysiert.

Die Expression der Katalase auf Ebene der mRNA blieb bei den B6NTac Tieren zu allen
Alterszeitpunkten auf einem vergleichbaren Niveau (Abb. 26). Bei den B6mtNOD
Maiusen kam es hingegen mit steigendem Alter zu einer kontinuierlichen Abnahme der
Katalase-Expression (Abb. 26). Insgesamt betrachtet lag die Expression bei den 3 Monate
alten B6mtNOD Tieren iiber derjenigen der gleichaltrigen B6NTac Mause. In der Gruppe
der 6 und 12 Monate alten Tiere waren die Werte in etwa vergleichbar. Zusammen-
fassend konnten weder innerhalb noch zwischen den beiden Mausstimmen signifikante

Unterschiede ermittelt werden.
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Abb. 26: Katalase-Expression in der Leber von B6NTac und B6mtNOD Miiusen
Relative mRNA-Expression der Katalase in der Leber von B6NTac und B6mtNOD Maiusen im Alter von 3, 6 und 12

Monaten.

4.4.1.7 Tfam-Expression in der Leber

Der Transkriptionsfaktor A (Tfam) wird, iiber NRF-1 geregelt, nukledr codiert. Er ist
essentiell fiir die Replikation des mitochondrialen Genoms und in der Lage die mitochon-
driale Transkription zu aktivieren (Klinge, C.M. 2008; Kang, C. & Li J.L. 2012).
Humanes und Méuse Tfam-Protein dhneln sich bis zu 78 % (Kaufmann, B.A. et al. 2007).
Tfam kann an Regionen der mtDNA binden, die oberhalb der Promotoren liegen. Zudem
konnte eine positive Korrelation zwischen der Tfam-Expression und der Anzahl an
mtDNA gefunden werden. Des Weiteren scheint Tfam bedeutend fiir die Struktur der
mtDNA zu sein, sodass man vermutet, dass sich beide Molekiile gegenseitig stabilisieren.
In Studien konnte gezeigt werden, dass es bei Mutationen von Tfam zu einer Reduktion
der mtDNA Kopienanzahl kommt, die mit einer Instabilitit der mtDNA einhergeht
(Uchiumi, T. & Kang, D. 2011).

Bei den B6NTac Tieren war die Expression von Tfam auf mRNA Ebene zu allen Alters-
zeitpunkten in etwa auf einem vergleichbaren Niveau (Abb. 27). Im B6mtNOD Stamm
kam es zu einem nicht signifikanten Anstieg der Expression bei den 6 und einer erneuten
Abnahme bei den 12 Monate alten Tieren, deren Expression aber noch gering iiber jener
der 3 Monate alten Tiere verblieb (Abb. 27). Im Vergleich der beiden Mausstimme mit-
einander konnte zu allen drei untersuchten Alterszeitpunkten eine nicht signifikant hohere

Expression von Tfam bei den B6NTac Méusen ermittelt werden.
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Abb. 27: Tfam-Expression in der Leber von B6NTac und B6mtNOD Miiusen
Relative mRNA-Expression der Tfam in der Leber von B6NTac und B6mtNOD Méusen im Alter von 3, 6 und 12

Monaten.

4.4.1.8 Pyruvatcarboxylase-Expression in der Leber

Die Pyruvatcarboxylase ist ein in der mitochondrialen Matrix lokalisiertes anaplero-
tisches Enzym, dass die ATP-abhingige Addition von Kohlenstoffdioxid an Pyruvat und
damit die Bildung von Oxalacetat katalysiert (Ostergaard, E. et al. 2013). Oxalacetat wird
daraufthin durch die Phosphoenol-Pyruvatcarboxylase in Phospoenolpyruvat umgewan-
delt oder in den Zitratzyklus eingeschleust (Ostergaard, E. et al. 2013). Damit spielt die
Pyruvatcarboxylase zum einen eine wichtige Rolle in der Glukoneogenese, aber auch in
der Produktion von Neurotransmittern sowie als Lieferant fiir zytoplasmatisches NADPH
im Fettgewebe und den B-Zellen (Ostergaard, E. et al. 2013; Adina-Zada, A. et al. 2012).
Eine Dysregulation der Expression an Pyruvatcarboxylase in Leber, Fettgewebe oder den
Langerhans'schen Inseln ist mit Adipositas und Diabetes mellitus Typ 2 assoziiert

(Thonpho, A. et al. 2013)

Im Kontrollstamm B6NTac verblieb die Expression der Pyruvatcarboxylase auf Ebene
der mRNA bei allen drei untersuchten Altersklassen auf einem dhnlichen Niveau (Abb.
28). GroBere Varianz zeigte der BomtNOD Stamm. Hierbei kam es von den 3 auf die 6
Monate alten Tiere zu einem signifikanten Anstieg der Expression (3 Monate B6mtNOD:
104 £ 13,71 %; vs. 6 Monate B6mtNOD: 145,11 + 22,45 %; Abb. 28). Die Werte blieben
bei den 12 Monate alten BomtNOD Maéusen vergleichbar hoch. Insgesamt betrachtet lag
im Alter von 6 und 12 Monaten die Expression der Pyruvatcarboxylase der B6mtNOD
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Maiuse iiber der des B6NTac Kontrollstamms. Signifikant fiel dieser Unterschied nur
zwischen den 6 Monate alten Tieren aus (6 Monate B6NTac: 103,01 £ 16,93 % vs.
6 Monate BomtNOD: 145,11 + 22,45 %; Abb. 28).
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Abb. 28: Pyruvatcarboxylase-Expression in der Leber von B6NTac und B6mtNOD Méusen
Relative mRNA-Expression der Pyruvatcarboxylase in der Leber von B6NTac und B6mtNOD Méusen im Alter von 3,
6 und 12 Monaten. * p < 0,05 (ONE WAY ANOV A/Bonferroni‘s-Test).

4.4.1.9 COX1- Expression in der Leber

Die Cyclooxygenase 1 (COX1) ist ein im gesamten Organismus vorkommendes Enzym,
dass die Oxidation von Arachidonsdure zu Prostaglandin H, (PGH,) katalysiert (Rassow,
J. et al., Kapitel 21.1, 2006). Prostaglandine selbst nehmen neben einer zentralen Rolle in
inflammatorischen Prozessen, auch eine wichtige Funktion in der Regulation anderer
physiologischer Zellantworten ein (Dubois, R.N. et al. 1998). Fiir die von COXl1
bereitgestellten Prostaglandine wird eine Beteiligung am Houskeeping-Effekt wie auch an
der homeostatischen Regulation vermutet (Dubois, R.N. et al. 1998). Weiterhin ergaben
Untersuchungen an Maiusen, dass die iiber COX1 gebildeten Prostaglandine fiir das
Uberleben des Fetus mit von Bedeutung sind (Vane, J.R. et al. 1998). In Bezug auf
Diabetes mellitus konnten in diabetischen Ratten organspezifische Verdnderungen des
COX1-mRNA-Levels mit verdnderten intrazellulirem Prostanoid Metabolismus beo-
bachtet werden, der in der Pathogenese diabetischer Komplikationen mit involviert ist

(Fang, C. et al. 1997).
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Die COX1-Expression auf mRNA Ebene nahm bei den B6NTac Tieren von den 3 auf die
6 Monate alten Tiere ab, stieg aber bei den 12 Monate alten Tieren signifikant wieder an
(6 Monate B6NTac: 64,39 + 14,14 % vs. 12 Monate B6NTac: 158,58 + 25,67 %; Abb.
29). Insgesamt ergab sich eine signifikant hohere Expression der 12 Monate alten
B6NTac Tiere gegeniiber den 3 Monate alten Tieren gleichen Genotyps (3 Monate
B6NTac 100 + 7,43 % vs. 12 Monate B6NTac 158,58 + 25,67 %; Abb. 29). Innerhalb des
B6mtNOD Stamms zeigten sich hingegen keine signifikanten Unterschiede. Die Ex-
pression der COX1 stieg von den 3 auf die 6 Monate alten B6mtNOD Tiere tendenziell
an (Abb. 29). Im Vergleich der beiden Genotypen miteinander lag die Expression an
COXI1 auf mRNA Ebene bei den B6NTac Tieren immer iiber derjenigen der BomtNOD
Tiere. Dieser Unterschied fiel bei den 3 und 12 Monate alten Tieren signifikant aus
(3 Monate B6NTac: 100 + 7,43 % vs. 3 Monate B6mtNOD: 39,80 + 20,10 %; 12 Monate
B6NTac: 158,58 = 25,67 % vs. 12 Monate BomtNOD: 52,51 + 22,25 %; Abb. 29).
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Abb. 29: COX1-Expression in der Leber von B6NTac und B6mtNOD Miiusen
Relative mRNA-Expression der COX1 in der Leber von B6NTac und B6mtNOD Méiusen im Alter von 3, 6 und 12
Monaten. ***p < 0,001; **p < 0,01 (ONE WAY ANOVA/Bonferroni‘s-Test)
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4.4.2 Genexpressionsanalysen im Gehirn von B6NTac und BomtNOD Miiusen

4.4.2.1 Cytochrom c1-Expression im Gehirn

Die Cyrochrom cl-Expression auf Ebene der mRNA stieg bei den B6NTac Tieren von
den 3 auf die 6 Monate alten Mause an und fiel im Alter von 12 Monaten wieder ab (Abb.
30). Im Gegensatz dazu zeigte sich im B6mtNOD Mausstamm ein kontinuierlicher
Anstieg der Cytochrom c1-Genexpression (Abb. 30). Signifikant waren die dargestellten

Unterschiede allerdings nicht.
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Abb. 30: Cytochrom c1-Expression im Gehirn von B6NTac und B6mtNOD Méusen

Relative mRNA-Expression von Cytochrom c1 in % im Gehirn von B6NTac und B6mtNOD Maéusen im Alter von 3, 6
und 12 Monaten.

4.4.2.2 Cox6b1-Expression im Gehirn

Im Gehirn der B6NTac Tiere lag die hochste relative mRNA-Expression an Cox6bl bei
den 3 Monate alten Tieren vor. Die Werte der 6 und 12 Monate alten Méuse lagen auf
einem vergleichbaren Niveau tendenziell niedriger (Abb. 31). Bei den BomtNOD Tieren
kam es hingegen zu einem Anstieg der Expression bei den 6 Monate und einer Abnahme
bei den 12 Monate alten Tieren (Abb. 31). Insgesamt konnten aber keine signifikanten

Unterschiede innerhalb und zwischen den beiden Mausstammen ermittelt werden.
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Abb. 31: Cox6b1-Expression im Gehirn von B6NTac und BomtNOD Miusen
Relative mRNA-Expression der Cox6b1-Untereinheit im Gehirn von B6NTac und B6mtNOD Méusen im Alter von 3,
6 und 12 Monaten.

4.4.2.3 UCP2-Expression im Gehirn

Die Expression an UCP2 mRNA fiel bei den B6NTac Tieren mit zunehmendem Alter
kontinuierlich ab (Abb. 32). Bei den B6mtNOD Maiusen verblieb sie zu allen Alters-
zeitpunkten auf einem vergleichbaren Niveau (Abb. 32). Die UCP2-Expression der
B6NTac Tiere lag iiber jener der BomtNOD Tiere vergleichbaren Alters. Signifikant war
dieser Unterschied zwischen den 3 Monate alten Tieren (3 Monate B6NTac: 100 + 13,60
% vs. 3 Monate B6mtNOD: 52,42 + 44,81 %; Abb. 32).
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Abb. 32: UCP2-Expression im Gehirn von B6NTac und B6mtNOD Miiusen
Relative mRNA-Expression von UCP2 im Gehirn von B6NTac und B6mtNOD Méusen im Alter von 3, 6 und 12
Monaten. *p < 0,05 (ONE WAY ANOVA/Bonferroni‘s-Test)
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4.4.2.4 SOD1-Expression im Gehirn

Im Gehirn der B6NTac Méuse kam es von den 3 auf die 6 Monate alten Tiere zunichst zu
einer Abnahme der SODI1-Expression auf mRNA Ebene. Es folgte ein signifikanter
Anstieg der Expression von den 6 auf die 12 Monate alten Tiere (6 Monate B6NTac:
73,85 £ 14,54 %; vs. 12 Monate B6NTac: 180,22 + 43,29 %; Abb. 33). Insgesamt fiel der
Anstieg der SOD1-Expression von den 3 auf die 12 Monate alten Tiere in der B6NTac
Gruppe ebenfalls signifikant aus (3 Monate B6NTac: 100 + 21,96 % vs.12 Monate
B6NTac: 180,22 + 43,29 %; Abb. 33). Bei den BomtNOD Maiusen kam es tendenziell zu
einem kontinuierlichen, jedoch nicht signifikanten Anstieg der Expression mit zunehmen-
dem Alter (Abb. 33). Die Expression der 12 Monate alten BomtNOD Maéuse lag signi-
fikant unter derjenigen der B6NTac Tiere gleichen Alters (12 Monate B6NTac: 180,22 +
43,29 % vs. 12 Monate BomtNOD: 89,76 + 22,65 %; Abb. 33).
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Abb. 33: SOD1-Expression im Gehirn von B6NTac und Bé6mtNOD Miusen
Relative mRNA-Expression der SOD1 im Gehirn von B6NTac und. B6mtNOD Maiusen im Alter von 3, 6 und 12
Monaten. **p <0,01; *p < 0,05 (ONE WAY ANOV A/Bonferroni‘s-Test)

4.4.2.5 SOD2-Expression im Gehirn

Die Expression der SOD2 auf mRNA Ebene war bei den 3 und 12 Monate alten BONTac
Maiusen vergleichbar, bei den 6 Monate alten Tieren tendenziell niedriger (Abb. 34). Bei
den B6mtNOD Maéusen lagen die Werte der Genexpression der 6 und 12 Monate alten

Tiere auf einem dhnlichen Niveau, wiahrend die Expression bei den 3 Monate alten Tieren
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tendenziell hoher ausfiel (Abb. 34). Signifikante Unterschiede konnten allerdings nicht

ermittelt werden.
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Abb. 34: SOD2-Expression im Gehirn von B6NTac und BomtNOD Méusen
Relative mRNA-Expression von SOD2 im Gehirn von B6NTac und B6mtNOD Mausen im Alter von 3, 6 und 12

Monaten.

4.4.2.6 Katalase-Expression im Gehirn

Bei den B6NTac Maiusen sank die Expression der Katalase auf Ebene der mRNA im
Alter von 6 Monaten zunidchst ab, stieg aber im Alter von 12 Monaten deutlich wieder an
(Abb. 35). Ein dhnlicher Verlauf war auch bei den BomtNOD Méiusen zu beobachten.
Das hochste Expressionsniveau war hier jedoch im Alter von 3 Monaten zu finden (Abb.
35). Insgesamt betrachtet lag die Katalase-Expression der BomtNOD iiber derjenigen der
B6NTac Tiere gleichen Alters, jedoch ohne signifikanten Unterschied.
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Abb. 35: Katalase-Expression im Gehirn von B6NTac und BomtNOD Miiusen

Relative mRNA-Expression der Katalase im Gehirn von B6NTac und B6mtNOD Méusen im Alter von 3, 6 und 12

Monaten.

4.4.2.7 Tfam-Expression im Gehirn

Im Gehirn der B6NTac Gruppe kam es von den 3 auf die 12 Monate alten Tiere zu einer
kontinuierlichen Abnahme der Tfam-Expression auf Ebene der mRNA (Abb. 36). Bei den
B6mtNOD Miusen stieg die Expression von den 3 auf die 12 Monate alten Tiere leicht an
(Abb. 36). Bei den 3 Monate alten Tieren kam es zu einer signifikant hoheren Expression
in den B6NTac Miusen gegeniiber den B6mtNOD Tieren gleichen Alters (3 Monate
B6NTac: 100 + 34,15 % vs. 3 Monate BomtNOD: 56,47 + 26,44 %; Abb. 36)
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Abb. 36: Tfam-Expression im Gehirn von B6NTac und B6mtNOD Miusen
Relative mRNA-Expression von Tfam im Gehirn von B6NTac und B6mtNOD Méusen im Alter von 3, 6 und 12
Monaten. *p < 0,05 (ONE WAY ANOVA/Bonferroni‘s-Test)
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4.4.2.8 Pyruvatcarboxylase-Expression im Gehirn

Die Pyruvatcarboxylase-Expression auf mRNA Ebene im Gehirn der B6NTac Tiere
nahm mit steigendem Alter tendenziell ab (Abb. 37). Bei den B6mtNOD Maéuse kam es
hingegen zu einem signifikanten Anstieg der Expression von den 3 auf die 12 Monate
alten Tiere (3 Monate B6mtNOD: 89,20 + 31,11 % vs. 12 Monate BomtNOD: 167,11 +
23,90 %; Abb. 37). Der Vergleich der beiden Mausstimme zeigt bei den 12 Monate alten
Maiusen eine signifikant hohere Expression in den B6mtNOD Tieren gegeniiber den
B6NTac Méusen gleichen Alters (12 Monate B6NTac: 84,95 + 22,13 % vs. 12 Monate
B6mtNOD: 167,11 + 23,90 %; Abb. 37).
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Abb. 37: Pyruvatcarboxylase-Expression im Gehirn von B6NTac und BomtNOD Miiusen
Relative mRNA-Expression der Pyruvatcarboxylase im Gehirn von B6NTac und B6mtNOD Méusen im Alter von 3, 6
und 12 Monaten. **p < 0,01 (ONE WAY ANOVA/Bonferroni‘s-Test)

4.4.2.9 COX1-Expression im Gehirn

Im Gehirn der B6NTac Miuse kam es mit steigendem Alter zu einem Anstieg der
Expression an COX1 auf Ebene der mRNA. Dabei fielen sowohl der Anstieg von den
3 auf die 12, wie auch von den 6 auf die 12 Monate alten Tiere signifikant aus (3Monate
B6NTac: 100 £ 13,30 % vs. 12 Monate B6NTac: 430,43 + 13,79 %; 6 Monate B6NTac:
137,75 £ 36,74 % vs. 12 Monate B6NTac: 430,43 + 13,79 %; Abb. 38). Bei den
B6mtNOD Maiusen konnte von den 3 auf die 12 Monate alten Tiere eine kontinuierliche,

jedoch nicht signifikante Steigerung in der COX1-Expression ermittelt werden (Abb. 38).
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Zu einem signifikanten Unterschied zwischen den beiden Mausstimmen kam es bei den
12 Monate alten Tieren. Hier lag die COX1-Expression der B6NTac Tiere signifikant
iiber derjenigen der B6mtNOD Maéuse (12 Monate B6NTac: 430,43 + 13,79 % vs. 12
Monate BomtNOD: 182,60 + 32,23 %; Abb. 38).
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Abb. 38: COX1-Expression im Gehirn von B6NTac und BomtNOD
Relative mRNA-Expression der COX1 im Gehirn von B6NTac und B6mtNOD Méusen im Alter von 3, 6 und 12
Monaten. ***p < 0,001 (ONE WAY ANOV A/Bonferroni‘s-Test)

4.4.3 Genexpressionsanalysen im Muskel von B6NTac und BomtNOD Miiusen

4.4.3.1 Cytochrom c1-Expression im Muskel

Bei den B6NTac Mausen lag die Expression der Cytochrom ¢l mRNA bei den 3 und
12 Monate alten Tieren auf einem &hnlichen Niveau, wéhrend sich jene der 6 Monate
alten Tiere gering darunter befand (Abb. 39). Im Gegensatz dazu kam es im B6mtNOD
Stamm zu einem signifikanten Anstieg der Expression von den 3 Monate auf die 12
Monate alten Mause (3 Monate B6mtNOD: 97,76 + 12,14 % vs. 12 Monate BomtNOD:
174,32 + 32,50 %; Abb. 39). Signifikant hoher war auch die Cytochrom c1-Expression
der 12 Monate alten BomtNOD Méuse gegeniiber den 6 Monate alten BomtNOD Tieren
sowie den B6NTac Tieren gleichen Alters (12 Monate B6NTac: 95,65 + 12,42 % vs.
12 Monate BomtNOD: 174,32 + 32,50 %; 6 Monate BomtNOD: 104,66 + 23,46 % vs.
12 Monate B6mtNOD: 174,32 + 32,50 %; Abb. 39).
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Abb. 39: Cytochrom ¢ 1-Expression im Muskel von B6NTac und B6mtNOD Méusen

Relative mRNA-Expression von Cytochrom c1 in % im Muskel von B6NTac und BomtNOD Maéusen im Alter von 3, 6
und 12 Monaten. **p < 0,01; *p < 0,05 (ONE WAY ANOV A/Bonferroni‘s-Test)

4.4.3.2 Cox6b1-Expression im Muskel

Die relative Expression der Cox6bl-Untereinheit auf mRNA Ebene lag bei den 3 und
12 Monate alten B6NTac Tieren auf einem vergleichbaren Niveau, wéhrend sie bei den
6 Monate alten Miusen niedriger war (Abb. 40). Die B6mtNOD Tiere zeigten einen
dhnlichen Verlauf. Die Expression in der BomtNOD Gruppe lag tendenziell iiber jener
der B6NTac Miuse vergleichbaren Alters.
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Abb. 40: Cox6b1-Expression im Muskel von B6NTac und BémtNOD Miusen
Relative mRNA-Expression der Cox6b1-Untereinheit im Muskel von B6NTac und B6mtNOD Méusen im Alter von 3,

6 und 12 Monaten.
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4.4.3.3 UCP2-Expression im Muskel

Die Expression von UCP2 auf Ebene der mRNA lag bei 3 und 6 Monate alten B6NTac
Tieren auf einem dhnlichen Niveau und stieg bei den 12 Monate alten Tieren an
(Abb. 41). Bei den BomtNOD Méiusen kam es zu einem geringen Abfall der Expression
bei den 6 Monate alten Tieren. Ein Anstieg der UCP2-Expression bei den 12 Monate
alten Tieren konnte jedoch auch im B6mtNOD Stamm beobachtet werden (Abb. 41).
Signifikante Unterschiede zwischen und innerhalb der B6NTac und Bo6mtNOD Mause

zeigten sich nicht.
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Abb. 41: UCP2-Expression im Muskel von B6NTac und B6mtNOD Miusen
Relative mRNA-Expression von UCP2 im Muskel von B6NTac und B6mtNOD Méusen im Alter von 3, 6 und 12

Monaten.

4.4.3.4 SOD1-Expression im Muskel

Die SOD1-Expression auf mRNA Ebene lag bei den 3 und 6 Monate alten B6NTac
Tieren auf einem vergleichbaren Niveau und stieg bei den 12 Monate alten Tieren an
(Abb. 42). Einen dhnlichen Verlauf zeigte sich auch bei den BomtNOD Tieren, in der die
Expression gegeniiber den B6NTac Miusen jedoch zu allen Alterszeitpunkten tendenziell

hoher ausfiel (Abb. 42).
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Abb. 42: SOD1-Expression im Muskel von B6NTac und B6mtNOD Miiusen
Relative mRNA-Expression der SOD1 im Muskel von B6NTac und B6mtNOD Maiusen im Alter von 3, 6 und 12

Monaten.

4.4.3.5 SOD2-Expression im Muskel

Die SOD2-Expression auf mRNA Ebene im Muskel der B6NTac Tiere nahm mit
zunehmendem Alter kontinuierlich ab (Abb. 43). Bei den B6mtNOD Miusen lag die
Expression auf vergleichbarem Niveau und zu den Alterszeitpunkten von 3 und 6
Monaten unter dem der B6NTac Tiere. Signifikant waren diese Unterschiede allerdings

nicht.
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Abb. 43: SOD2-Expression im Muskel von B6NTac und B6mtNOD Miusen
Relative mRNA-Expression der SOD2 im Muskel von B6NTac und B6mtNOD Maiusen im Alter von 3, 6 und 12

Monaten.
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4.4.3.6 Katalase-Expression im Muskel

Die Expression der Katalase auf mRNA Ebene verzeichnete in der B6NTac Gruppe
altersabhingig einen deutlichen Anstieg, wiahrend sie bei den B6mtNOD Tieren kontinu-

ierlich abfiel (Abb. 44). Signifikant waren die Unterschiede allerdings nicht.
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Abb. 44: Katalase-Expression im Muskel von B6NTac und B6mtNOD Miusen
Relative mRNA-Expression der Katalase im Muskel von B6NTac und B6mtNOD Méusen im Alter von 3, 6 und 12

Monaten.

4.4.3.7 Tfam-Expression im Muskel

Die mRNA-Expression von Tfam lag sowohl bei den B6NTac wie auch den B6mtNOD
Maéusen bei den 3 und 12 Monate alten Tieren auf einem vergleichbaren Niveau (Abb.
45). Lediglich in 6 Monate alten Tieren beider Mausstaimme war die Expression nicht

signifikant hoher (Abb. 45).
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Abb. 45: Tfam-Expression im Muskel von B6NTac und B6mtNOD Miusen

Relative mRNA-Expression von Tfam im Muskel von B6NTac und B6mtNOD Méusen im Alter von 3, 6 und 12

Monaten.

4.4.3.8 Pyruvatcarboxylase-Expression im Muskel

Die Expression der Pyruvatcarboxylase auf mRNA Ebene stieg im Muskel der B6NTac
Tiere von den 3 auf die 12 Monate alten Tiere signifikant an (3 Monate B6NTac: 100 +
28,19 % vs. 12 Monate B6NTac: 244,52 + 28,47 %; Abb. 46). Im B6mtNOD Stamm
konnte ebenfalls ein Anstieg der Expression von den 3 auf die 6 Monate alten Tiere
beobachtet werden. Bei den 12 Monate alten Tieren verblieb die Expression, im Ver-
gleich zu den 6 Monate alten BomtNOD Tieren, auf einem dhnlichen Level. Zwischen
den beiden Mausstimmen kam es in den 12 Monate alten Tieren zu einer signifikant
hoheren Expression der Pyruvatcarboxylase bei den B6NTac gegeniiber den B6mtNOD
Tieren (12 Monate B6NTac: 244,52 + 28,47 % vs. 12 Monate B6mtNOD: 157,86 +
15,41 %; Abb. 46).
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Abb. 46: Pyruvatcarboxylase-Expression im Gehirn von B6NTac und BomtNOD Miusen
Relative mRNA-Expression der Pyruvatcarboxylase im Gehirn von B6NTac und Bo6mtNOD Méusen im Alter von 3, 6
und 12 Monaten. ***p <0,001; *p < 0,05 (ONE WAY ANOVA/Bonferroni‘s-Test)

4.4.3.9 COX1-Expression im Muskel

Im Muskelgewebe der BONTac Maiuse verblieb die COX1-Expression auf Ebene der
mRNA bei den 3 und 6 Monate alten Tieren auf einem vergleichbaren Niveau und stieg
bei den 12 Monate alten Tieren nicht signifikant an (Abb. 47). Im B6mtNOD Stamm kam
es hingegen zu einem signifikanten Anstieg der Expression von den 3 auf die 12 Monate
alten Méuse (3 Monate BomtNOD: 83,71 + 23,89 % vs. 12 Monate BomtNOD: 187,24 +
34,24 %; Abb. 47).
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Abb. 47: COX1-Expression im Muskel von B6NTac und BémtNOD Miusen
Relative mRNA-Expression der COX1 in % im Muskel von B6NTac und B6mtNOD Méusen im Alter von 3, 6 und 12
Monaten. *p < 0,05 (ONE WAY ANOVA/Bonferroni‘s-Test)

4.4.4 Genexpressionanalysen isolierter Inseln aus B6NTac und BomtNOD Miiusen

4.4.4.1 Cytochrom c1-Expression isolierter Inseln

Die relative Cytochrom cl-Expression auf mRNA Ebene der isolierten Inseln zeigt in
beiden untersuchten Mausstimmen eine Abnahme bei den 6 Monate alten Tieren und

einen Wiederanstieg bei den 12 Monate im Vergleich zu 3 Monate alten Tieren (Abb.

48).
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Abb. 49: Cytochrom c1-Expression in isolierten Inselzellen aus B6NTac und B6mtNOD Miiusen
Relative mRNA-Expression von Cytochrom cl in % in isolierten Inseln von B6NTac und B6mtNOD Maiusen im Alter
von 3 (n=3), 6 (n=3) und 12 Monaten (n = 3).
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4.4.4.2 Cox6b1-Expression isolierter Inseln

Die Cox6bl-Expression auf mRNA Ebene in den B6NTac Maidusen zeigte einen
Expressionsabfall von den 3 auf die 6 Monate alten Tiere, gefolgt von einem geringen
Anstieg bei den 12 Monate alten Tieren (Abb. 50). Im B6mtNOD Stamm nahm die
Cox6bl-Expression auf Ebene der mRNA mit zunehmendem Alter kontinuierlich ab

(Abb. 50).
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Abb. 50: Cox6b1-Expression in isolierten Inselzellen aus B6NTac und BémtNOD M:iiusen
Relative mRNA-Expression der Cox6b1-Untereinheit in % in isolierten Inseln von B6NTac und BomtNOD Mausen im
Alter von 3 (n=3), 6 (n=3) und 12 Monaten (n = 3).

4.4.4.3 UCP2-Expression isolierter Inseln

Bei den B6NTac Tieren verzeichnete sich altersabhéngig ein kontinuierlicher Expres-
sionsanstieg an UCP2 auf Ebene der mRNA (Abb. 51). Der BomtNOD Stamm zeigte
eine vergleichbare Tendenz (Abb. 51). Insgesamt betrachtet lag die Expression an UCP2
bei den B6mtNOD Maiusen iiber derjenigen der B6NTac Tiere vergleichbaren Alters.
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Abb. 51: UCP2-Expression in isolierten Inselzellen aus B6NTac und Bé6mtNOD Miusen
Relative mRNA-Expression von UCP2 in % in isolierten Inseln von B6NTac und B6mtNOD Méiusen im Alter von
3 (n=3),6 (n=23)und 12 Monaten (n = 3).

4.4.4.4 SOD1-Expression isolierter Inseln

Die relative Expression der SOD1 mRNA war bei den 3 und 12 Monate alten B6NTac
Maiusen auf einem vergleichbaren Niveau, wédhrend jene der 6 Monate alten B6NTac
Tiere deutlich darunter lag (Abb. 52). Im B6mtNOD Stamm kam es hingegen zu einem

Expressionsanstieg mit zunehmendem Alter (Abb. 52).
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Abb. 52: SOD1-Expression in isolierten Inselzellen aus B6NTac und BomtNOD Miiusen
Relative mRNA-Expression der SOD1 in % in isolierten Inseln von B6NTac und B6mtNOD Maiusen im Alter von
3 (n=3),6 (n=3)und 12 Monaten (n = 3).
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4.4.4.5 Tfam-Expression isolierter Inseln

Die relative Expression der Tfam mRNA im B6NTac Mausstamm lag bei den 3 Monate
alten Tieren am hochsten. Es folgten ein Abfall bei den 6 und ein leichter Anstieg bei den
12 Monate alten Méusen (Abb. 53). Im B6mtNOD Stamm kam es hingegen zu einem
kontinuierlichen Expressionsanstieg mit zunehmendem Alter (Abb. 53). Insgesamt be-
trachtet lag die Expression von Tfam bei den BomtNOD Mausen im Alter von 3 Monaten
unter, bei den 6 und 12 Monate alten Tieren iiber derjenigen der B6NTac Tiere vergleich-

baren Alters.
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Abb. 53: Tfam-Expression in isolierten Inselzellen aus B6NTac und B6mtNOD Miiusen
Relative mRNA-Expression an Tfam in % in isolierten Inseln von B6NTac und B6mtNOD Maiusen im Alter von

3 (n=3),6 (n=23)und 12 Monaten (n = 3).

4.4.4.6 Pyruvatcarboxylase-Expression isolierter Inseln

Bei den B6NTac Tieren nahm die Expression der Pyruvatcarboxylase auf Ebene der
mRNA altersabhédngig tendenziell ab (Abb. 54). Im B6mtNOD Stamm konnte die hochste
Expression zum Alterszeitpunkt der 3 Monate alten Méuse gefunden werden. Es folgten

ein Abfall bei den 6 und ein erneuter Anstieg bei den 12 Monate alten Tieren (Abb. 54).
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Abb. 54 Pyruvatcarboxylase-Expression in isolierten Inselzellen aus B6NTac und BomtNOD Méusen
Relative mRNA-Expression an Pyruvatcarboxylase in % in isolierten Inseln von B6NTac und B6mtNOD Méusen im

Alter von 3 (n=3), 6 (n=3) und 12 Monaten (n = 3).

4.4.4.7 COX1-Expression isolierter Inseln

Bei den B6NTac Tieren kam es von den 3 auf die 12 Monate alten Tiere zu einem
Expressionsabfall der COX1 auf Ebene der mRNA (Abb. 55). Bei den BomtNOD Tieren
war die Expression bei den 3 Monate alten Tieren ebenfalls am hochsten. Es folgten ein
Abfall im Alter von 6 Monaten und die Tendenz zu einem Anstieg bei den 12 Monate

alten Tieren (Abb. 55).
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Abb. 55: COX1-Expression in isolierten Inselzellen aus BONTac und B6mtNOD Méusen
Relative mRNA-Expression der COX1 in % in isolierten Inseln von B6NTac und B6mtNOD Méusen im Alter von
3 (n=3),6 (n=23)und 12 Monaten (n = 3).
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4.5 mtDNA-Gehalt der Leber von B6NTac und BomtNOD Miusen

Die geringste relative Kopienanzahl an mtDNA lag bei den 3 Monate alten B6NTac
Maiusen vor. Im Alter von 6 Monaten kam es zu einem Anstieg des mtDNA-Pools, der
bei den 12 Monate alten B6NTac Tieren konstant blieb. Die relative Kopienanzahl an
mtDNA war bei den 12 Monate alten B6NTac Mausen signifikant hoher als in 3 Monate
alten Tieren gleichen Genotyps (3 Monate B6NTac: 100 £ 44,2 % vs. 12 Monate
B6NTac: 182,49 + 16,22 %; Abb. 56). Im Bo6mtNOD Stamm war die relative Kopien-
anzahl der mtDNA bei den 3 Monate alten Tieren hoher als in den B6NTac Miusen
gleichen Alters. Der mtDNA Gehalt der 6 Monate alten BomtNOD Miuse war mit dem
der 3 Monate alten Tiere gleichen Genotyps vergleichbar. Signifikant nahm der mtDNA
Gehalt von den 6 auf die 12 Monate alten BomtNOD Maéuse zu (6 Monate BomtNOD:
195,58 + 46,35 % vs. 12 Monate BomtNOD: 261,0 + 23,24 %; Abb. 56). Damit zeigte
sich in der Gruppe der 12 Monate alten B6mtNOD Méuse eine signifikant hohere relative
Kopienanzahl an mtDNA gegeniiber den 3 Monate alten Tieren gleichen Genotyps
(3 Monate B6mtNOD: 161,12 + 25,87 % vs. 12 Monate B6mtNOD: 261,0 + 23,24 %;
Abb. 56) bzw. den 12 Monate alten B6NTac Tieren (12 Monate B6NTac: 182,49 +
16,22 % vs. 12 Monate B6mtNOD: 261,0 + 23,24 %; Abb. 56).
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Abb. 56: Relative Kopienanzahl der mtDNA in der Leber

Relative Anzahl an mtDNA Kopien in der Leber von B6mtNOD und B6NTac Méusen im Alter von 3 (n = 6-8 ),
6 (n =6-8 ) und 12 (n = 6-8 ) Monaten. Der Wert fiir 3 Monate B6NTac ist als 100 % gesetzt worden.**p <0,01;
*p < 0,05 (ONE WAY ANOVA/Bonferroni‘s-Test).
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5 Diskussion

In dieser Arbeit wurde der konplastische Mausstamm B6mtNOD (C57BL/6NTac-
thOD/LtJ) mit dem Hintergrundstamm B6NTac (C57BL/6NTac) hinsichtlich metabol-
ischer Parameter und der Expression regulierender Enzyme untersucht. Im Vergleich zu
den B6NTac Tieren liegt im B6mtNOD Stamm eine Mutation innerhalb der Cytochrom-
c-Oxidase (Komplex IV der Atmungskette) vor. Dadurch kommt es in der mitochondrial
codierten Untereinheit Cox3 an Position nt9348a zu einem Aminosdureaustausch von
Valin zu Isoleucin (Yu, X. et al. 2009).

Die genaue Funktion von Cox3 ist bislang noch nicht gekldrt. Studien an Méusen konnten
jedoch zeigen, dass Cox3 in der Lage ist ein zusammengefligtes Intermediat mit dem
Superkomplex aus den Untereinheiten Cox1, Cox6 und Cox5 der Cytochrom-c-Oxidase
auszubilden und diesen damit zu stabilisieren (Mick, D.U. et al. 2011). Weiterhin bilden
auch die Untereinheiten der Atmungskette miteinander Superkomplexe aus und stabil-
isieren sich so gegenseitig. Der als Respirasom bezeichnete Superkomplex aus Komplex
I, III und IV fiihrt hierbei vermutlich zu einer Limitation der ROS Produktion iiber die
Atmungskette (Winge, D.R. 2012). Besonders Komplex I, als Haupteintrittspunkt der
Elektronen, wird iiber diese Komplexbildung stabilisiert (Li, Y. et al. 2007). Komplex III
und Komplex IV Defizite konnen somit zu einem Defekt in Komplex I fithren, welcher
wiederum in einer mitochondrialen Dysfunktion miinden kann (Li, Y. et al. 2007). Eine
mogliche Folge ist unter anderem eine gesteigerte ROS Produktion iiber die Atmungs-
kette. Im B6mtNOD Stamm konnte es durch die Mutation in Cox3 zu einer mangelnden
Komplexbildung der Cytochrom-c-Oxidase kommen. Dies konnte im Weiteren Auswir-
kungen auf die Stabilitdt und Komplexbildung der gesamten Atmungskette haben, deren
Effizienz dadurch sinkt. Auch eine erhohte ROS Bildung konnte die Folge sein.

In dieser Arbeit wurden Méuse zu den Alterszeitpunkten 3, 6 und 12 Monaten untersucht.
Dies entspricht beim Menschen etwa einem Alter von etwa 20, 30 und 45 Jahren.
Betrachtet wurden dementsprechend in dieser Studie junge Erwachsene bis hin zu einem
mittleren Lebensalter. Die metabolischen Untersuchungen der Tiere umfassten die
Bestimmung von Gewicht und Blutglukose sowie die Insulinsekretion von isolierten
Langerhans‘schen Inseln. Um einen Einblick in Adaptationsprozesse in unterschiedlichen
Geweben zu erhalten, wurde die Genexpression des mitochondrialen Transkriptions-
faktors Tfam, von Cytochrom cl und Cox6bl als nukledr kodierte Untereinheiten von

Atmungskettenkomplexen, des Entkopplerproteins UCP2, der antioxidativen Enzyme
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Katalase, SOD1 und SOD2, der Pyruvatcarboxylase und der Cyclooxygenase 1 in Leber,

Muskulatur, Gehirn und B3-Zellen des Pankreas bestimmt.

5.1 Vergleich von 3 Monate alten BomtNOD Miusen mit dem Hintergrundstamm
B6NTac

Am Ende der Wachstumsphase mit 3 Monaten zeigten die BomtNOD Tiere ein etwas
niedrigeres Korpergewicht und einen niedrigeren Blutzuckerspiegel im Vergleich zu
B6NTac Miusen. Dies deutet auf eine schlechtere Stoffwechseleffizienz in den Geweben
hin, die mit der Cox3 Mutation in Verbindung gebracht werden konnte.

Betrachtet man das Gehirn als insulinunabhéngiges Organ, konnte dort eine signifikant
geringere Expression des mitochondrialen Trankriptionsfaktors Tfam ermittelt werden.
Tfam ist notwendig fiir die Replikation des mitochondrialen Genoms (Klinge, C.M.
2008). Gleichzeitig war die Expression von Cytochrom c1 und Cox6bl erniedrigt, beides
nukleédr kodierte Untereinheiten von Komplex III und IV der Atmungskette. Dies ist ein
eindeutiger Hinweis auf eine verminderte mitochondriale ATP-Generierung aufgrund
einer reduzierten Atmungskettenkapazitit, die einen erhohten Glukoseverbrauch nach
sich ziehen konnte. Zu dieser Annahme passt auch die verminderte Expression von UCP2
in BomtNOD im Vergleich zu B6NTac Tieren. In der Arbeitsgruppe konnte durch Jan
Niemann gezeigt werden, dass die Bildung von mitochondrialem ROS im Gehirn von
B6mtNOD Tieren im Vergleich zu B6NTac Miusen signifikant hoher war (Niemann, J.
et al. 2013; Anhang 1 C). Die erhohten ROS Werte konnten einen Einfluss auf den
Zellstoffwechsel haben. Darauf deutet auch die im Vergleich zum B6NTac Mausstamm
hohere Expression von Katalase und SOD2 hin, wohingegen die zytosolisch lokalisierte
SODI1 eher vermindert exprimiert war.

Die glukosestimulierte Insulinsekretion im Alter von drei Monaten war vermindert. In
den B-Zellen des Pankreas konnte somit ein vergleichbarer Zustand mit unzureichender
mitochondrialer ATP-Generierung vorliegen. Dadurch ist die Stimulus-Sekretions-
kopplung vermindert, wogegen die basale Insulinsekretion vergleichbar zum Kontroll-
stamm ausfillt, wie experimentell gezeigt werden konnte. Hierfiir wiirde sprechen, dass
die Expression von Tfam und Cox6b1 in den isolierten Inseln tendenziell vermindert war.
AbschlieBende Aussagen lassen sich hier aber nicht treffen, aufgrund der zu hohen
Standardabweichung bei den Genexpressionsanalysen. Da es sich bei der Isolierung von
Langerhans’schen Inseln um einen sehr aufwindigen Prozess mit einer geringen Zell-

ausbeute pro Tier handelt, konnten innerhalb dieser Arbeit keine weiteren Experimente
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durchgefiihrt werden. Dies sollte in weiterfiihrenden Untersuchungen aber erfolgen, um
die hier aufgestellte Hypothese zu stirken. In einem anderen konplastischen Mausstamm,
der im Vergleich zum Kontrollstamm eine Mutation in ATPS, einer mitochondrial
kodierten Untereinheit der ATP-Synthase trigt, konnte eine erhohte Generierung von
ROS und eine verminderte glukosestimulierte Insulinsekretion in 3-Zellen des Pankreas
nachgewiesen werden (Weiss, H. et al. 2012). Aufgrund der niedrigeren Insulinsekretion
in B6mtNOD Tieren im Vergleich zum Kontrollstamm sollte die Glukoseaufnahme in die
insulinabhéngigen Gewebe wie Muskulatur und Fettgewebe vermindert sein. Der
Glukosetransporter GLUT4 wird nur in Anwesenheit von Insulin in die Zellmembran
eingebaut (Deutzmann, R., Kapitel 20.1.1, 2006). Dies konnte auch Ursache fiir das leicht
verminderte Korpergewicht der B6mtNOD Tiere sein.

Interessanterweise weisen die Genexpressionsanalysen im Muskel von 3 Monate alten
B6mtNOD Tieren auf keine deutlichen Verdnderungen im Stoffwechsel zum Kontroll-
stamm B6NTac hin. Nur das Expressionsniveau der antioxidativen Enzyme, mit einer
erniedrigten SOD2- und erhohten Katalase-Expression konnte die Antwort auf eine
erhéhte ROS Produktion sein. Tatsdchlich konnte eine erhohte mitochondriale ROS
Bildung im Muskel in B6mtNOD Tieren im Vergleich zu B6NTac Miusen gezeigt
werden (Anhang 1 B).

In der Leber wurden hingegen kontroverse Ergebnisse ermittelt. Wéhrend die Cytochrom
cl- und Tfam-Expression deutlich vermindert war, war die Cox6bl-Expression nur leicht
erniedrigt und der Gehalt an mtDNA sogar erhéht. Da Tfam die Replikation der mtDNA
direkt beeinflusst (Klinge, C.M. 2008), wire hier eine Korrelation zwischen Tfam-
Expression und mtDNA Gehalt zu erwarten gewesen. Moglicherweise finden im Alter
von 3 Monaten, induziert durch die Cox3 Mutation aber gerade Adaptationsvorgéinge
statt, die durch bislang noch unbekannte Riickkopplungsmechanismen diese Diskrepanz
erklaren konnten. Um die Verdnderungen in der Leber von B6mtNOD Tieren beurteilen
zu konnen, sind weiterfiihrende Untersuchungen notwendig. In der Arbeitsgruppe konnte
durch Jan Niemann gezeigt werden, dass in isolierten Hepatozyten von B6mtNOD Tieren
sowohl die Tfam als auch die Cox6bl-Expression im Vergleich zu B6NTac erhoht war
(Niemann, J. et al. 2013). Diese Ergebnisse korrelieren mit dem in dieser Arbeit er-
mittelten erhohten Gehalt an mtDNA und deuten auf eine erfolgreiche Adaptation des
mitochondrialen Leberstoffwechsels an die Cox3 Mutation hin. Auch auf gesteigerte
Inflammation oder einen erhohten antioxidativen Abwehrstatus in der Leber gibt es auf
Basis der in dieser Arbeit durchgefiihrten Genexpressionsanalysen keinen Hinweis. Dies

ist ebenfalls in Ubereinstimmung damit, dass kein Unterschied in der Bildung von
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mitochondrialen ROS in der Leber von B6mtNOD Tieren im Vergleich zu B6NTac
Tieren gefunden werden konnte (Anhang 1 A). Es lésst sich also schlussfolgern, dass die
Mutation in Cox3 nicht zu einer allgemein ausgeprigten Verdnderung im mitochon-
drialen Stoffwechsel fiihrt, die in allen Zellen gleichermaBBen erfolgt, sondern
organspezifisch zu sehr unterschiedlichen Verdnderungen bzw. zur Induktion von

Adaptationsvorgédngen fiihrt.

5.2 Vergleich von 6 Monate alten BomtNOD Miusen mit dem Hintergrundstamm
B6NTac

Solche Verdnderungen lassen sich in 6 Monate alten BomtNOD Maéusen im Vergleich zu
3 Monate alten Tieren erkennen. In 6 Monate alten B6mtNOD Maéusen lag der
Blutzuckerspiegel weiter unter dem in B6NTac Méausen ermittelten Werten. Allerdings
zeigten isolierte Langerhans’sche Inseln eine im Vergleich zu den aus 3 Monate alten
Tieren isolierten Inseln eine signifikant héhere glukosestimulierte Insulinsekretion, die
sogar noch tiiber derjenigen der Kontrolltiere lag. Dies deutet auf eine Adaptation des
mitochondrialen Stoffwechsels in den B-Zellen des Pankreas hin, die durch die erhohte
Tfam-Expression erklart werden konnte. Alle weiteren in den Langerhans’schen Inseln
analysierten Gene lagen in der Expression auf einem vergleichbaren Niveau wie im
B6NTac Mausstamm. Anzumerken ist hier, dass die Expression von Tfam und Cox6b1 in
Langerhans’sche Inseln im B6NTac Mausstamm tendenziell in 6 Monate alten Tieren im
Vergleich zu 3 Monate alten Tieren abnahm.

Interessanterweise konnte ein &dhnlicher Verlauf im Gehirn beobachtet werden. Im
Gegensatz dazu wurde in einer Studie mit alternden Ratten eine Zunahme der Tfam-
Expression im frontalen Cortex beschrieben (Picca, A. et al. 2014). Allerdings ist zu
beriicksichtigen, dass in dieser Studie das gesamte Gehirn und nicht nur eine einzelne
Region betrachtet wurde. Eine Arbeit die den mtDNA Gehalt im Gehirn von Miusen
untersucht hat, zeigte eine Abnahme desselbigen mit dem Alter auf (Masuyama, M. et al.
2005). Auf der Basis der hier vorliegenden Ergebnisse deutet sich ein altersabhéngiger
Adaptationsprozess an, der zu einer Angleichung der Expression der untersuchten Gene
zwischen beiden Mausstimme im Gehirn flihrt. Ein deutlicher Hinweis auf einen
weiterhin gesteigerten Substratumsatz stellt aber die erhohte Expression der Pyruvat-
carboxylase dar. In vitro Studien konnten zeigen, dass im Gehirn ein grof3er Teil des iiber
die Pyruvatcarboxylase gebildeten Oxalacetats zu einer gesteigerten Synthese bestimmter

Intermediate des Zitratzyklus fiihrt, {iber die die Bildung von Glutamat als Transmitter
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unterstiitzt wird (Hassel, B. & Brathe, A. 2000). Dabei besteht in den Zellen ein
Puffersystem, iiber welches sich die Glutamat-Synthese und der Glutamat-Abbau die
Waage halten (Gowda, K. et al. 2011). Oxidativer Stress kann dieses System aus dem
Gleichgewicht bringen. Die ROS Bildung im Gehirn der 6 Monate alten B6mtNOD Tiere
nahm, im Vergleich zu den 3 Monate alten Tieren gleichen Genotyps, nicht weiter zu, lag
aber immer noch iiber dem Wert der altersgleichen Kontrolltiere (Anhang 1 C).

Im Muskel zeigte sich dagegen eine Abnahme der ROS Bildung im Vergleich zu
3 Monate alten Tieren (Anhang 1 B). Allerdings lag der Wert weiterhin iiber dem der
B6NTac Kontrolltiere. In dieser Studie konnten keine Unterschiede in der Genexpression
im Muskel zwischen B6mtNOD und B6NTac Tieren ermittelt werden. Die Glukose-
aufnahme sollte zu diesem Alterszeitpunkt in beiden Mausstimmen vergleichbar sein, da
nun keine verminderte glukosestimulierte Insulinsekretion in B6mtNOD Tieren mehr
vorlag. Im Vergleich zu 3 Monate alten Tieren zeigten beide Mausstimme einen Anstieg
der Tfam-Expression im Muskel. Beim Menschen wird ein deutlicher Anstieg der Tfam-
Expression im Skeletmuskel mit zunehmendem Alter berichtet (Lezza, A.M. et al. 2001).
In einer anderen Studie wurde aber auch eine Abhingigkeit der Tfam-Expression von der
korperlichen Aktivitit beim Menschen gezeigt (Bori, Z. et al. 2012). Es ist zu beriick-
sichtigen, dass die Aktivitét der hier untersuchten Inzuchtstimme durch die Kéfighaltung
reduziert ist, so dass moglicherweise dadurch der Anstieg der Tfam-Expression deutlich
geringer als beim Menschen ausgefallen ist und nicht signifikant war. Bei alternden
Ratten wurde sogar eine Abnahme der Tfam-Expression im Muskel beschrieben (Picca,
A. et al. 2014). An dieser Stelle wire es sehr interessant, den Einfluss von Training auf
den konplastischen Mausstamm B6mtNOD im Vergleich zum Kontrollstamm zu
untersuchen. Bei einer solchen Belastung konnte der Einfluss der Cox3 Mutation auf den
mitochondrialen Stoffwechsel im Muskel deutlich ausgeprégter sein. Das Gewicht der
B6mtNOD und B6NTac Tiere war im Alter von 6 Monaten gleich und entsprach dem fiir
den C57BL/6NTac Inzuchtstamm berichteten Gewicht des Ziichters von etwa 34 g. Im
Vergleich zu 3 Monate alten Tieren kam es wie erwartet zu einer Gewichtszunahme.

In der Leber der BomtNOD Miuse deuten die Ergebnisse auf eine Adaptation an die
Cox3 Mutation hin. Cytochrom c1 und Cox6bl waren im Vergleich zum B6NTac Stamm
noch leicht erhoht. Die Tfam-Expression in den BomtNOD Méusen erreichte das Niveau
der B6NTac Méuse. Hier korrelierte das Ergebnis mit dem ermittelten mtDNA Gehalt,
der ebenfalls bei beiden Mausstimmen auf gleichem Niveau lag. Der Substratverbrauch
scheint aber in den B6mtNOD Mausen hoher zu sein. Die Pyruvatcarboxylase-Expression

war signifikant erhoht. Zusétzlich war die UCP2-Expression signifikant erniedrigt, was

87



5 Diskussion

auf eine Effizienzsteigerung in der Atmungskette hindeutet. Hier zeigten Leber und
Gehirn von B6mtNOD Maiusen eine gleiche Tendenz. Die Expression der SOD2 in der
Leber der BomtNOD Maéuse war im Vergleich zu den B6NTac Méusen aber erniedrigt.
Es scheint also in der Leber nicht zu einer gesteigerten ROS Bildung zu kommen. Diese
Vermutung wird in der Arbeitsgruppe durch die Ergebnisse von Jan Niemann direkt
bestitigt, der keine Unterscheide in der mitochondrialen ROS Bildung zwischen den
Mausstimmen gefunden hat (Anhang 1 A). Die Leber verfiigt iiber ein im Vergleich zu
anderen Organen und insbesondere zu -Zellen des Pankreas hohes Expressionsniveau an
antioxidativen Enzymen und scheint daher gut gegen dessen toxische Wirkung geschiitzt
zu sein (Tiedge et al. 1997). Zudem ist zu beriicksichtigen, dass ROS nach aktueller
Ansicht nicht als ursdchliche Quelle der Alterung angesehen werden kann. Vielmehr steht
seine Rolle als Signalmolekiil im Vordergrund, welches iiber Insulin, Zytokine und viele
Wachstumsfaktoren eine Adaptation der Zellfunktionen an die Alterungsbedingungen

bewirkt (Hekimi, S. et al. 2011).

5.3 Vergleich von 12 Monate alten BomtNOD Miusen mit dem Hintergrundstamm
B6NTac

Bei 12 Monate alten Tieren zeigten sich deutliche Unterschiede zwischen beiden Maus-
stimmen. Die glukosestimulierte Insulinsekretion sank im Vergleich zu 6 Monate alten
B6mtNOD Maiuse wieder ab und lag unter der der gleichalten B6NTac Miuse. Zwar
nahm die Tfam-Expression in den Inseln weiter zu, aber die notwendige Kompensation
des mitochondrialen Stoffwechsels scheint auch zu einer erhéhten ROS Bildung zu
fiihren. Darauf deutet die erhohte UCP2- und SODI1-Expression hin. Es ist daher von
grofem Interesse, die mitochondriale ROS Bildung in einzelnen B-Zellen in weiter-
fiihrenden Studien direkt zu untersuchen, um diese Hypothese zu bestitigen. Nach den
hier vorliegenden Befunden scheint die Adaptation in den Langerhans’schen Inseln der
6 Monate alten BomtNOD Maiuse damit nur transient gewesen zu sein und sich nicht mit
dem Lebensalter zu stabilisieren. Wahrscheinlich aufgrund der niedrigeren Insulin-
sekretion liegt der Blutglukosespiegel der BomtNOD Maiuse im Alter von 12 Monaten
nun iiber dem des Hintergrundstamm:s.

Im Gehirn blieben die fiir die 6 Monate alten Tiere beschriebenen Unterschiede zwischen
beiden Mausstimmen bestehen. Die Pyruvatcarboxylase-Expression stieg weiter an und
war damit fast doppelt so hoch wie bei B6NTac Miusen. Zudem konnte eine signifikant

hohere mitochondriale ROS Bildung in 12 Monate alten Méusen sowohl im Vergleich zu
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6 Monate alten BomtNOD Tieren als auch zu altersgleichen B6NTac Méusen ermittelt
werden (Anhang 1 C). Zwar nahm die Expression der Katalase im B6mtNOD Maus-
stamm im Vergleich zu 6 Monate alten Tieren zu, die Expression der SOD2 blieb aber
gleich. Allerdings konnten hier weitere antioxidative Enzyme, wie die Thioredoxin-
Proxidase oder Gluthathion-Reduktase bzw. Proteine, wie das DJ-1, eine wichtige Rolle
spielen. DJ-1 ist ein multifunktionales antioxidatives Protein, welches durch das Gen der
Parkinson Erkrankung Park7 gebildet wird (Dawson, TM. & Dawson VL. 2003; Guzman,
M. et al. 2010). Es konnte gezeigt werden, dass es in neuronalem Gewebe zu einem
Anstieg der DJ-1-Expression infolge von oxidativem Stress kommt, um einer mitochon-
drialen Dysfunktion vorzubeugen (McCoy, MK. & Cookson, MR. 2012). In
weiterfiihrenden Studien sollte daher die Expression von DJ-1 im Gehirn untersucht
werden. Moglicherweise ist ein durch die Cox3 Mutation vermittelter fehlender Anstieg
von DJ-1 ursdchlich fiir die hohe ROS Bildung im B6mtNOD Mausstamm.

Im Muskel zeigte sich im Gegensatz zum Gehirn im B6NTac Hintergrundstamm ein
altersabhingiger Anstieg der Pyruvatcarboxylase mit den hochsten Werten in 12 Monate
alten Tieren. Dieser blieb in BomtNOD Méusen aus. Dies konnte ein Schutz gegen eine
weitere Erhohung von ROS und Inflammation sein, denn es konnte in dieser Studie eine
erhohte COX1-Expression im Muskel ermittelt und in der Arbeitsgruppe durch Jan
Niemann ein sprunghafter Anstieg der mitochondrialen ROS Bildung aufgezeigt werden
(Anhang 1 B). Zudem lag die Expression des antioxidativen Enzyms Katalase in
B6mtNOD Maéusen deutlich unter der der B6NTac Tiere. Die Ergebnisse deuten damit
auch im Muskel eine Dekompensation des mitochondrialen Stoffwechsels an.

Ein anderes Bild zeigte sich dagegen in der Leber. Hier stieg in beiden Mausstdmmen die
mitochondriale ROS Produktion zwar altersabhéngig weiter an, signifikante Unterschiede
zwischen B6mtNOD und B6NTac Tieren konnten aber nicht gefunden werden (Anhang 1
A). Lediglich tendenziell war die ROS Produktion in B6mtNOD Méusen hoher. Dies
konnte mit der in dieser Studie ermittelten erhohten Expression der Pyruvatcarboxylase
und verminderten Expression von UCP2 in BomtNOD Méusen im Vergleich zu B6NTac
Tieren begriindet werden.

Interessanterweise stieg in B6NTac Tieren sowohl im Gehirn als auch in der Leber die
Expression der SOD1 im Alter von 12 Monaten sprunghaft an. Deutlich geringer und
nicht signifikant fiel der Anstieg in den konplastischen B6mtNOD Maiusen aus. In
weiterfiihrenden Studien sollte mittels Western Blot Analysen untersucht werden, ob sich
der Anstieg der SODI1-Expression gleichermaBen auch auf Proteinebene nachweisen

lasst. SOD1 scheint nicht nur im Zytosol sondern auch im mitochondrialen Intermem-
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branraum eine wesentliche Rolle zu spielen. In Zusammenhang mit der amyotrophen
Lateralsklerose, einer degenerativen Erkrankung des motorischen Nervensystems, die
auch durch Mutationen im SOD1 Gen verursacht werden kann, wurde gezeigt, dass die
SODI1 im Intermembranraum einen wesentlichen Schutz gegen die mitochondriale
Bildung von ROS darstellen konnte (Kloppel, C. 2010). Um die Lokalisation der SOD1
in B6NTac und B6mtNOD Miusen zu untersuchen, sollten weiterfiihrend Immunfluores-
zenzfarbungen an Kryoschnitten der Leber und des Gehirns im Vergleich zum Muskel
durchgefiihrt werden. Allerdings wird die Rolle und die Lokalisation der SODI1 in
Zusammenhang mit der ROS Bildung aktuell kontrovers diskutiert. In einer anderen
Studie wurde gezeigt, dass die Anwesenheit von SOD1 im Intermembranraum der
Mitochondrien die Cytochrom c katalysierte Peroxidation kontrolliert und zu einem
Anstieg von ROS fiihrt (Goldsteins, G. 2008). Auch andere Studien bringen die SOD1 in
Zusammenhang mit Cytochrom c. Bei einem Anstieg der mitochondrialen ROS
Produktion soll es zu einer gleichzeitigen Freisetzung von SOD1 und Cytochrom c
kommen, was die Empfindlichkeit der Mitochondrien gegen oxidativen Stress erhoht und
eine Apoptose begilinstigt (Li, M.H. et al. 2006; Li, Q. et al. 2009). Im Zusammenhang
mit neurodegenerativen Erkrankungen wird allerdings wiederum das protektive
Zusammenspiel von SOD1 und DJ-1 in den Vordergrund gestellt (Milani, P. et al. 2013).
Moglicherweise ist das Protein Nrf2, ein wesentlicher Transkriptionsfaktor fiir viele
antioxidative Enzyme, der Schliisselregulator des Prozesses. Denkbar ist aber auch eine
organspezifische Regulation, wie sie in dieser Studie fiir unterschiedliche Gene im

Alterungsprozess aufgezeigt werden konnte.

5.4 Ausblick

Durch Funktionseinschrinkungen innerhalb der Atmungskette, in dieser Arbeit im
B6mtNOD Stamm ausgeldst durch eine mtDNA Mutation in Cox3, kann es zu einem
deutlichen Anstieg des intrazelluliren ROS Levels mit Auswirkungen auf die Gen-
expression kommen. Bereits Untersuchungen an B-Zellen von Mausen mit einer mtDNA
Mutation im Atp8-Gen zeigten eine gesteigerte mitochondriale ROS Bildung, reduzierte
zelluldre ATP-Level sowie einen direkten Effekt des Redoxstatus der Zellen auf die
GroBe der Mitochondrien (Weiss, H. et al. 2012). Zum Schutz der Zellen vor gesteigerter
ROS Bildung nehmen antioxidative Enzyme, wie die SODI1, eine wichtige Rolle ein.
Untersuchungen homozygoter SOD1-Knockout-Méause (SOD1-/-) heben einen Anstieg

der ROS Generierung in Leber und Gehirn hervor, was sich auch in dieser Arbeit
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nachweisen lies (Watanabe, K. et al. 2014). In C57BL/6 Modelmédusen fiir Amyotrophe
Lateralsklerose mit einer G37R Punktmutation im SODI1-Gen konnten zudem
Unterschiede zwischen ménnlichen und weiblichen Tieren in Bezug auf die Progression
der Erkrankung gefunden werden (Zwiegers, P. et al. 2014). Es wére folglich von
Bedeutung die zelluldre Genexpression und ROS Bildung nochmals geschlechtsspezifisch
im Vergleich zu untersuchen.

Ebenfalls von Interesse im Zusammenhang mit einer gesteigerten mitochondrialen ROS
Bildung ist das jlingst identifizierte ubiquitdr vorkommende DJ-1 Protein (Toyoda, Y. et
al. 2014; Zondler, L. et al. 2014). Als multifunktionales redoxsensitives Protein spielt es
eine wichtige Rolle in der Reduktion von mitochondrialem Stress und der Stimulation
von anti-apoptotischer sowie anti-oxidativer Genexpression. Weiterhin kann DJ-1 unter
oxidativem Stress die Aktivitdit von Komplex I der Atmungskette unterstiitzen
(Pantcheva, P. et al. 2014). In dieser Arbeit konnten Unterschiede in der Expression von
kernkodierten Untereinheiten der Komplexe III und IV ermittelt werden. Ob dies DJ-1
vermittelte Adapatationsprozesse im B6mtNOD Mausstamm sind, muss weiterfolgend
noch untersucht werden. Fiir DJ-1 konnte eine Chaperon dhnliche Aktivitit und die
Féhigkeit Kupfer-lonen an Cystein 106 zu binden, nachgewiesen werden. Unter
oxidativem Stress kann DJ-1 so zu SOD1 transferiert werden und dessen katalytische
Funktion aktivieren. Es liegt somit die Vermutung nahe, dass es zu einer direkten
Interaktion zwischen DJ-1 und SOD1 kommt (Zondler, L. et al. 2014). In dieser Arbeit
konnte eine signifikant geringere SODI1-Expression in der Leber und im Gehirn der
12 Monate alten B6mtNOD Tiere gegeniiber dem B6NTac Stamm gefunden werden.
Neben dem Nachweis dieser Unterschiede auch auf Proteinebene, wire es interessant die
katalytische Aktivitidt der antioxidativen Enzyme zu bestimmen. Nachfolgend kdnnte
dann der Einfluss von DJ-1 auf diesen Prozess im B6mtNOD und B6NTac Stamm

genauer untersucht werden.
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6 Zusammenfassung

Die mitochondrial lokalisierte Atmungskette ist fiir den zelluldren oxidativen Stoff-
wechsel essentiell. Die Cytochrom-c-Oxidase katalysiert die finale Ubertragung der
Elektronen auf Sauerstoff. Ihre Untereinheiten Cox1-3 werden mitochondrial kodiert.

Der konplastische Mausstamm B6mtNOD (C57BL/6NTac-mt"°P™ unterscheidet sich
vom Hintergrundstamm B6NTac (C57BL/6NTac) durch den mt9348A Polymorphismus
in Cox3 der Cytochrom-c-Oxidase. Diese Mutation im B6mtNOD Stamm scheint zu
einer Instabilitdit der Cytochrom-c-Oxidase mit verminderter Effizienz der gesamten
Atmungskette zu fithren. Folgen sind eine gesteigerte ROS Generierung tiiber die
Atmungskette sowie ein intrazelluldres Stoffwechseldefizit im Vergleich zum B6NTac
Stamm. Organspezifisch kommt es so zu sehr unterschiedlichen Verdanderungen bzw. zu
einer Induktion von Adaptationsvorgéingen in den einzelnen Geweben.

In den B-Zellen der 3 Monate alten BomtNOD Tiere deuten eine geringere Tfam- und
Cox6B1-Expression auf eine verminderte Aktivitdt der Atmungskette mit unzureichender
ATP-Generierung hin. Dies konnte eine Rolle bei der im Vergleich zu B6NTac Tieren
verminderten glukosestimulierten Insulinsekretion im B6mtNOD Stamm spielen. Es kann
vermutet werden, dass hierbei auch die Glukoseaufnahme in insulinsensitive Gewebe wie
Muskulatur und Fettgewebe vermindert ist, wihrend der Verbrauch an Glukose in
insulinunabhéngigen Geweben ansteigt, um die verminderte Aktivitit der Atmungskette
zu kompensieren. Dies scheint mit eine Erkldrung fiir das tendenziell geringere Gewicht
und den geringeren Blutzuckerspiegel der B6mtNOD Tiere gegeniiber dem B6NTac
Stamm zu sein.

Im Gehirn der 3 Monate alten B6mtNOD Méiuse deutet die verminderte Expression an
Cytochrom c1 und Cox6bl, UCP2 sowie von Tfam ebenfalls auf eine gestdrte mitochon-
driale ATP-Generierung hin. Katalase und SOD2 werden hingegen vermehrt exprimiert,
vermutlich um der signifikant gesteigerten ROS Bildung (alle Ergebnisse zur ROS
Bildung im Anhang), entgegen zu wirken.

Im Muskel der 3 Monate alten B6mtNOD Tiere konnten, bis auf eine verminderte SOD2-
Expression, keine Unterschiede zur Vergleichsgruppe gefunden werden, obwohl ein
tendenziell hoheres ROS Level gegeniiber dem B6NTac Stamm aufgezeigt werden
konnte.

In der Leber der 3 Monate BomtNOD Mause wurden hingegen kontroverse Ergebnisse

ermittelt. Wéhrend die Cytochrom cl- und Tfam-Expression deutlich, die der Cox6bl
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leicht vermindert war, war der Gehalt an mtDNA sogar erhoht. Es ist moglich, dass
induziert durch die Mutation in Cox3, Adaptationsvorgédnge stattfinden, die durch weiter-
fiihrende Untersuchungen noch ndher untersucht werden miissen.

Im Alter von 6 Monaten scheint es zu weiteren Adaptationsvorgidngen im B6mtNOD
Stamm zu kommen. In den B-Zellen der BomtNOD Mause zeigte sich eine erhdhte Tfam-
Expression sowie eine signifikant gesteigerte glukosestimmulierte Insulinsekretion im
Vergleich zum B6NTac Stamm. Dies ldsst vermuten, dass die Glukoseaufnahme in
insulinsensitive Gewebe gesteigert ist, sodass sich das Gewicht der beiden Mausstimme
zu diesem Alterszeitpunkt angleicht.

Im Gehirn der 6 Monate alten B6mtNOD Tiere ndhert sich die Expression der unter-
suchten Gene zwischen beiden Mausstimmen an. Die Expression der Pyruvat-
carboxylase blieb jedoch, genau wie das ROS Level, gegeniiber dem B6NTac Stamm
erhoht und deutet auf einen weiterhin gesteigerten Substratumsatz hin.

Im Muskel der 6 Monate alten BomtNOD Tiere zeigten sich keine Unterschiede in der
Genexpression zwischen den beiden Mausstimmen. Die ROS Bildung im B6mtNOD
Stamm blieb jedoch weiterhin erhdht.

In der Leber der 6 Monate alten B6mtNOD Maiuse deuten die signifikant gesteigerte
Pyruvatcarboxylase-Expression sowie die signifikant gesunkene UCP2-Expression auf
einen erhohten Substratumsatz hin. Die Expression der SOD2 ist im Bo6mtNOD Stamm
im Vergleich zu B6NTac Miusen vermindert. Unterschiede im ROS Level zwischen den
beiden Mausstimmen konnten nicht aufgezeigt werden.

Bei den 12 Monate alten Tieren kam es in allen untersuchten Geweben zu deutlichen
Unterschieden zwischen den beiden Mausstimmen. In den B-Zellen der B6mtNOD
Miéuse kam es zu einem Anstieg der Tfam-Expression. Die gesteigerte SOD1- und
UCP2-Expression weist auf eine erhohte ROS Bildung durch notwendige Kompensation
des mitochondrialen Stoffwechsels hin. Die verminderte Insulinsekretion der B6mtNOD
Tiere konnte zudem eine Rolle fiir den hoheren Glukosespiegel im Vergleich zur B6NTac
Gruppe spielen.

Im Gehirn blieben die Unterschiede zwischen den beiden Mausstdmmen bestehen.
Auffillig war der Anstieg der Pyruvatcarboxylase gegeniiber den B6NTac Méusen. Des
Weiteren konnte eine signifikant gesteigerte ROS Bildung im B6mtNOD Stamm
gegeniiber den 6 Monate alten Tieren und den gleichaltrigen B6NTac Mausen ermitteln
werden. Die Katalase-Expression stieg an, jedoch verblieb jene der SOD2 auf gleichem

Niveau.
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Im Muskel der 12 Monate alten B6mtNOD Maiuse war die Katalase-Expression
vermindert, die der COX1 erhoht. In der Arbeitsgruppe konnte Jan Niemann ein zur
Vergleichsgruppe gesteigertes ROS Level in den B6mtNOD Tieren nachweisen. Der
altersabhingige Pyruvatcarboxylaseanstieg blieb im B6mtNOD Stamm aus, vermutlich
als kompensatorische Antwort auf die gesteigerte ROS Produktion und Inflammation.

In der Leber der 12 Monate alten BomtNOD Tiere fand sich ein altersabhédngiger Anstieg
an ROS, der tendenziell iiber dem der B6NTac Tiere lag. Vermutlich ist dies im
Zusammenhang mit dem Anstieg der Expression fiir Pyruvatcarboxylase und der
Abnahme an UCP2 im B6mtNOD Stamm zu sehen. Weiterhin zeigten die B6mtNOD
Tiere einen, im Vergleich zu B6NTac Miusen, deutlich geringeren Anstieg an SOD1. Es
liegt hierbei genau wie im Gehirn, die Vermutung nahe, dass weitere antioxidative
Enzyme und Proteine eine wichtige Rolle einnehmen, wie beispielsweise das DJ-1.

Die vorliegende Arbeit liefert deutliche Hinweise auf den Einfluss einer mtDNA
Punktmutation auf altersabhéngige Adaptationsvorginge in den einzelnen Organen. Ob
die ermittelten Effekte fiir die Cox3 Mutation spezifisch sind oder gleichermallen auch

durch andere mtDNA Mutationen verursacht werden, gilt es weiterfithrend zu klaren.
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1. Die Cytochrom-c-Oxidase katalysiert in der Atmungskette die finale Ubertragung

der Elektronen auf Sauerstoff.

2. Der konplastische Mausstamm C57BL/6NTac-mt O™ tragt einen nt9348A Poly-
morphismus in der mitochondrial kodierten Untereinheit Cox3 der Cytochrom-c-

Oxidase.

3. Der C57BL/6NTac-mt"°”™ Stamm wurde mit dem Hintergrundstamm
C57BL/B6NTac hinsichtlich metabolischer Parameter und der Expression

ausgewdhlter Gene verglichen.

4. Die Mutation innerhalb der Cox3 Untereinheit fiilhrt zu einem Defizit der
Cytochrom-c-Oxidase mit verminderter Effizienz der gesamten Atmungskette im

C57BL/6NTac-mt"°P™ Stamm.

5. Durch unzureichende ATP-Generierung sowie gesteigerte ROS Bildung kommt es
in den B-Zellen der BomtNOD Mause zu einer Storung der glukosestimulierten
Insulinsekretion mit Auswirkungen auf Gewicht und Blutzuckerspiegel der

jeweiligen Tiere.

6. Im Gehirn von 3 Monate alten C57BL/6NTac-mt"°”™ Tieren kommt es auf-
grund der gestorten mitochondrialen ATP-Generierung schon sehr frith zu einer

verdanderten Genexpressionen sowie einem gesteigerten Substratumsatz.

7. Im Gehirn der C57BL/6NTac-mt °P™ Tiere ist bereits ab dem 3. Lebensmonat
die mitochondriale ROS Bildung gegeniiber dem C57BL/B6NTac Stamm erhoht,

mit Auswirkungen auf die Expression antioxidativer Enzyme.

8. In der Leber der C57BL/6NTac-mt"°”™ Tiere kommt es hingegen erst bei den 12
Monate alten Tieren zu einem Unterschied im ROS Level im Vergleich zum
C57BL/B6NTac Stamm, mit Auswirkungen auf die Expression antioxidativer

Enzyme.
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9.

10.

1.

12.

13.

In der Leber der 3 Monate alten C57BL/6NTac-mt"°™™ Tiere scheinen
Adaptationsvorginge durch die Cox3 Mutation induziert zu werden, deren Riick-

kopplungsmechanismen weitergehend aufzukléren sind.

Bei den 6 Monate alten Tieren kommt es in Leber und Gehirn zu weiteren
Adaptationsprozessen mit Angleichung der Genexpressionen zwischen den beiden
untersuchten Mausstdmmen, jedoch ist der Substratverbrauch der C57BL/6NTac-

N

mtY°P™ Miuse weiterhin erhdht.

Im Gegensatz zu Leber und Gehirn konnten im Muskel der C57BL/6NTac-

NODLU Miuse erst bei den 12 Monate alten Tieren deutliche Unterschiede in der

mt
Genexpression und ROS Generierung im Vergleich zur Kontrollgruppe ermittelt
werden.

In allen Geweben zeigt sich bei den 12 Monate alten C57BL/6NTac-mt"°>™

Tieren eine Dekompensation des Stoffwechsels mit Anstieg der intrazelluldren

ROS Produktion, die liber jener des C57BL/B6NTac Kontrollstamms lag.

Die Mutation in der mitochondrial kodierten Cox3 Untereinheit induziert im
C57BL/6NTac-mt"°”"™ Mausstamm alters- und organabhiingige Verinderungen,

um das intrazelluldre Stoffwechseldefizit zu kompensieren.
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Anhang

Anhang 1: Quantifizierung der ROS Level

Ergebnisse von Jan Niemann aus der Arbeitsgruppe zur Quantifizierung der ROS Level
zu unterschiedlichen Alterszeitpunkten in Leber, Muskel und Gehirn von C57BL/6NTac-
mt P (B6mtNOD) und C57BL/6NTac (B6NTac) Miusen (Niemann, J. et al. 2013).
B6NTac und B6mtNOD Méuse unterschiedlichen Alters wurden 25 pg eines Superoxid-
indikators MitoSOXTM (life technologies) 20 Minuten vor ihrem Tod injiziert.
MitoSOXTM wird schnell durch Superoxidanionen in den Mitochondrien oxidiert. Das

Oxidationsprodukt wird nach Bindung an Nukleinsduren hoch fluoreszent.
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Anhang 1: Altersabhiingige mitochondriale ROS Bildung in Leber, Muskel und Gehirn von B6NTac und
B6mtNOD Miusen (A-C). Es wurden 5 um dicke Gewebeschnitte mit dem Roti®-Mount FluorCare DAPI (Roth)
eingebettet. Dabei erfolgte die gleichzeitige Anfirbung der Zellkerne mit DAPI. Der Anteil an ROS in den Geweben
wurde mittels eines Fluoreszenz-Mikroskops (Fluoview FV10i, Olympus) analysiert und mit der AutoQuant X Sofware

(Media Cybernetics) ausgewertet.
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