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1 Einleitung

., Es ist wirklich verwunderlich, dass — nachdem das Wunderwerk der Embryogenese
vollbracht ist — ein komplexes Metazoon an der viel simpler erscheinenden Aufgabe

scheitert, einfach das zu erhalten, was schon geschaffen ist. “

George C. Williams, 1957

Der Traum vom ewig jungen Leben und das Bestreben, dem natiirlichen Prozess des
Alterns entgegenzuwirken, ist so alt wie die Menschheit selbst. Biologisches Altern
wird definitionsgemd3 als stetig fortschreitende generelle Abnahme der
Funktionstiichtigkeit eines Organismus (Seneszenz) definiert, die zu zunehmender
Anfilligkeit gegeniiber Umwelteinfliissen, abnehmender Fertilitdt, einem erhdhten
Risiko fiir Krankheiten und letztlich zum Tod fiihrt (Kirkwood, 2005). Dem
entsprechend verlieren Lebewesen wihrend des Alterns zunehmend an korperlicher
Integritédt, was die Frage aufwirft, warum sich in der Evolution bisher kein passender
Gegenmechanismus etabliert hat. Bei den meisten Metazoa erreichen die Individuen
einer natiirlichen Population nur sehr selten ein Alter in dem Seneszenz eine Rolle
spielt. Meist sterben sie deutlich frither auf Grund extrinsischer Ursachen (Finch, 2009).
Dabher ist es nicht verwunderlich, dass die natiirliche Selektion wihrend der Evolution
praktisch keinen Einfluss auf lange Lebenszeitspannen ausiibt.

Menschliche Populationen unterscheiden sich in diesem Punkt immer stirker in Bezug
auf ihre Altersstruktur. Durch technischen und gesellschaftlichen Fortschritt kam es vor
allem in den industriell entwickelten Staaten zu einem deutlichen Anstieg der mittleren
Lebensdauer. Neben korperlicher Entlastung durch die Entwicklung neuer
Technologien, einem verbesserten Nahrungsangebot und politischen Verdnderungen
wird insbesondere die rasche Entwicklung medizinischen Wissens dafiir verantwortlich
gemacht, dass die Mortalitdt im Sduglings- und Erwachsenenalter stark gesunken ist
(Vaupel, 2010). Infolge dessen stieg und steigt die Zahl &lterer Menschen in der
Gesellschaft an. Lag die Lebenserwartung bei Geburt in Deutschland um 1900 noch bei
etwa 40 Jahren fiir Ménner und 45 Jahren fiir Frauen (Abbildung E1), so war sie 2015
schon fast doppelt so hoch mit 78 Jahren fiir Ménner und 83 Jahren fiir Frauen und wird
auch weiterhin steigend prognostiziert (Statistisches Bundesamt, 2019). Dieser Anstieg
der mittleren Lebenserwartung geht gleichzeitig mit dem vermehrten Auftreten
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altersbedingter Probleme und Erkrankungen einher,

wodurch ein

steigender

Forschungsbedarf zur Untersuchung der Prozesse besteht, die dem Altern und der

Seneszenz zu Grunde liegen.

Lebenserwartung bei Geburt
in Jahren
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Abbildung E1: Mittlere Lebenserwartung bei Geburt in Deutschland. (Statistisches Bundesamt
Wiesbaden, Statistisches Jahrbuch 2019, S.37)
Um 1900 lag die Lebenserwartung bei Geburt in Deutschland fiir Manner bei etwa 40 Jahren, fiir Frauen
bei 45 Jahren. Bis 2016 hatte sie sich nahezu verdoppelt und wird auch weiterhin steigend prognostiziert.




1.1 Theorien des Alterns

Die Frage nach der (molekular)biologischen Ursache fiir das Altern hat im Laufe der
Zeit verschiedene Theorien hervorgebracht. Zu den populédrsten gehoren die
sogenannten Schadenstheorien, welche Altern als einen Vorgang beschreiben, der durch
die Summe von wihrend des Lebens auftretenden zelluldren Schdden hervorgerufen
wird. Eine der éltesten Theorien aus diesem Bereich ist die Rate of Living Theory,
welche bereits 1928 von Raymond Pearl aufgestellt wurde. Dieser schloss, aufbauend
auf Vorarbeiten von Rubner (Rubner, 1908), dass die Lebenserwartung durch
Zellbestandteile limitiert sei, die mit erhohtem Stoffwechsel schneller abgebaut
beziehungsweise beschidigt wiirden und somit die Lebenserwartung eines Organismus
umgekehrt proportional zu seiner Stoffwechselrate sei (Pearl, 1928).

1959 entwickelte Szilard die Somatic Mutation Theory, in der Verdnderungen in den
Chromosomen der Kern-DNA, sogenannte aging hits, als Motor des Alterungsprozesses
beschrieben wurden (Szilard, 1959). Infolge dessen riickte die DNA des Zellkerns in
den Fokus der Alternsforschung und in Fortfithrung dieser Theorie konnte zum Beispiel
Promislow 1994 einen eindeutigen Zusammenhang zwischen Langlebigkeit und
Reparaturmechanismen zum intakten Erhalt der DNA im Zellkern belegen (Promislow,
1994). Ferner wurde Mitogenen (Blagosklonny, 2003) und Tumorsuppressor-Proteinen
(Beausejour et al., 2003) eine Beteiligung an der Induktion zelluldrer Alterung
zugeschrieben.

1961 stellten Hayflick und Moorhead an Zellkulturen von humanen Fibroblasten fest,
dass sich normale menschliche Zellen nicht beliebig oft teilen kdnnen und somit nicht
unsterblich sind (Hayflick und Moorhead, 1961; Hayflick, 1965). Teilten sich
Fibroblasten von Feten in Kultur noch bis zu 80 mal, so konnten die gleichen Zellen aus
einem é&lteren Erwachsenen dies nur noch 10 bis 20 mal. Diese Beobachtung wurde als
zellulire Seneszenz beschrieben und fiihrte in ihrer Weiterentwicklung von Calvin
Harley (Harley, 1991; Harley et al., 1992) zur sogenannten Telomere Loss Theory.
Telomere sind die aus repetitiven DNA-Abschnitten bestehenden Endstiicke von
Chromosomen. Sie werden bei jeder Zellteilung verkiirzt und ihre Lénge ist somit in
etwa parallel zum Zellalter. Ab einer bestimmten Telomerlidnge verlangsamt sich die
Zellteilungsrate, die Zelle wird seneszent und teilt sich anschlieBend nicht mehr. Als
Beweis fiir die Telomer-Hypothese des Alterns wird zum Beispiel das Klon-Schaf Dolly

angesehen: Es wurde aus einer Korperzelle eines fiinf Jahre alten Schafes geklont, bei
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dem die Telomere bereits verkiirzt waren. Dolly verstarb deutlich vor dem Erreichen der
mittleren Lebenserwartung eines Schafes und zeigte friih einsetzende Alterssymptome
(Vogel, 2000). Allerdings sind in postmitotischen Geweben, wie Gehirn und
Herzmuskel, die Telomerldngen liber den gesamten Zeitraum des Alterns weitestgehend
konstant (Takubo et al., 2002), weshalb hier ein telomer-unabhéngiger
Alterungsmechanismus eine Rolle spielen muss.

Besonders bekannt wurde die 1956 von Harman entwickelte Free Radical Theory of
Aging (Harmann, 1956), in der das Altern und damit assoziierte degenerative
Erkrankungen der Wirkung von reaktiven Sauerstoffspezies (ROS — reactive oxygen
species) zugeschrieben werden. Harman postulierte, dass Sauerstoffradikale mit ihrer
Freisetzung wichtige Molekiile der Zelle, wie DNA, RNA und eine Vielzahl von
Proteinen und Lipiden, schiddigen. Dies fiithre zu einer stetig wachsenden Ansammlung
von geschidigten Zellkomponenten, was wiederum den komplexen Alterungsprozess
bewirkt. Nach anfinglicher Ablehnung wurde diese Theorie sehr populdr und der
theoretische Ansatz stetig weiterentwickelt. Da die mitochondriale Atmungskette fiir
den groBten Teil der intrazelluliren ROS-Entstehung verantwortlich ist, riickten
Mitochondrien immer mehr in den Fokus der Alternsforschung. Dies fiihrte letztendlich
zu einer Weiterentwicklung der Theorie der freien Radikale hin zur Mitochondrial
Theory of Aging (Harmann, 1972), welche durch oxidative Schdden hervorgerufene
Verianderungen in Mitochondrien als den primdren Grund flir den Alterungsprozess

ansieht.

1.2 Mitochondrien — die Kraftwerke der Zelle und noch viel mehr

Mitochondrien sind von einer Doppelmembran umgebene Organellen, die in nahezu
allen Zellen von eukaryotischen Organismen zu finden sind. Sie nehmen aus mehreren
Griinden einen besonderen Stellenwert innerhalb eukaryotischer Zellen ein:
Wahrscheinlich endosymbiontisch in den Metabolismus eukaryotischer Vorlduferzellen
integriert (Margulis, 1970; Gray, 2012), sind sie die einzigen Organellen tierischer
Zellen, die neben dem Zellkern ein eigenes Genom besitzen. Die mitochondriale DNA
(mtDNA) besteht aus einem zirkuldren doppelstringigen Molekiil, welches bei

Saugetieren etwa 16000 Basenpaare (bp), beim Menschen konkret 16569 bp, grof3 ist.
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Sie liegt innerhalb der Mitochondrienmatrix in Nukleoidkomplexen vor (Richter et al.,
1988) und wird, bis auf wenige Ausnahmen (Luo ef al., 2018; Wei et al., 2020) rein
maternal vererbt. Die mtDNA kodiert dreizehn Proteinuntereinheiten, welche alle Teil
der mitochondrialen Atmungskette sind, und 24 RNA-Komponenten (22 tRNAs und 2
rRNAs). Die meisten mitochondrialen Proteine sind allerdings im Zellkern kodiert und
miissen in die Mitochondrien importiert werden (Lagouge und Larsson, 2013). Je nach
Zelltyp variiert die Anzahl der mtDNA-Kopien pro Zelle zwischen 10° und 10* bei

normalen Kérperzellen, beziehungsweise 10° bei Oozyten.

Mus musculus
16,209 bp

Abbildung E2: Die mitochondriale DNA besteht aus einem circuliren doppelstringigen Molekiil
und ist bei Sdugetieren etwa 16 kbp groB. (verdndert nach Kazachkova ef al., 2013)

Die linke Teilabbildung zeigt eine Genkarte des humanen mitochondrialen Genoms, welches 16569 bp
grof} ist. Im Vergleich dazu zeigt die rechte Teilabbildung eine Karte des murinen Mitochondriengenoms,
welches 16299 bp groB ist. Die 13 Proteinuntereinheiten der mitochondrialen Atmungskette, welche die
mtDNA kodiert, sind violett gekennzeichnet.

Mitochondrien sind keine starren Strukturen, vielmehr bilden sie ein Netzwerk, welches
staindig dynamischen Prozessen unterliegt (Baltrusch, 2016). Dabei verschmelzen
einzelne Mitochondrien miteinander und trennen sich auch wieder ab (Fusion und
Fission) (Bereiter-Hahn und Voth, 1994; Nunnari et al., 1997; Archer, 2013). Diese
Prozesse werden zu einem groBen Teil durch den Energiemetabolismus der Zelle

gesteuert (Yu et al., 2008; Rambold et al., 2011; Mishra und Chan, 2016).



Mitochondrien spielen bei diversen zelluliren Prozessen eine zentrale Rolle, zum
Beispiel bei der -Oxidation von Fettsduren, der Bildung von Eisen-Schwefel-Clustern,
bei der Steuerung der Apoptose, als Calciumspeicher und Ort vieler wichtiger
Stoffwechselwege (Kauppila et al., 2017). Dabei ist die ATP-Synthese durch die
oxidative Phosphorylierung von besonderer Bedeutung, da ATP (Adenosintriphosphat)
der universelle Energietriger und Regulator energieliefernder Prozesse in Zellen ist.
Beim Abbau von Nihrstoffen werden Elektronen auf Carriermolekiile wie NAD"
(Nicotinamid-Adenin-Dinukleotid) und FAD" (Flavin-Adenin-Dinukleotid) iibertragen,
welche anschlieBend in Form von NADH und FADH, Elektronen an die
Elektronentransportkette ~ weiterleiten. Die Enzymkomplexe der Elektronen-
transportkette befinden sich an der inneren Mitochondrienmembran (Abbildung E3).
Zur Bildung von ATP durch oxidative Phosphorylierung sind in Sdugetierzellen fiinf
Enzymkomplexe nétig. Die Komplexe 1 bis IV bilden dabei die
Elektronentransportkette, Komplex V ist eine ATP-Synthase.

Respiratory chain v Intermembrane space

H* H* 2 H* Uncoupling

ATP protein
synthase I

Succinate
NADH Fumarate

NAD*

I ! 1| v Vv Matrix

Abbildung E3: Die mitochondriale Atmungskette. (Larsson, 2010)

An der Elektronentransportkette (rote Pfeillinie) und oxidativen Phosphorylierung in den Mitochondrien
sind fiinf Enzymkomplexe beteilig. Die mitochondriale DNA kodiert Untereinheiten der Komplexe I, II1,
IV und V (orange Punkte). Die Komplexe I, III und IV pumpen Protonen (H") iiber die innere
Mitochondrienmembran in den Intermembranraum. Der dadurch aufgebaute Gradient wird von Komplex
V zur Synthese von ATP aus ADP genutzt. Die enge Kopplung von Elektronentransport und ATP-
Synthese kann durch entkoppelnde Proteine (Uncoupling proteins) aufgehoben werden. Elektronen ()
konnen iberdies, vornehmlich bei Komplex I und III, die Elektronentransportkette verlassen. Dabei
entsteht das Sauerstoffradikal Superoxid-Anion (O;7).



Komplex I (NADH-Dehydrogenase) und Komplex II (Succinat-Dehydrogenase)
erhalten, vor allem aus dem Zitratzyklus, Elektronen (e) und iibertragen diese auf
Coenzym Q. Dieses leitet die Elektronen an Komplex III (Cytochrom-c-
Oxidoreduktase) weiter. Das Elektronentransportprotein Cytochrom-c iibertragt die
Elektronen auf Komplex IV (Cytochrom-c-Oxidase), welcher im finalen Schritt der
Elektronentransportkette ~ Sauerstoff (0O,) zu Wasser (HyO) reduziert. Der
Elektronentransport ist damit verbunden, dass die Komplexe I, IIT und IV Protonen (H")
iiber die innere Mitochondrienmembran in den Intermembranraum pumpen. Dabei
entsteht ein elektrochemischer Transmembrangradient, welcher fiir die Ausbildung
eines Mitochondrienmembranpotenzials von 150 bis 180 mV verantwortlich ist
(Trifujnovic und Larsson, 2008). Der Protonengradient treibt die ATP-Synthese durch
Komplex V an, ATP-Produktion und Elektronentransport sind normalerweise eng
miteinander gekoppelt (Hatefi, 1985; Saraste, 1999).

Protonen konnen auflerdem aus dem Intermembranraum iiber Entkopplungsproteine
(UCPs - uncoupling proteins) transloziert werden, was Elektronentransport und ATP-
Synthese von einander entkoppelt (Trifujnovic und Larsson, 2008). UCPs sind
mitochondriale Carrierproteine, welche in der inneren Membran der Mitochondrien
lokalisiert sind. Obwohl die Entkopplung durch eine Verringerung des
Protonengradienten die ATP-Produktion akut vermindert, fithrt die chronische Aktivitit
von entkoppelnden Proteinen dazu, dass die Proliferation von Mitochondrien angeregt
wird und dariiber die ATP-Produktion pro Zelle sogar gesteigert werden kann (Andrews
et al., 2005). Zudem senkt das Entkoppeln das mitochondriale Membranpotenzial. Ein
depolarisiertes Membranpotenzial wiederum verringert die Aufnahme von
Calciumionen in die Mitochondrien und kann dariiber unter Stressbedingungen eine
Calciumiiberladung und resultierende Apoptose verhindern (Stout et al., 1998).
Uberdies stellt die Funktion der UCPs eine Art Ventilmechanismus dar, durch den ein
reverser Elektronentransport (Scialo et al., 2017) und eine erhohte Produktion von
Sauerstoffradikalen verhindert wird (NegreSalvayre et al., 1997; Arsenijevic et al.,

2000; Brand et al., 2005; Mailloux et al., 2011).



1.3 Reaktive Sauerstoffspezies — Freund oder Feind?

Im Verlauf der Elektronentransportkette werden nicht alle Elektronen bis zum Ende
tibertragen und es kommt zu ,Elektronenlecks®, vornehmlich an Komplex I und
Komplex III (Abbildungen E3 und E4).

Komplex I katalysiert mit seinen verschiedenen redoxaktiven Gruppen den
Elektronentransfer von NADH auf Coenzym Q (Morgan-Hughes ef al.,1988; Ragan,
1990). Dabei bindet initial FMN (Flavin-Mononukleotid) in der Mitochondrienmatrix
gebildetes NADH (Fearnley und Walker, 1992) und tibernimmt dessen Elektronenpaar.
Entweichen hierbei Elektronen, wird dadurch geloster Sauerstoff in der

Mitochondrienmatrix zum Superoxid-Anion (O;”) reduziert.

» Og* Cytosol

Nukleinsduren

Protein OH®

Lipide

Abbildung E4: Die Enstehung reaktiver Sauerstoffspezies und deren Umwandlung in
Mitochondrien. (verdndert nach Zou et al., 2017)

Die mitochondriale Atmungskette (dargestellt sind Komplex I, III und IV) ist ein Hauptentstehungsort fiir
ROS in Mitochondrien. Superoxid (O,") entsteht wihrend des Elektronentransports, wenn Elektronen auf
Sauerstoff iibertragen werden. Es kann durch Superoxid-Dismutasen (SOD1 und MnSOD) in
Wasserstoffperoxid (H,0;) umgewandelt und weiterfithrend enzymkatalysiert (GPx Gluthation-
Peroxidase; Prx Peroxiredoxin) zu Wasser (H,O) abgebaut werden. Unter Beteiligung von
Ubergangsmetallen (Fe** zweiwertiges Eisen; Fe®" dreiwertiges Eisen) kann aus Wasserstoffperoxid das
hoch reaktive Hydroxylradikal (OH') gebildet werden, welches mit Nukleinséuren, Proteinen oder
Lipiden reagieren und diese damit verdandern und letztendlich schidigen (rote Sterne) kann.



Komplex III transferiert Elektonen von Coenzym Q weiter auf Cytochrom-c. An seinen
zwei Bindestellen konnen Elektronen entweichen und sowohl auf Seiten der Matrix, als
auch zwischen den Mitochondrienmembranen auf Sauerstoff iibertragen werden und
ebenfalls Superoxid-Anionen bilden (Adam-Vizi, 2005; Murphy, 2009; Jastroch et al.,
2010).

Superoxidanionen sind einfach negativ geladene Sauerstoffionen, die aufgrund ihres
ungepaarten Valenzelektrons sehr reaktiv sind. Sie sind die primdre Form der in
Mitochondrien entstehenden reaktiven Sauerstoffspezies, von der ausgehend weitere
ROS-Formen gebildet werden (Turrens, 2003). Zusammen mit Wasserstoffionen wird
aus Superoxidanionen spontan oder katalysiert durch Superoxid-Dismutasen (SOD)
Wasserstoffperoxid (H,O,) gebildet. Dieses wiederum kann durch verschiedene
Enzyme, wie zum Beispiel die Glutathion-Peroxidase (GPx) oder die Katalase, weiter
zu Wasser abgebaut werden. Wird Wasserstoffperoxid, vornehmlich durch zweiwertige
Eisenionen (Fe’"), nur partiell reduziert, entsteht das hochgradig reaktive
Hydroxylradikal (OH’). Dieses ist eines der stirksten natiirlichen Oxidantien; es ist in
der Lage, mit Nukleinsduren, Proteinen und Lipiden zu reagieren.

Aufgrund ihrer Reaktivitit spielen Sauerstoffradikale eine ambivalente Rolle in Zellen:
Einerseits sind sie sowohl intra- als auch interzelluldr wichtige Effektor- oder
Signalmolekiile, andererseits konnen sie die Zellbestandteile durch Oxidation
schidigen.

Am lidngsten bekannt ist sicherlich die positive Funktion von ROS bei der
Immunabwehr. Aktivierte Neutrophile und Makrophagen produzieren beim
sogenannten Oxidative Burst Sauerstoffradikale, um gegen aufgenommene Antigene
vorzugehen (Keisari et al., 1983; Morel et al., 1991). Dariiberhinaus kénnen ROS die
Adhision von Leukocyten an Endothelzellen vermitteln (Schaller et al., 1992) und T-
Zell Funktionen, wie die Produktion von Interleukin-2, induzieren (Los et al. 1995).
Neuere Untersuchungen legen nahe, dass auch nicht-phagocytierende Zellen mit einem
kleinen, dem Oxidative Burst dhnlichen, Anstieg der ROS-Konzentration auf Stimuli
wie Cytokine, Wachstumsfaktoren und Hormone reagieren (Thannickel et al., 2000).
Dies fiihrte zu der Erkenntnis, dass ROS eine entscheidende physiologische Rolle als
sekundére Signalmolekiile spielen. Besonders bedeutend erscheint diese Rolle in MAP-
Kinase (mitogen-activated protein kinase) Signalwegen, iiber die Zellprozesse wie
Wachstum und Differenzierung, aber auch Apoptose oder Nekrose gesteuert werden.

Dabei sind ROS Teil der Informationsiibertragung von Signalen auBlerhalb der Zelle,
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welche zum Beispiel iiber Tyrosinkinase-Rezeptoren (Sundaresam et al., 1996; Neufeld
et al, 1999) eine intrazelluldre Signalkaskade in Gang setzen. Vor allem
Wasserstoffperoxid scheint fiir die Signalweitergabe von Bedeutung, da es im Vergleich
zu den anderen ROS-Molekiilen relativ langlebig weil weniger reaktiv ist und
Membranen passieren kann (Antunes et al., 2000; Valko et al., 2007; Winterbourn
2008). Besonders gut charakterisiert ist die Wirkung von Wasserstoffperoxid auf
Tyrosin-Phosphatasen. Diese werden reversibel durch H,O, inaktiviert indem es die
Cysteinreste der aktiven Zentren oxidiert (Salmeen et al., 2005).

Ebenso sind ROS in der Lage, iiber verschiedene Signalwege eine Calciumfreisetzung
in der Zelle zu bewirken. Darliber werden nachfolgend Kinasen aktiviert, wie zum
Beispiel die Proteinkinase C (PKC), welche wichtige Teilprozesse der Zellproliferation
steuert (Dempsey et al., 2000).

AulBerdem sind mitochondriale ROS an vielen Homdostase-Signalwegen beteiligt, wie
bei Anpassungsmechnismen unter Hypoxiebedingungen (Schieber et al., 2014), der
Regulation des intrazelluliren pH-Werts (Johnson et al, 2012) oder bei
Wundheilungsprozessen (Xu et al., 2014).

Besonders interessant im Zusammenhang mit physiologischen Funktionen von
mitochondrialen ROS ist das Konzept der Mitohormesis. Gemall dem bereits von
Paracelsus formulierten Hormesis-Begriff, dass geringe Dosen schédlicher Substanzen
eine positive Wirkung auf den Organismus haben kdnnen, fithrt milder oxidativer Stress
zu einer Bandbreite an langanhaltenden metabolischen und biochemischen
Veranderungen, welche protektiv wirken (Ristow et al, 2010; Yun et al., 2014). In
Bezug auf den Gesamtorganismus scheinen diese Verdanderungen die Anfilligkeit fiir
bestimmte Krankheiten zu vermindern und gleichzeitig die Lebensdauer zu erhdhen.
Dabei nehmen Mitochondrien eine zentrale Rolle in der Aktivierung dieser
Verdanderungen ein und ROS werden als Signalmolekiile diskutiert, iiber die die
Mitochondrien mit dem Zellkern kommunizieren konnen (Abbildung ES5).

Bedeutend fiir die Entwicklung des Mitohormesis-Konzeptes waren vor allem
Erkenntnisse aus Experimenten mit dem Modellorganismus Caenorhabditis elegans,
bei dem experimentelle Glucose-Restriktion zu einer verldngerten Lebenszeit fiihrt
(Schulz et al., 2007). Dabei wurde eine Art Kaskade beobachtet, bei der
kompensatorisch zur verringerten Glucoseverfligbarkeit zunichst die mitochondriale
Atmungsaktivitidt und der Fettabbau durch B-Oxidation in den Fadenwiirmern erhoht

war. Als Resultat der erhdhten Atmungsaktivitit wurden erhohte mitochondriale ROS-
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Spiegel gemessen, die in der Folge zu gesteigerten Gehalten an ROS-abbauenden
Enzymen fiihrten, welche die ROS-Niveaus wieder normalisierten. Wurde der gleiche
Versuchsansatz mit zusitzlicher Gabe von Antioxidantien durchgefiihrt, kam es zu
keiner Erhohung der ROS-Spiegel und gleichzeitig zu keiner Erhéhung der
Lebensdauer, sodass davon auszugehen war, dass mitochondriale ROS hormetische
Verdnderungen eingeleitet haben, die zu erhohter Resistenz gegeniiber Stressoren und
allgemeiner Langlebigkeit fiihrten. Dieses Ergebnis wurde in Nachfolgestudien auch fiir
andere Organismen bestitigt (Yang et al., 2010; Owusu-Ansah et al., 2013). Auf den
Menschen iibertragen ldsst sich mit dem Konzept Mitohormesis beispielsweise die lange
bekannte positive Wirkung korperlicher Aktivitdt erkldren. Diese wiirde im Sinne eines
milden Stressors mitohormetische Prozesse initiieren, die unter anderem eine Erh6hung
korpereigener antioxidativer Proteine zur Folge haben. Die beobachteten
gesundheitsfordernden Effekte bleiben bei Einnahme von Antioxidantien folglich aus,
sodass die Schliisselrolle von ROS bei der Mitohormesis auch fiir den Menschen als
sehr wahrscheinlich angenommen wird (Gomez-Cabrera et al., 2008; Ristow et al.,

2009).

Mitochondrion

Damage,
Cell Death

Hormetic
Response

Linear
Response

Mortality (Events)

Stress Defense Gene Expression

5

ROS Exposure l

Health and Lifespan ‘T‘

Abbildung E5: Die Rolle von ROS im Konzept der Mitohormesis. (verdndert nach Ristow ef al.,
2014)

Linke Teilabbildung: Wéhrend die Free Radical Theory of Aging eine lineare dosisabhingige Bezichung
zwischen ROS-Mengen und Mortalitdt postuliert, zeichnet das Konzept der Mitohormesis eine nicht-
lineare Beziechung zwischen diesen beiden Groflen, wobei geringe Mengen ROS die
Mortalititswahrscheinlichkeit verringern, hohe Mengen ROS dagegen die Mortalitdt erhdhen.

Rechte Teilabbildung: Hohe ROS-Level schiadigen intrazellulir Molekiile, was zum Tod der betroffenen
Zellen und letztendlich des Gesamtorganismus® fiihrt. Niedrige ROS-Gehalte dagegen stimulieren die
Transkription von Genen der Stressabwehr, was zu erhdhter Gesundheit und Lebenserwartung fiihrt.
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Im Zusammenhang altersassoziierter Verdnderungen stehen allerdings iiberwiegend die
negativen Eigenschaften von ROS im Fokus:

Mehrfach ungesittigte Fettsduren aus Phospholipiden sind sehr anfillig fiir Oxidationen
durch Sauerstoffradikale, vor allem durch das Hydroxylradikal (Halliwell ef al., 1993;
Siems et al., 1995). Dabei entstehen Peroxylradikale, die in weiteren Reaktionsschritten
zu Aldehyden, vornehmlich Malondialdehyd (MDA), umgewandelt werden. Aldehyde
wirken in Zellen sowohl mutagen als auch cancerogen. Dariiberhinaus kommt es durch
die Oxidation der Phospholipide zu Verdnderungen der Membranstabilitit bis hin zur
Zerstorung von Phospholipidmembranen (Molavi ef al., 2004). Die Lipidperoxidation
wird als ein Hauptmechanismus der pathologischen Wirkung von ROS im Gehirn
angesehen (Shirley ef al., 2014).

Proteine sind vor allem an Methionin- und Cystein-reichen Seitenketten anfallig fiir
Oxidation, bei der zum Beispiel Disulphidbriicken ausgebildet werden (Stadtman et al.,
2004). Resultierende Verdnderungen in der Proteinstruktur kénnen zu Entfaltungen,
Fragmentierung, Dysfunktion und zum vorzeitigen Abbau durch Peptidasen fiihren
(Stadtman, 1992).

Vor allem das Hydroxylradikal reagiert mit allen Komponenten der DNA und schédigt
sowohl die Purin- und Pyrimidinbasen, als auch das Zucker-Phosphat-Skelett (Halliwell
et al., 1999). Eine typische Verdnderung der DNA, die durch das Hydroxylradikal
hervorgerufen wird, ist die oxidierte Form des Desoxyguanosins, das 8-oxo-dG. 8-oxo-
dG gilt als mutagen, weil es bei anschlieBender DNA Replikation zu einer
Basenpaarung mit Desoxyadenosin anstatt des iiblichen Desoxycytidins kommen kann,

woraus eine G-zu-T Transversion resultiert (Brieba et al., 2004).
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1.4  Verdanderungen in der mitochondrialen DNA — Ursache oder Wirkung

des Alterungsprozesses?

Die mitochondriale DNA scheint in besonderer Weise anfillig fiir Verdnderungen
wéihrend des Alterns zu sein. Verschiedene Studien zeigen altersassoziierte
Modifikationen sowohl der Kopienzahl (Kazachkova et al., 2013) als auch eine
Akkumulation von mtDNA Mutationen (Bua et al., 2006; Kennedy et al., 2013;
Greaves et al., 2014). Es konnten sowohl Punktmutationen als auch Deletionen in der
mtDNA nachgewiesen werden. Gegenstand aktueller wissenschaftlicher Diskussionen
ist letztlich die Frage, ob diese Mutationen der Grund fiir, oder nur ein Korrelat des
Alterns von Mitochondrien sind (Kauppila ef al., 2017). Es spricht allerdings viel dafiir,
dass sie in grolem Malle zur Ausprigung von Altersphidnotypen beitragen: Ein Beispiel,
welches die Bedeutung von mtDNA Mutationen in Bezug auf das Altern belegt, ist das
sogenannte mtDNA mutator Mausmodell. Die Tiere dieses Modells haben eine
verdnderte mtDNA Polymerase (POLy), welche ihre Korrekturfunktion verloren hat.
Infolge dessen kommt es zur Akkumulation groer Mengen mtDNA Mutationen und
die Miuse zeigen typische Anzeichen vorzeitigen Alterns mit verkiirzter Lebenszeit,
verringerter Fertilitit, Andmie, Osteoporose und Haarausfall (Trifunovic et al., 2004;
Kujoth et al., 2005). Ein weiteres Beispiel, das die Bedeutung von mtDNA Mutationen
fiir den Alterungsverlauf zeigt, sind die vorzeitigen Alterungssymptome einiger HIV-
Patienten (Desquilbet et al., 2007; Guaraldi et al., 2009). Diese werden darauf
zuriickgefiihrt, dass bestimmte anti-retrovirale Medikamente nachgewiesenermallen
auch die Funktion der mitochondrialen DNA Polymerase POLy storen (Sohl et al.,
2015). Entsprechend findet sich bei diesen Patienten eine Vielzahl an Mutationen in der
mtDNA und resultierende Funktionsstérungen der mitochondrialen Atmungskette
(Payne et al., 2011).

Dadurch, dass die mitochondriale DNA unabhidngig vom Zellzyklus repliziert wird
(Bogenhagen et al., 1977), konnen Mutationen sowohl in allen mtDNA Kopien einer
Zelle (Homoplasmie) als auch in nur einigen Kopien (Heteroplasmie) auftreten. Solche
heteroplasmischen mtDNA Mutationen sind in nahezu allen Lebewesen nachweisbar
und unterliegen, solange sie keine Regionen zur Regulation der mtDNA Replikation
betreffen, keiner negativen Selektion (Wanrooij et al., 2012). Dies beglinstigt eine
klonale Expansion von mtDNA Mutationen (Elson et al., 2001; Greaves et al., 2012;
Kauppila et al., 2017).
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Abbildung E6: Klonale Expansion von mutierten mtDNA Molekiillen fiihrt erst nach
Uberschreiten eines bestimmten Schwellenwertes zu mitochondrialer Dysfunktion. (verindert nach
Larsson, 2010)

Mutationen in der mtDNA sind relativ hdufig. Allerdings hat ein einzelnes mutiertes mtDNA Molekiil
keine Bedeutung bei der groBen Anzahl an mtDNA Kopien in einer Zelle. Die Replikation der mtDNA
geschieht zellzyklusunabhéngig und nicht fiir alle Kopien einer Zelle in gleicher Weise, wodurch es zu
einer klonalen Expansion von mutierten mtDNA-Kopien kommen kann. Heteroplasmische mtDNA
Mutationen fiihren erst nach Uberschreiten eines bestimmten Schwellenwertes zur Dysfunktion des von
der Mutation betroffenen Genprodukts.

Durch die zellzyklusunabhédngige Replikation kann der Anteil mutierter mtDNA Kopien
in der Zelle anwachsen. Gewebe, die iiberwiegend aus dauerhaft postmitotischen Zellen
bestehen, sind fiir diese Art der klonalen Akkumulation von Mutationen besonders
anfillig (Cortopassi et al., 1992).

Ubersteigt der Anteil mutierter mtDNA einen bestimmten Schwellenwert, zum Beispiel
circa 60 % bei Genen fiir Atmungskettenkomponenten, resultiert daraus eine
mitochondriale Dysfunktion der betroffenen Zellen (Larsson et al., 1992; Rossignol et
al., 2003; Stewart et al., 2015) (Abbildung E6).

Die Ursache fiir die mit dem Alter zunehmende Zahl an mtDNA Punktmutationen wird
gegenwartig debattiert, wobei zwei verschiedene Theorien miteinander konkurrieren:
Die erste dieser Theorien entspricht der Mitochondrial theory of aging und besagt, dass
die Mutationen ein Resultat von unreparierten oxidativen Schéden sind, welche sich

wiahrend des Lebens in einer Art circulus vitiosus anhdufen.
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Dagegen sieht die zweite Theorie die Quelle der Mutationen in Fehlern bei der mtDNA
Replikation begriindet. Fiir die erste Theorie spricht die Tatsache, dass alternde Gewebe
fiir gewoOhnlich immer oxidative Schiaden (Bokov et al., 2004) an Proteinen (Stadtman,
2006), Lipiden (Roberts ef al., 2001) und Nukleinsduren aufweisen (Mecocci et al.,
1993; Hamilton et al., 2001). Andererseits gibt es auch Studien, die einen
Zusammenhang zwischen oxidativen Schdden und Altern in Frage stellen (Barja et al.,
2000). Als ein Beispiel dafiir gelten innerhalb der Ordnung der Nagetiere die
sogenannten Nacktmulle (Heterocephalus glaber). Verglichen mit Mausen kommt es
bei diesen Tieren zu einer massiven Héufung oxidativer Zellschdden im Laufe ihres
Lebens. Trotzdem leben Nacktmulle bis zu fiinfzehnfach linger als Mause (Lewis et al.
2013). Uberdies zeigen sowohl Mausmodelle mit Knockouts in wichtigen
antioxidativen Enzymen (Gpx1”"; Sod2™") als auch solche, die antioxidative Enzyme
vermehrt exprimieren (SOD1 und SOD2), trotz Verdnderungen im Gehalt an oxidativen
Schéaden keine signifikanten Unterschiede in ihrer Lebenszeitspanne (Pérez et al., 2009;
Lei et al., 2016). Bei Versuchen zur Reduktion von Sauerstoffradikalen durch die
Einnahme von Antioxidantien ergaben sich sogar zum Teil schidigende Effekte dieser
Wirkstoffgruppe (Bjelakovic et al., 2008), was tatsdchlich die zwiespiltige Rolle von
ROS in Zellen betont.

Eindeutig schddigend werden ROS-Molekiille immer dann, wenn ihr Gehalt die
Kapazitit der ROS-abbauenden Enzyme deutlich iibersteigt. Eine typischerweise durch
ROS entstehende Verdnderung der DNA ist die oxidierte Form des Desoxyguanosins,
das 8-0x0-dG, aus der eine G-zu-T Transversion resultieren kann (Brieba et al., 2004).
Tatsdchlich sind solche G-zu-T Transversionen in der mitochondrialen DNA
vergleichsweise selten zu finden, da sie sowohl durch Mechanismen der POLy
(Graziewicz et al., 2007) als auch durch Basen-Exzisions-Reparaturmechanismen
(Kazak et al, 2012) behoben werden. Vergleichende Analysen von
Sequenzierungsdaten menschlicher mtDNA aus Hirngewebe zeigten zwar eine
eindeutige Zunahme an mtDNA Mutationen mit dem Alter, allerdings handelt es sich
dabei vor allem um Transitionen (Kennedy et al., 2013), welche durch spontane
Desaminierung oder Replikationsfehler entstehen (Lindahl et al., 1993; Zheng et al.,
2006). Ahnliche Mutationsmuster wurden in der mtDNA alter Miuse gefunden (Ameur
et al., 2011; Pereira et al., 2012; Stewart et al., 2015), sodass es zunchmend als
unwahrscheinlich angesehen wird, dass eine Anreicherung oxidativer Schiaden

hauptverantwortlich fir mtDNA Mutationen und damit verbundene Alterung ist.
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Zudem unterstiitzen computergenerierte Modelle die These, dass nur mtDNA
Mutationen, die frithzeitig im Leben auftreten, genug Zeit haben, durch klonale
Expansion einen derart hohen Gehalt an mutierter DNA zu erzeugen, dass die Schwelle

zur mitochondrialen Dysfunktion {iberschritten wird (Elson ef al., 2001).

1.5  Altern des Gehirns

Wie alle Organe des Korpers zeigt auch das Gehirn eine altersbedingte Minderung
seiner Funktionsfdhigkeit. Allerdings scheinen einzelne Bereiche davon in
unterschiedlichem Maf3e betroffen zu sein (Hedden et al., 2004). Verhaltensbiologische
Studien finden tbereinstimmend sowohl Bereiche, die wihrend des normalen Alterns
(ohne klinisch relevante Phanotypen, wie zum Beispiel Morbus Alzheimer) relativ stabil
bleiben, als auch solche, deren Funktionalitit mit fortschreitendem Alter abnimmt: Die
Verarbeitungsgeschwindigkeit, der rdumlich-visuelle Teil des Arbeitsgeddchtnisses und
das episodische Gedichtnis zeigen nach Abschluss der Gehirnentwicklung eine
lebenslange Funktionsabnahme (Park et al. 1996; Park et al., 2002). Der artikulatorisch-
phonologische Teil des Arbeitsgedidchtnisses, das semantische und das prozedurale
Gedéchtnis bleiben iiber den Grofiteil des Erwachsenenlebens konstant und nehmen erst
zum Ende des Lebens hin ab (Gregoire et al, 1997; Park et al., 2002). Das
autobiografische Gedéchtnis und die emotionale Verarbeitung scheinen wihrend des
gesamten Lebens unveridndert zu funktionieren (Fromholt et al., 2003).

Daraus wird deutlich, das Altern trotz globaler Effekte kognitive Funktionen in
unterschiedlicher Weise beeinflusst. Die Suche nach neurodegenerativen Prozessen als
Ursache abnehmender Funktionalitit fokussiert sich im Wesentlichen auf zwei
Hauptbereiche: den Neocortex als der multisensorische und motorische Teil der
GroBhirnrinde  und die Hippocampale Formation als zentrale Struktur zur
Gedichtniskonsolidierung. In verschiedenen Studien konnte {iber bildgebende
Verfahren festgestellt werden, das die Substantia grisea in gealterten Gehirnen ein
deutlich geringeres Volumen aufweist (Haug et al., 1991; Resnick et al., 2003). Dieser
Volumenverlust scheint allerdings nicht, wie frither angenommen, durch das Absterben
von Zellen, sondern vielmehr durch eine verminderte Anzahl an synaptischen

Kontakten zu entstehen (Terry et al., 2000; Yanker et al., 2008) (Abbildung E7).
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Der Prifrontale Cortex (PFC) ist davon in besonderer Weise betroffen (Resnick et al.,
2003; Raz et al., 2003 und 2004; Park et al., 2009). Der Hippocampus zeigt eher
geringfiigige Volumenveranderungen beim normalen Altern. Wéhrend das Volumen des
lateralen Préafrontalen Cortexes bei 60-Jahrigen im Durchschnitt um 20 % kleiner ist als
das 20-Jahriger, verringert sich das Hippocampusvolumen in der selben Zeit nur um 2
% je Lebensdekade; es liegt bei 60 Jahrigen folglich etwa 8 % unter dem Volumen 20
Jéhriger (Raz et al., 2004 und 2004b).

© EMBO

Insufficient energy Loss of dendritic 0 . o S
supply P rborization and synapses ————  Neuronalimpairment = SRCEILITEELIEIS

Abbildung E7: Altersbedingte kognitive Funktionsbeeintrichtigungen als Ergebnis neuroana-
tomischer Verinderungen ausgelost durch einen verminderten Energiemetabolismus. (Camandola
et al., 2017) Im Vergleich mit Neuronen im jungen Gehirn (links), zeigen Neurone in gealterten Gehirnen
eine deutliche Reduktion der Synapsendichte und Arborisierung. Altersassoziierte Anderungen im
Energiestoffwechsel fithren zu einer verminderten ATP-Synthese. Dadurch wird die Homdostase der
synaptischen Bereiche gestort und die resultierenden strukturellen Verénderungen fiihren letztendlich zu
kognitiven Beeintrachtigungen.

Auch fiir die Substantia alba wurde eine altersassoziierte Abnahme ihrer Dichte mit
erhohtem Auftreten von geschidigten Stellen (WML — White Matter Lesions)
beschrieben (Guttmann et al., 1998; Chen et al., 2001), ebenfalls vorrangig im Bereich
des Préfrontalen Cortexes (O’Sullivan et al., 2001). Funktionelle Studien mit
bildgebenden Verfahren belegen eine sukzessive Abnahme des Glucose-Metabolismus*
und anschlieBende mitochondriale Funktionseinschrankung im alternden Gehirn (De
Leon et al., 1983; Small et al., 2000; Mosconi et al., 2008). Da Synapsen Zellbereiche
mit hohem Energieverbrauch sind, trifft ein verminderter Energiemetabolismus sie

besonders stark (Attwel et al., 2001; Alle et al., 2009; Harris et al., 2013; Rangaraju et
al., 2014).
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Untersuchungen an Mausen konnten belegen, dass es altersassoziiert zu einer Reduktion
des ATP-Gehaltes in Axonen kommt. Diese korreliert mit ultrastrukturellen
Veranderungen der Mitochondrien (Stahon ef al.,, 2016), welche durch eine
Verschiebung des Fusion-Fission-Gleichgewichtes des mitochondrialen Netzwerkes in
Richtung Fusion ausgelost wird. Zudem zeigten Genexpressionsanalysen
spezieslibergreifend eine altersassoziierte Verminderung der Expression von Genen des
mitochondrialen Energiemetabolismus (Zahn et al, 2007). Somit gilt eine
Schliisselrolle mitochondrialer Verdnderungen fiir den Alterungsprozess kognitiver

Funktionen mehr als wahrscheinlich (Bishop et al., 2010).

1.6 Zielstellung der vorliegenden Arbeit

Das Ziel der vorliegenden Arbeit bestand darin, verschiedene Mausmodelle mit
Punktmutationen im mitochondrialen Genom in ihrem Altersverlauf zu charakterisieren.
Dabei sollte der Einfluss dieser lebenslang vorhandenen Mutationen sowohl global auf
die Lebensdauer, als auch im Speziellen auf das murine Gehirn untersucht werden. Da
mitochondriale Sauerstoffradikale in mehreren Altershypothesen eine zentrale
Bedeutung einnehmen, galt es, diese zu analysieren. Aktuelle Diskussionen gehen vor
allem der Frage nach, wie mitochondriale ROS mit Mutationen in der mtDNA
zusammenhdngen. Sind sie Ursache oder Folgeerscheinung von mtDNA-Mutationen?
Daher war von besonderem Interesse, ob die Mausmodelle grundsétzlich verdnderte
Gehalte an mitochondrialen ROS aufweisen, oder ob sich im Verlauf des Alterns
Unterschiede zwischen den Stdmmen einstellen? Da Altern einen der
Hauptrisikofaktoren fiir viele neurodegenerative Erkrankungen darstellt (Spittau, 2017),
galt es weiterhin, mogliche Verdnderungen in der Zellzusammensetzung im Gehirn der
Mausmodelle zu untersuchen. Dabei sollte konkret das Mengenverhiltnis von Neuronen
zu Astrocyten quantifiziert werden. Um einen funktionellen Bezug zwischen moglichen
auf Zellebene beobachteten Verdnderungen und in vivo Prozessen feststellen zu konnen,
sollte iiberdies das Lernvermdgen der Versuchtiere analysiert und dessen

Verdnderungen mit dem Alter charakterisiert werden.
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Daraus ergaben sich folgende Fragestellungen:
1. Fihren einzelne Punktmutationen in der mitochondrialen DNA bei den zu
untersuchenden Mausmodellen zu verdnderten Gehalten an mitochondrialen

ROS?

2. Potenziert sich die Wirkung der jeweiligen Mutation im Verlauf des Alterns

oder bleibt sie verhdltnismaBig gleich?

3. Fiihren verdanderte ROS-Spiegel zur Aktivierung von Astrocyten und einer

nachfolgenden Astrogliose?

4. Ab wann beeintriachtigen die beobachteten zelluldren Verdanderungen die

Lernleistung?

5. Resultiert aus den Verdnderungen in der mitochondrialen DNA ein Einfluss auf

die Lebenszeitspanne?

6. Wie wirkt sich die Kombination von zwei Mutationen auf die untersuchten

Parameter aus?
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2 Materialien und Methoden

2.1 Versuchstiere

Alle Versuche an Tieren und die dabei erfolgten Probenentnahmen wurden nach den
Richtlinien und Gesetzen zum Schutz und Gebrauch von Labortieren (§§ 4 und 7
TierSchG) durchgefiihrt und vom Landesamt fiir Landwirtschaft, Lebensmittelsicherheit
und Fischerei Mecklenburg-Vorpommern (Tierversuchsgenehmigung 7221.3-1.1-
059/12) und vom Landesamt fiir Landwirtschaft, Umwelt und ldndliche R&ume

Schleswig-Holstein (Tierversuchsgenehmigung V242-7224. 122-5) genehmigt.

2.1.1 Haltungsbedingungen

Die  Versuchtiere = wurden in  artspezifischen  Stillen bei  konstanten
Umgebungsbedingungen (Raumtemperatur 23 +2°C, Luftfeuchtigkeit 40 £5 %)
gehalten. Durch kiinstliche Beleuchtung (6.00 bis 18.00 Uhr) wurde ein Tag-Nacht-
Rhythmus vorgegeben. Die Tiere wurden in Kleingruppen von bis zu vier Mdusen in
standardisierten Kéfigen (26 x 20 x 15 cm) gehalten und einmal wochentlich in einen
neuen Kifig umgesetzt. Wasser und Futter (R/M-H, V1534-0, ssniff Spezialdidten
GmbH, Soest) standen ad /ibitum zur Verfiigung.

2.1.2  Altersgruppen und Geschlechterzusammensetzung

Da der Einfluss von mtDNA-Polymorphismen im Alterungsverlauf untersucht werden
sollte, wurden, auf Grundlage einer Alterungsstudie des Jackson Laboratory (Harrison,
2011) drei Alterszeitpunkte (Abbildung M1) festgelegt: 3 Monate (frith-adult), 12
Monate (spét-adult) und 24 Monate (senil). Die frith-adulte Altersgruppe sollte dem
Stand von Menschen Anfang 20 entsprechen und bestand aus Maéusen, deren
Entwicklung abgeschlossen, die aber noch nicht von Seneszenz betroffen waren. Sie
diente in der vorliegenden Arbeit als Referenzgruppe. Die spit-adulte Altersgruppe

entsprach einer Lebensphase, in der seneszente Verdnderungen bereits in einigen, aber
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nicht in allen, Biomarkern beobachtet werden kénnen. Diese Altersgruppe sollte den
Stand von Menschen Mitte 40 abbilden und wurde gewdhlt, um die Fragestellung zu
klaren, ob die zu untersuchenden Verdnderungen progressiv verlaufen, oder erst in
hohem Alter einsetzen. Die senile Altersgruppe stellte eine Lebensphase dar, in der
seneszente Verdnderungen in nahezu allen Biomarkern in allen Tieren der Gruppe

auftreten. Diese Altersgruppe sollte Menschen Ende 60 reprisentieren (Abbildung M1).
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Abbildung M1: Reprisentative Altersangaben fiir Lebenszeitpunkte von C57BL/6J Miiusen im
Vergleich zu Menschen. (Harrison, 2011)

Die genaue Korrelation von Maus- und Menschenalter wird dadurch erschwert, dass Méiuse zu
unterschiedlichen Lebenszeiten unterschiedlich schnell altern.

Die Zuordnung zu einer dieser drei Altersgruppen erfolgte innerhalb eines
Toleranzrahmens von =+ 10 %.
In jeder Alterskohorte waren Tiere beider Geschlechter in einem ausgewogenen

Verhiéltnis vertreten. Alle erhaltenen Daten wurden geschlechtergemischt ausgewertet.
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2.1.3 Verwendete Mausstimme

Zur Untersuchung des FEinflusses von mitochondrialen Verdnderungen auf den
Alterungsprozess wurden fiir die vorliegende Arbeit mehrere conplastische
Mausstimme und ein Knockout-Stamm genutzt. Die conplastischen Stimme wurden
von Herrn Professor Saleh Ibrahim (Universitdt Liibeck) als Core Facility im
Verbundprojekt ROSAge — Reactive Oxygen Species and the Dynamics of Ageing
geliefert und vor Ort im zentralen Tierhaus, beziechungsweise im institutseigenen
Tierstall nachgeziichtet. Die regelméBige Genotypisierung der conplastischen Stimme
zum Erhalt der eingefiihrten Polymorphismen wurde ebenfalls durch die Arbeitsgruppe
Ibrahim gewdhrleistet. Der Kontrollstamm C57BL/6J und der Knockout-Stamm
B6.129S4-Ucp2™*"/J wurden von Charles River Laboratories (Sulzfeld) bezogen.

a) Kontrollstimme

Bei allen Untersuchungen wurden zwei Kontrollstimme mitgefiihrt: Kontrollstamm
eins war der etablierte Inzuchtstamm C57BL/6J (nachfolgend als BL6 bezeichnet),
welcher auch das Kerngenom fiir die Generierung der conplastischen Mausstimme
lieferte. Als Kontrollstamm zwei wurde C57BL/6J-mt**® (nachfolgend mtAKR)
genutzt, welcher in Vorarbeiten von Yu und Kollegen (Yu et al., 2009) mittels
phylogenetischer Stammbaumanalyse als Referenzgrundlage fiir die mitochondriale
DNA der conplastischen Mausstaimme bestimmt wurde. Die beiden Kontrollstimme
unterscheiden sich in der mitochondrialen DNA an Position nt9821, wobei BL6 dort
acht und mtAKR neun Adeninwiederholungen aufweist. Diese Verédnderung betrifft das
Gen mt-Tr, welches die mitochondriale Arginin-spezifische tRNA kodiert. Die Position
nt9821 liegt im Poly-A-Abschnitt des DHU-Loops (Dihydrouridin-Schleife).

b) Conplastische Mausstamme

Zur phénotypischen Analyse einzelner Punktmutationen in mitochondrial kodierten
Genen wurden in der vorliegenden Arbeit conplastische Mausstimme genutzt. Diese

zeichnen sich durch eine unterschiedliche Herkunft von Kern- und
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Mitochondriengenom aus (Abbildung M2). Dazu wurden Weibchen von Donor-

Donor:

Stimmen (Donor-mt "), deren mitochondriales Genom funktionell untersucht werden

sollte, mit Ménnchen eines Empfinger-Stammes (Rezipient-mt*“P™) gekreuzt. Nach
maternaler Riickkreuzung tiber mindestens zehn Generationen entstanden conplastische

Mausstimme (Rezipient-mt°°""").

Rezipient 3 Donor ¢

Rezipient
mtRezipient mtDonor

conplastische Maus

Rezipient
mtDonor

Abbildung M2: Schematische Darstellung zur Generierung von conplastischen Miusen. (Verdndert
nach Latorre-Pellicer et al., 2016)

Grundlegend fiir die in dieser Arbeit verwendeten Mausstamme war die Identifikation
von single nucleotide polymorphisms (SNPs) im mitochondrialen Genom etablierter
Inzuchtstimme, welche jeweils auf das Kerngenom von C57BL/6J (BL6) gekreuzt
wurden (Yu et al., 2009). Als charakteristisches genotypisches Merkmal tragen die
enstandenen conplastischen Stimme jeweils stabile, homoplasmische SNPs in einzelnen
Genen fiir Untereinheiten von Atmungskettenkomplexen beziehungsweise in der
mitochondrial-kodierten arginispezifischen tRNA. Die Zusammensetzung der Genome
sowie Loci der mtDNA-Varianten sind in Tabelle M1 aufgefiihrt, beziechungsweise die
von einem SNP betroffenen Gene der conplastischen Versuchsstimme in Abbildung

M3 veranschaulicht.
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Der Stamm C57BL/6J-mt***™ (nachfolgend mit mtALR bezeichnet) trigt im Gen mt-
Nd2 an Position nt4738 eine Verdanderung in Form einer Transversion von Cytosin zu
Adenin. Diese fiihrt zu einer ,, missense “~-Mutation durch einen Aminosiureaustausch
von Leucin zu Methionin. ND2 ist eine von sieben in der mtDNA kodierten
Untereinheiten des Atmungskettenkomplex-I-Proteins und bildet zusammen mit den
anderen mitochondrial kodierten Untereinheiten den hydrophoben Kern der
Transmembrandoméne von Komplex I (UniProt Datenbank, 2017; Voet et al., 2013).
Der Stamm C57BL/6J-mt?*S!/SvIm! (nachfolgend als mt129S1 bezeichnet) besitzt eine
Verdnderung in der Cytochrom-c-Reduktase, dem Atmungskettenkomplex III. Diese
wird hervorgerufen durch eine Transition von Adenin zu Guanin an Position nt15124
im Gen m¢-Cyt b. Durch den resultierenden Aminosdureaustausch von Isoleucin zu
Valin kommt es an dieser Position zu einer ,, missense “~-Mutation. M¢-Cyt b kodiert die
Untereinheit drei, Cytochrom b, von Komplex III und fungiert als Teil der
Redoxkomponente dieses Atmungskettenkomplexes (UniProt Datenbank, 2017; Song et
al., 2016).

Der Stamm C57BL/6J-mt ™ (nachfolgend mtNOD) diente als Modell fiir eine
Verdnderung im Atmungskettenkomplex IV, der Cytochrom-c-Oxidase. Dieser Stamm
trdgt im Gen mt-Colll an Position nt9348 anstelle eines Guanins ein Adenin. Diese
Transition fiihrt zu einem Aminosdureaustausch von Valin zu Isoleucin und ist somit
ebenfalls eine ,, missense “~-Mutation. Das Gen m#-Colll kodiert die Untereinheit drei der
Cytochrom-c-Oxidase, welche zusammen mit den ebenfalls mitochondrial kodierten
Untereinheiten eins und zwei den funktionellen Kernkomplex der Cytochrom-c-Oxidase
bildet (UniProt Datenbank, 2017; Rak et al., 2016). Zusitzlich zur Verdnderung im
Atmungskettenkomplex IV ist der mtNOD-Stamm noch durch einen weiteren SNP
gekennzeichnet. Dieser befindet sich an Position nt9821 im mitochondrialen Genom
(Yu et al., 2009). Dort gibt es beim mtNOD-Stamm eine Adenin-Insertion im mt-T7-
Gen, welches die Nukleotidsequenz der mitochondrial-kodierten Arginin-spezifischen
tRNA enthilt. Die Insertion befindet sich im Poly-A-Abschnitt des DHU-Loops der
tRNA. Somit unterscheidet sich der Stamm mtNOD an zwei Positionen seines
mitochondrialen Genoms von den Kontrollstimmen BL6 und mtAKR.

Um einen moglichen mtNOD-Phénotyp auf eine der beiden Mutationen beziehen zu
konnen, wurde als Vergleichsstamm C57BL/6J-mt"""MP' (nachfolgend mtMRL) in die
Studien miteinbezogen. Dieser Stamm trigt ebenfalls an Position nt9821 bis zu fiinf

zusétzliche Adenine, wobei von Sachadyn ef al. 2008 eine altersabhidngige Kumulation
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der zusiétzlichen Adenine beschrieben wurde. Zusitzlich zeigt sich bei diesem Stamm
heteroplasmisch eine T zu C Transition an Position nt3900. Dadurch wird die
Stammstruktur der mitochondrial-kodierten Methionin-spezifischen tRNA um ein
Nukleotidpaar verldngert und der einzelstringige Anteil des TWC-Loops von sieben auf
vier Nukleotide verringert (Sachadyn et al. 2008).

Der Stamm C57BL/6J-mt" 52N (nachfolgend mtFVB) trigt eine Verdnderung in der
ATP-Synthase, Komplex V der mitochondrialen Atmungskette. An Position nt7778
fiihrt eine Transversion von Guanin zu Thymin zu einem Aminosdureaustausch von
Asparaginsdure zu Tyrosin und somit zu einer ,, missense “~-Mutation im m#-Atp8-Gen.
Dieses Gen kodiert fiir die A6L Untereinheit der Fo-Strukturdoméine und wird als eine
der Transmembrandominen mit der Stabilisierung des gesamten Enzymkomplexes in

Verbindung gebracht (UniProt Datenbank, 2017; Jonckheere ef al., 2012).

Tabelle M1: Ubersicht der verwendeten Mausstimme
Stamm Bezeichnung mtDNA Variante A::ll;giztfle_ Protein
m BL6
C57BL/6J nt9821 8A (mt-Tr) - mt tRNAA®
tAKR
om C57BL/6J-mt*K® nt9821 9A (mt-Tr) ; mt tRNAAE
tALR
| m C57BL/6J-mt* " nt4738 A (mt-Nd2) Leu - Met Komplex I
m mt12551 C57BL/6J-mt'29SVsvimi nt15124 G (mt-Cyt b) Ile-Val Komplex 11T
B mtNOD NOD/LU nt9348 A (mt-COIII) Val-Ile Komplex IV
ConEIL ot nt9821 10A (m-Tr) mt (RNAM®
d
mEVE - CSTBL/6mt N nt7778 T (mt-AtpS) Asp-Tyr Komplex V
& mtMRL MRL/Mp nt9821>10A (mt-Tr) mt tRNA"®
CPEIL AT nt3900 (mt-Tm) : mt tRNAM
® ucp2”
B6.129S4-Ucp 2™y - - UCP2- Knockout
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mt-Cyt b
Komplex Il
mt129S1

fgﬁmet Heavy Strand
mtMRL
mt-Nd2 Light Strand

Komplex |
mtALR

T mt-Tr

tRNA-Ar
mt-ATP8 " mt-COlll  miNOD uhd mtVRL
Komplex V Komplex IV
mtFVB mtNOD

Abbildung M3: Schematische Darstellung der mitochondrialen DNA mit farblicher
Kennzeichnung der von einem SNP betroffenen Gene der conplastischen Versuchsstimme.
(Verandert nach Taylor und Turnbull, 2005)

Rot : mt-Nd2-Gen (Untereinheit von Komplex [; Stamm mtALR); Griin: m#-Cyt b-Gen (Untereinheit von
Komplex III; Stamm mt129S1); Blau: m¢-COIII-Gen (Untereinheit von Komplex IV; Stamm mtNOD);
Orange: mt-ATPS8-Gen (Untereinheit von Komplex V; Stamm mtFVB); Hellblau: m¢-7r-Gen (Arginin-
spezifische tRNA; Stimme mtNOD und mtMRL); OL: Origin of light-strand replication; OH: Origin of
heavy-strand replication; D-Loop: Displacement Loop

c) Knockout-Stamm

Im Vergleich zu den zu charakterisierenden conplastischen Mausstimmen wurde der
Knockout-Stamm  B6.129S84-Ucp2™“*/]  (nachfolgend als UCP2”" bezeichnet)
verwendet. Dieser ist ein etablierter Modellstamm fiir mitochondriale Dysfunktion und
daraus resultierende phénotypische Veranderungen (Arsenijevic ef al., 2000; Zhang et
al., 2001; Andrews und Horvath, 2009). Durch einen homozygoten Knockout des ucp2-
Gens wird das Uncoupling Protein 2 in den Tieren dieses Stammes nicht exprimiert.
Somit entféllt in allen Zellen ein Entkoppeln der mitochondrialen Atmungskette als
Schutz vor retrogradem Elektronentransport und damit einhergehender erhohter ROS-

Produktion in den Mitochondrien.
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2.2 Préparation von akuten Hirnschnitten

Zur Préparation des Gehirns wurden die Versuchsmduse mit Diethylether narkotisiert.
Das Erlangen eines adiquaten Narkosestadiums wurde mit Hilfe des
Zwischenzehenreflexes getestet, welcher bei entsprechender Narkosetiefe ausbleibt.
Darauthin wurden die Versuchstiere dekapitiert und das Schideldach erdffnet. Das
Gehirn wurde entnommen und in eisgekiihlte Praparationslosung iiberfiihrt, welche zur
konstanten Aufrechterhaltung des eingestellten pH-Wertes (pH 7,4) und zur Séttigung
mit Sauerstoff fortwdhrend mit Carbogen (95 % O,, 5 % CO,) begast wurde. Nach
Entfernen des Cerebellums wurden die Hemisphdren sagittal getrennt, um sowohl
Hippocampus- als auch Neocortexschnitte vom selben Versuchstier zu priparieren. Fiir
Hippocampusschnitte wurde anschlieBend die dorsale, fiir Neocortexschnitte die
caudale Seite nach unten in einer mit eisgekiihlter carbogenbegaster Préparationslosung
befiillten Vibratomkammer fixiert. Beide Hemisphiren wurden mit einem Vibratom bei
80 Hz Schwingungsfrequenz des Klingenhalters in Scheiben aufgeschnitten
(Hippocampusschnitte 400 pum dick, Neocortexschnitte 500 pm dick), wobei die
obersten und untersten Schichten verworfen wurden. Die Schnitte wurden in Behilter
mit eisgekiihlter carbogenbegaster Messlosung (pH 7,4) {iberfiihrt, wo sie submers auf
Nylonnetzen lagen und sich iiber einen Ruhezeitraum von eineinhalb Stunden langsam
an Raumtemperatur anglichen. Auf diese Weise konnte von den préiparierten
Versuchsmédusen jeweils ein Schnitt zur Farbung von mitochondrialem Superoxid, einer
zur Farbung von astrozyten- und neuronenspezifischen Markerproteinen und zwei
Schnitte fiir weitere Messungen (Messung exzitatorischer postsynaptischer

Feldpotenziale; nicht Bestandteil dieser Arbeit) genutzt werden.

Tabelle M2: Zusammensetzung der Praparations- und Messlosung

Priparationslosung Messlosung
Natriumchlorid 87 mM 124 mM
Natriumhydrogencarbonat 25 mM 26 mM
Kaliumchlorid 2,5 mM 6 mM
Natriumdihydrogenphosphat 1,25 mM 1,25 mM
D-Glucose 10 mM 10 mM
Sucrose 75 mM -
Calciumchlorid 0,5 mM 2,5 mM
Magnesiumchlorid 7 mM 1,5 mM
Osmolaritdt (mesmol/l H,O) 326-328 304-312
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2.3 Quantifizierung von mitochondrialem Superoxid

Zur Untersuchung von Veridnderungen in der Entstehung von mitochondrialen reaktiven
Sauerstoffspezies wurde der Gehalt an mitochondrialem Superoxid bestimmt. Da
Superoxid die primére Form der in Mitochondrien entstehenden ROS darstellt (Turrens,
2003), sollte eine Verdnderung in der ROS-Bildung hier am ehesten manifestiert sein.

Die Quantifizierung von mitochondrialem Superoxid erfolgte an akuten Hirnschnitt-
priaparaten, welche mit MitoSOX Red gefarbt wurden. Dazu wurden die Schnitte in
Farbekammern mit carbogenbegaster Messlosung iiberfiihrt, wo sie submers auf
Nylonnetzen lagen und vital angefirbt werden konnten. MitoSOX Red ist ein
Hydroethidium-Derivat, dass auf Grund einer Triphenylphosphonium-Gruppe die
Mitochondrienmembran passiert und in der Mitochondrienmatrix angereichert wird.
Dort reagiert es spezifisch mit Superoxid zu 2-Hydroxyethidium, welches nach Bindung
an die mitochondriale DNA fluoresziert. (Robinson et al., 2006; Mukhopadhyay et al.,
2007). Zum Anfiarben des mitochondrialen Superoxids wurden die Schnittpréparate 15
Minuten in Messlosung mit 1 pM MitoSOX Red bei Raumtemperatur und
lichtgeschiitzt inkubiert. Danach erfolgte ein Waschschritt iiber 10 Minuten in
Messlosung, ebenfalls lichtgeschiitzt und bei Raumtemperatur. Die gefdrbten Préparate
wurden anschliefend direkt in 3,7 prozentigem Paraformaldehyd fiir mindestens 24
Stunden fixiert. Zum Anfertigen von 10 pum diinnen Kryoschnitten mussten die
Priparate zunichst fiir weitere 24 Stunden in 1 x PBS mit 30 % Sucrose bei 4 °C
inkubiert werden, bevor sie bei -50 °C eingefroren und zur Lagerung bei -80°C
tiberfiihrt wurden. Dabei erfolgten alle genannten Schritte ebenfalls lichtgeschiitzt. Zum
Schneiden der Prédparate wurden diese mindestens 24 Stunden vor dem
Schneidevorgang auf eine Temperatur von -20°C gebracht. Der Schneidevorgang
erfolgte in einem Kryostaten der Firma Leica. Bei einer Kammertemperatur von -26 °C
und einer Objekttrigertemperatur von -21°C wurden die Hirnschnitte in diinnere 10 um
aufgeschnitten und auf Glasobjekttrager iiberfiihrt. AnschlieBend wurden die Schnitte
mit ProLong® Gold Antifade eingedeckt und dabei simultan mit DAPI, einem
Fluoreszenzfarbstoff zur DNA-Markierung, gegengefirbt. Die Analyse der MitoSOX
Red Férbungen erfolgte an einem konfokalen Laser-Scanning-Mikroskop
(Fluoview FV10i, Olympus). Dazu wurden je Alters- und Stammgruppe von fiinf
Versuchstieren jeweils fiinf Schnitte aufgenommen. Pro Schnitt wurden insgesamt sechs

Aufnahmen, drei mit 60 x und drei mit 120 x VergroBerung, erstellt: Bei
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Hippocampusschnitten jeweils in den drei Regionen Cornu Ammonis 1 (CA1), CA3 und
Gyrus dentatus (DG); bei Neocortexschnitten jeweils zwei Aufnahmen der Schichten
/I, OI/IV und V/VI. Dabei wurden zur Anregung der Fluoreszenzfarbstoffe
Wellenldngen im Bereich des jeweiligen Absorptionsmaximums (MitoSOX Red 495
nm, DAPI 359 nm) sowie konstante Laserkonfigurationen und Expositionszeiten
verwendet. Als Negativkontrollen dienten Schnitte, welche ohne vorherige MitoSOX
Red-Inkubation durch Eindecken mit ProLong® Gold Antifade nur DAPI geférbt
waren. Zur Auswertung der Aufnahmen wurde das Programm Olympus FLUOVIEW
Version 3.0a genutzt, womit die Quantifizierung von mitochondrialem Superoxid und
vom DAPI-Signal als relative Fluoreszenzintensititen (MFI) bestimmt wurde. Um die
unterschiedlichen Zellzahlen der einzelnen Aufnahmen zu beriicksichtigen, wurde

anschlieBend das MitoSOX Signal auf die Fluoreszenzintensitdt von DAPI bezogen.

Tabelle M3: Zusammensetzung des PBS-Puffers

1 x PBS
Natriumchlorid 137 mM
Kaliumchlorid 2,7 mM
Natriumdihydrogenphosphat 8§ mM
Kaliumdihydrogenphosphat 1,5 mM
pH 7,4

2.4  Quantifizierung von astrozyten- und neuronenspezifischen Markerproteinen

mittels Immunhistochemie

Um mogliche mutations- oder altersbedingte  Verdnderungen in  der
Zellzusammensetzung untersuchen zu konnen, wurde das Verhiltnis von Astrocyten
und Neuronen zueinander semiquantitativ iiber Markerproteine bestimmt. Dazu wurden
Hirnschnitte auf ihren GFAP- (Glial fibrillary acidic protein) und NeuN-Gehalt
(Neuronal Nuclei) untersucht. GFAP ist ein Intermedidrfilament in Astrozyten, welche
den Haupttyp von Gliazellen des Zentralnervensystems (ZNS) von Sdugetieren bilden.
Astrozyten haben umfangreiche Kontroll- und Homoostasefunktionen und zeigen bei
akuten ZNS Traumata, Ischdmien und neurodegenerativen Prozessen einen reaktiven
Phénotyp, welcher unter anderem durch einen Anstieg ihres GFAP-Gehalts
gekennzeichnet ist (Hol und Pekny, 2015). NeuN ist ein 16sliches Protein, welches im
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Zellkern und in geringerem Maf3e auch im umgebenden Zellplasma von postmitotischen
Neuronen zu finden ist (Mullen et al., 1992; Kim et al., 2009).

Akute Hirnschnittpraparate wurden in 3,7 prozentigem Paraformaldehyd fiir mindestens
24 Stunden fixiert und anschlieBend, wie unter 2.3 beschrieben, kryokonserviert. Vor
der immunhistochemischen Farbung wurden die Hirnschnitte am Kryostaten in diinnere
20 pm aufgeschnitten und auf Glasobjekttriger {berfiihrt. Zu Beginn des
Féarbeprozesses mussten die Schnitte fiir zehn Minuten mit eisgekiihltem Aceton
entfettet und kurz in 1 x PBS (Zusammensetzung siche Tabelle M3) gewaschen werden.
Nach Blockierung fiir 60 Minuten bei Raumtemperatur mit Blockierungslosung ( 1 ml
TRIS mit 10 % BSA, 1 Tropfen Triton X-100) wurden die Schnitte in 1 x PBS gespiilt
und fiir 60 Minuten bei Raumtemperatur mit dem ersten Antikorper (anti NeuN; Tabelle
MS5), welcher 1:400 in Carrierldsung (1 % NGS in 1 x PBS) verdiinnt wurde, inkubiert.
Nach einem Waschschritt (dreimal fiinf Minuten mit 1 x PBS) erfolgte die Inkubation
mit dem zweiten Antikorper (anti GFAP; Tabelle M5), ebenfalls 1:400 verdiinnt und fiir
60 Minuten bei Raumtemperatur. Nach erneutem Waschen wurden die zu firbenden
Schnitte mit dem dritten Antikorper (Sekundirantikorper zu NeuN, Cy3-gekoppelt;
Tabelle M5) und wieder nach einem Waschschritt mit dem vierten Antikorper
(Sekundirantikorper zu GFAP, Cy5-gekoppelt; Tabelle M5) jeweils fiir 60 Minuten bei
Raumtemperatur mit einer Antikdrperverdiinnung von 1:2000 inkubiert. Da der dritte
und vierte Antikorper mit Cyanin-Fluoreszenzfarbstoffen gekoppelt waren, erfolgten
diese Farbeschritte lichtgeschiitzt. AnschlieBend wurden die Schnitte mit ProLong®
Gold Antifade eingedeckt. Die Analyse der GFAP-NeuN Farbungen erfolgte an einem
Fluoreszenzmikroskop der Firma Leica (Leica DMI 6000B). Dazu wurden je Alters-
und Stammgruppe von fiinf Versuchstieren jeweils zwei Schnitte in 63 x VergoBerung
aufgenommen. Zur Anregung der Fluoreszenzfarbstoffe wurden Wellenldngen im
Bereich des jeweiligen Absorptionsmaximums (Cy3 550 nm, Cy5 650 nm) sowie
konstante ~ Laserkonfigurationen = und  Expositionszeiten ~ verwendet.  Als
Negativkontrollen dienten Schnitte, welche ohne vorherige Inkubation mit den
Primédrantikérpern (erster und zweiter Antikorper) nur mit den Fluoreszenzfarbstoff-
gekoppelten Sekundérantikorpern (dritter und vierter Antikorper) und durch Eindecken
mit ProLong® Gold Antifade mit DAPI gefarbt waren. Zur Auswertung der Aufnahmen
wurde das Programm Leica LAS X genutzt, womit die Quantifizierung von GFAP und
NeuN iiber die relativen Fluoreszenzintensititen der farbstoffgekoppelten

Sekundérantikdrper bestimmt wurde. Pro Hippocampusschnitt wurden die drei
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Regionen CA1l, CA3 und DG ausgewertet. Um eine mogliche Verdnderung im
Verhéltnis von Astrozyten zu Neuronen zu erkennen, wurde anschlieBend das

Verhéltnis aus GFAP- zu NeuN-Signal gebildet.

2.5  Versuche zum raumlichen Lernvermdgen im Morris Water Maze (MWM)

Das Morris Water Maze wurde urspriinglich 1984 von Morris als ein Versuchsaufbau
zum rdumlichen Lernen von Ratten beschrieben (Morris, 1984). Dabei soll das
Versuchstier die Position einer verborgenen Plattform mit Hilfe entfernter optischer
Merkmale in einem Wasserbecken erlernen. Ein moglicher Lernerfolg manifestiert sich
nach aufeinander folgenden Versuchswiederholungen in sukzessive kiirzer werdenden
Latenzzeiten beziehungsweise Schwimmstrecken bis zum Auffinden der Plattform. In
der Folgezeit wurden viele verschiedene Variationen des urspriinglichen MWM
Versuches etabliert. Dabei kann je nach Versuchsparadigma der Einfluss bestimmter
Teilbereiche und Kerngebiete des Gehirns auf die Gedédchtnisbildung untersucht werden
(D'Hooge et al., 2001). Ziel der Lernversuche der vorliegenden Arbeit war es, das
Lernvermogen vor allem an zentraler Stelle der Gedéchtniskonsolidierung, im
Hippocampus, zu erfassen.

Die Versuchstiere wurden zwei Tage vor Beginn der Versuchsreihe in separate Kéfige
vereinzelt und in einen gesonderten Versuchsraum zundchst zur Habituation iiberfiihrt,
wobei sowohl die klimatischen- als auch versorgungstechnischen Bedingungen exakt an
die vorherigen Haltungsbedingungen der Tiere angepasst wurden. Dabei wurden die
Maiduse einer allgemeinen Gesundheitspriifung unterzogen. Nur Mause, die
grundsétzlich gesund wirkten und keine offenen Wunden hatten, wurden in den MWM
Versuch aufgenommen. Da das Sehvermdgen beim rdumlichen Lernen eine
entscheidende Rolle spielt, wurde dieses mit einem einfachen SLAG-Greiftest (SLAG -
Slow angled-descent forepaw grasping) tberpriift (Gil-Pagés et al., 2013). Mause, die
zum Beispiel in Folge einer Linsentriibung ein gestortes Sehvermdgen aufwiesen,
wurden vom Lernversuch ausgeschlossen. Die Zusammenstellung der jeweiligen
Versuchsgruppen und die Durchfiihrung wurde jeweils durch zwei verschiedene
Personen bearbeitet, sodass eine unvoreingenommene Datenaufnahme in jeder

Versuchsreihe gegeben war.

31



Die Durchfiihrung der Lernversuche erfolgte an acht aufeinander folgenden Tagen. Eine
Versuchsreihe startete mit Tag 0, bei dem die Méuse zur Habituation an das
Versuchsbecken zweimal fiir 60 Sekunden ohne Plattform ins Wasser gesetzt wurden.
In den darauffolgenden sieben Tagen fanden die eigentlichen Lernversuche statt, bei
denen jedes Tier pro Tag nacheinander sechs Schwimmversuche iiber maximal 60
Sekunden durchlief. Wurde die Plattform innerhalb dieser Zeit nicht selbstindig vom
Versuchstier gefunden, wurde es vorsichtig per Hand dorthin geleitet. Am Ende jedes
Einzelversuchs verblieb das jeweilige Tier fiir 30 Sekunden auf der Plattform, um den
Ort mit seiner Position im Raum zu verkniipfen. AnschlieBend konnte die Maus fiir 60
Sekunden in einem neutralen Kéfig ausruhen, bevor der nichste Durchlauf begann
(Abbildung M4).

Die Versuchstiere wurden wihrend der Lerndurchldufe mit einer Kamera aufgezeichnet,
welche zentral iiber dem Wasserbecken angebracht war. Da alle verwendeten
Mausstimme eine schwarze Fellfarbe aufwiesen, wurde das Wasser mit zwei Litern
Milch weil3 eingeférbt, um den Kontrast fiir die Kameraaufzeichnung zu verstirken. Die
Aufnahmen wurden mit der EthoVision 3.1 Software ausgewertet.

Die Durchfithrung der Lernversuche erfolgte in einem runden Wasserbecken (110 cm
Durchmesser, 50cm Hohe), welches in einem abgetrennten Bereich des
Versuchsraumes fest installiert war. An den Winden des Bereiches waren geometrische
Symbole angebracht, die als charakteristische Merkmale zur Orientierung im Raum
dienen sollten. Das Wasserbecken war in vier Quadranten (N, O, S, W) eingeteilt,
wobei im Zentrum jedes Quadranten eine 7,5 cm grofe Plattform befestigt werden
konnte (Abbildung M4). Das Wasserbecken wurde fiir die Schwimmversuche so mit
21°C (£ 1°C) warmem Wasser gefiillt, dass sich diese Plattform einen Zentimeter unter
der Wasseroberfliche befand. Die Position der Plattform wurde vor Beginn einer

Versuchsreihe fiir jedes Tier auf einen der Quadranten festgelegt.
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A B
N
Versuchstag 0 Versuchstage 1 bis 7
NW NO
Plattform ohne mit konstanter Position
Navigation 60 s 60 s
W 0]
auf der Plattform - 30s
Ruhekéfig 60 s 60 s
SW SO
Durchlaufe pro Tag 2 6
S

Abbildung M4: Schematische Darstellung zum Ablauf der Lernversuche im Morris Water Maze.

A: Einteilung des Wasserbeckens in Quadranten (N, O, S, W). Die Himmelsrichtungen (N, NO, O, SO, S,
SW, W, NW) kennzeichnen die acht mdglichen Startpositionen.
B: Tabellarische Ubersicht des angewandten Versuchsparadigmas.

Die Tiere wurden randomisiert an acht verschiedenen Positionen (N, NO, O, SO, S,
SW, W, NW) am Beckenrand eingesetzt, da die Tiere die Position der Plattform und
nicht den Weg dorthin erlernen sollten. Je nach Einsetzposition variierte damit die
minimal zu schwimmende Strecke und wurde zur vergleichenden Beurteilung der
Lernleistung bei der Analyse der erhaltenen Daten jeweils von der Gesamtdistanz
abgezogen (Vorhees et al., 2006). Da die Lernleistung fiir verschiedene Altersgruppen
untersucht werden sollte, wurde als Beurteilungsparameter die geschwommene Strecke
und nicht die Latenzzeit genutzt, um Effekte von altersbedingten Unterschieden der

Physis zu minimieren.

2.6 Erfassung der mittleren Lebensdauer

Zur Erfassung der Lebenszeitspanne wurden die Méduse bis zu ihrem natiirlichen
Lebensende wie unter 2.1 beschrieben im Tierstall gehalten. Dabei wurden die Tiere in
regelmiBigen Abstinden duBerlich untersucht. Zeigte ein Tier mehr als eines der
folgenden Krankheitssymptome oder Verhaltensweisen, galt dies als Abbruchkriterium
(Yuan et al., 2009): Unfdhigkeit, Nahrung oder Wasser zu sich zu nehmen; schwere
Lethargie; schwere Ganginstabilitiit; groBer Gewichtsverlust in kurzer Zeit; eiternde

oder blutende Geschwiire; stark vergroflertes Abdomen.
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2.7  Statistische Analysen

Die statistische Auswertung der erhobenen Daten wurde mit IBM SPSS Statistics
Version 22 durchgefiihrt. Als Grenzwert fiir die Irrtumswahrscheinlichkeit (a-Fehler)
wurde ein Wert von flinf Prozent festgelegt. Ein p-Wert von <0,05 wurde als
signifikant gewertet und die Nullhypothese abgelehnt.

Da alle Stichprobenanzahlen kleiner als 20 waren, erfolgte der Vergleich zweier
unabhingiger Stichproben mit dem nichtparametrischen Testverfahren Mann-Whitney-
U Test (statistische Beratung am Institut flir Biostatistik und Informatik in Medizin und
Alternsforschung, Universitidtsmedizin Rostock). Bei diesem Testverfahren entféllt eine
vorherige Testung auf Normalverteilung. Die entsprechenden Werte sind in
Diagrammen als Box-Whisker-Plot dargestellt.

Die Ergebnisse der Versuche zum Lernverlauf im Morris Water Maze wurden zur
Evaluierung intergruppaler Signifikanzen mittels Varianzanalyse statistisch
ausgewertet. Dazu wurden die Daten initial mit dem Shapiro-Wilk-Test auf
Normalverteilung untersucht. Bei der Varianzanalyse wurde die geschwommene
Strecke als abhéngige Variable auf die Faktoren Versuchstag und Gruppenzugehorigkeit
(Stamm oder Altersgruppe) getestet und bei festgestellter intergruppaler Signifikanz
mit einem anschlieBenden Post-Hoc-Test nach Tukey ausgewertet. Die Ergebnisse der
Water Maze Versuche sind in Linien-Diagrammen als Mittelwerte mit den
dazugehorigen Standardfehlern dargestellt. Des Weiteren wurde bei den Watermaze-
Versuchen ausgewertet, wieviele Tiere je Stamm und Altersgruppe den Versuch iiber
alle Durchldufe an sieben aufeinanderfolgenden Tagen geschafft haben,
beziehungsweise bei wievielen Tieren der Versuch aus korperlichen Griinden
abgebrochen werden musste. Dazu wurden die entsprechenden Daten in
Kontingenztafeln eingetragen und zunichst global mittels Chi-Quadrat-Test untersucht.
Dabei festgestellte signifikante Unterschiede wurden anschliefend paarweise mit dem
Exakten Test nach Fisher weiter ausgewertet. Die Ergebnisse sind in Form von
Histogrammen dargestellt, die den prozentualen Anteil an der jeweiligen Altersgruppe
zeigen.

Zum Vergleich der Lebenszeitdaten wurde der Log-Rang-Test (Mantel-Cox-Test)

angewandt. Die Ergebnisse sind in Form von Kaplan-Meier-Diagrammen dargestellt.
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2.8 Chemikalien und Geréte
Alle normalen Laborverbrauchsmaterialien, wie Reaktionsgefdlle, Pipettenspitzen und

Transferpipetten, wurden, soweit nicht gesondert aufgefiihrt, von der Sarstedt AG & Co.

aus Niimbrecht, Deutschland bezogen.

Tabelle M4: Bezugsquellen der verwendeten Chemikalien

Chemikalie

Aceton

Aptamil Milchpulver

Bovines Serum Albumin (BSA)
Calciumchlorid (CaCl,)

Carbogen (95% O,, 5% CO,)

Diethyl Ether, Anhydrous

Ethanol (70 %)

Glucose

Immersionsdl Typ-F IMMOIL-F30CC
Kaliumchlorid (KCI)

di-Kaliumhydrogenphosphat Trihydrat
(KzHPO4 X 3H20)

Magnesiumchlorid (MgCl,)
Natriumchlorid (NaCl)
Natriumdihydrogenphosphat (NaH,PO,)

di-Natriumhydrogenphosphat Dihydrat
(NazHPO4 X 2H20)

Natriumhydrogencarbonat (NaHCOs)
Normal goat serum (NGS)
Paraformaldehyd (37%)

Sucrose

Tissue-Tek™ O.C.T.™ Compound

Tris(hydroxymethyl)-aminomethan
(TRIS)

Triton X-100

Hersteller

LAB_Scan analytical sciences; Gliwice, Polen

Milupa Nutricia GmbH; Bad Homburg, Deutschland
SERVA Electrophoresis GmbH; Heidelberg, Deutschland
Sigma Aldrich Chemie GmbH; Hamburg, Deutschland
Linde Industriegase; Hamburg, Deutschland
Mallinckrodt Baker; Deventer, USA

Carl Roth GmbH; Karlsruhe, Deutschland

Sigma Aldrich Chemie GmbH; Hamburg, Deutschland
Olympus; Hamburg, Deutschland

Merck KGaA; Darmstadt, Deutschland

Carl Roth GmbH; Karlsruhe, Deutschland

Sigma Aldrich Chemie GmbH; Hamburg, Deutschland
Sigma Aldrich Chemie GmbH; Hamburg, Deutschland
Merck KGaA; Darmstadt, Deutschland

Carl Roth GmbH; Karlsruhe, Deutschland

Merck KGaA; Darmstadt, Deutschland

Gibco Life Technologies GmbH; Eggenstein, Deutschland
Sigma Aldrich Chemie GmbH; Hamburg, Deutschland
Sigma Aldrich Chemie GmbH; Hamburg, Deutschland
Sakura Finetek Germany GmbH; Staufen, Deutschland

Carl Roth GmbH; Karlsruhe, Deutschland

Sigma-Aldrich Chemie GmbH; Miinchen, Deutschland
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Tabelle M5: Bezugsquellen der verwendeten Antikdrper und Zellfarbstoffe

Antikorper / Zellfarbstoff

MitoSOX Red”

ProLong” Gold Anfifade (DAPI)
Cy3 goat anti rabbit IgG

Cy5 goat anti mouse IgG

Hersteller

Thermo Fisher Scientific; Waltham, USA
Thermo Fisher Scientific; Waltham, USA
Thermo Fisher Scientific; Waltham, USA
Thermo Fisher Scientific; Waltham, USA

anti GFAP mouse ab10062, monoklonal, IgG2b ~ Abcam plc; Cambridge, GroBbritannien
anti NeuN rabbit ab104225, polyklonal, IgG Abcam plc; Cambridge, GroBbritannien

Tabelle M6: Bezugsquellen der verwendeten Geréte, Materialien und Software

Bezeichnung

BSC-BU Brain Slice Chamber
Cryostat Leica CM 3050S

Deckglaschen 24 x 60 mm

Etho Vision 3.1

Feinwaage MC1 Analytic AC 120 S
IBM SPSS Statistics 24

Integraslice 7550 MM Vibratom
Kaltlichtquelle KL 750

Kamera SD II

Leica DMI 6000B
Fluoreszenzmikroskop

Leica EL 6000 Kompaktlichquelle
Leica LAS X Mikroskopsoftware

Objekttriger Superfrost” PLUS
Olympus Fluoview FV10i konfokales

Fluoreszenzmikroskop

Olympus Fluoview Ver. 3.0a
Auswertesoftware

Osmometer Automatic

pH-Meter CG 840
Reinstwasseranlage PURELAB Ultra
RET-GS Magnetriihrer

Tissue-Tek® Cryomold Standard 25 x
20 x 5 mm

Hersteller

Harvard Apparatus Inc.; Holliston, USA
Leica Biosystems GmbH; Nussloch, Deutschland

Thermo Fisher Scientific Gerhard Menzel B.V. & Co. KG;
Braunschweig, Germany

Noldus Deutschland Nord; Solingen, Deutschland
Sartorius AG; Gottingen, Deutschland

IBM Deutschland GmbH; Ehningen, Deutschland
Campden Instruments Ltd.; Loughborough, GrofSbritannien
Leica Microsystems GmbH; Wetzlar, Deutschland
Panasonic GmbH; Hamburg, Deutschland

Leica Microsystems GmbH; Wetzlar, Deutschland

Leica Microsystems GmbH; Wetzlar, Deutschland
Leica Microsystems GmbH; Wetzlar, Deutschland

Thermo Fisher Scientific Gerhard Menzel B.V. & Co. KG;
Braunschweig, Germany

Olympus; Hamburg, Deutschland

Olympus; Hamburg, Deutschland

Knauer GmbH; Berlin, Deutschland
Schott-Gerdte GmbH; Mainz, Deutschland
ELGA LabWater; Celle, Deutschland

IKA Labortechnik GmbH; Staufen, Deutschland

Sakura Finetek Germany GmbH; Staufen, Deutschland
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3 Ergebnisse

Die in dieser Arbeit verwendeten Daten wurden im Rahmen des BMBF-geforderten
Verbundprojektes ROSAge — Reactive Oxygen Species and the Dynamics of Ageing
erhoben. In der Arbeitsgruppe Neurophysiologie wurden die Mausstimme hinsichtlich
altersspezifischer Verdnderungen im Gehirn untersucht, wobei die wissenschaftlichen
Beitrage wie folgt verteilt waren:

Die Quantifizierung von mitochondrialem Superoxid und die von astrozyten- und
neuronenspezifischen Markerproteinen erfolgte ausschlieBlich durch die Autorin der
vorliegenden Arbeit. Ebenso wurden die Lebenszeitdaten der Versuchstiere durch die
Autorin erhoben.

Die in vivo Messungen zum Lernvermdgen wurden gréftenteils von Herrn Dr. rer. nat.
Johannes Mayer durchgefiihrt. Dabei hat er die Methode zusammen mit der Autorin der
vorliegenden Arbeit etabliert und wurde bei der Durchfiihrung der Versuche vielfach
von der Autorin unterstiitzt. Die daraus resultierenden Datensitze wurden mit
ausdriicklicher Genehmigung von Herrn Dr. Mayer in die vorliegende Arbeit mit
aufgenommen, um sie im Zusammenhang mit den histologischen Farbungen und den
Uberlebensdaten diskutieren zu kdnnen.

Die Auswertung, grafische Darstellung, statistische Analyse und Interpretation der in

der vorgelegten Arbeit priasentierten Daten erfolgte ausschlieBlich durch die Autorin.
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3.1 Quantifizierung von mitochondrialem Superoxid

Mitochondriales Superoxid wurde fiir alle Mausstimme in allen Altersgruppen von
jeweils funf Tieren bestimmt. Dazu wurden pro Tier von fiinf Hirnschnitten jeweils
zwei Aufnahmen in den hippocampalen Regionen CA1l, CA3 und DG beziehungsweise
in den Cortexschichten I/II, III/IV und V/VI angefertigt und vermessen. Die daraus
erhaltenen Daten (30 Datenpunkte je Tier und Hirngebiet) wurden fiir das jeweilige Tier
gemittelt, sodass fiir die statistische Auswertung die n-Zahl je Stamm und Altersgruppe

fiinf betrug.

3.1.1 Altersverlauf der Kontrollstimme

Der Gehalt an mitochondrialem Superoxid im Hippocampus der Kontrollméuse stieg

bei beiden Stammen, BL6 und mtAKR, mit zunehmendem Alter an (Abbildung R1).
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Abbildung R1: Mitochondriales Superoxid der Kontrollstimme BL6 und mtAKR.

Quantifizierung von mitochondrialem Superoxid im Hippocampus (links) und Neocortex (rechts) der
Kontrollstimme BL6 (schwarz) und mtAKR (weif}). Dargestellt ist die mittlere Fluoreszenzintensitét
(MFTI) des Superoxid-Farbstoffes MitoSOX Red relativ zur MFI des DNA-Farbstoffes DAPI in Form von
Box-Whisker-Plots mit eingezeichnetem Median. Mann-Whitney-U Test; * p < 0,05; ** p < 0,01
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Beim BL6-Stamm war dieser Anstieg sowohl von 3 zu 12 Monaten (+ 12 % MFI
MitoSOX Red), als auch von 3 zu 24 Monaten (+ 20 %) signifikant. Abbildung R2

zeigt dazu beispielhaft fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen.

10 um

Abbildung R2: Mitochondriales Superoxid im Hippocampus des Kontrollstammes BL6.
Fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen von Zellen der CA3-Region im Hippocampus von 3- (links) und
24-Monate (rechts) alten Tieren des Kontrollstammes BL6.

Rot = Superoxid-Farbstoff MitoSOX Red; blau = DNA-Farbstoff DAPI; 120 x Vergroferung

Beim mtAKR-Stamm zeigte sich in der 12-Monats-Gruppe eine hohe Streubreite,
sodass hier nur die Verdnderung von 3 zu 24 Monaten (+ 16 % MFI MitoSOX Red)
signifikant war. Zwischen den Kontrollstimmen gab es pro Altersgruppe keine
signifikanten Unterschiede.

Im Neocortex zeigte sich beim BL6-Kontrollstamm bereits in der jiingsten Altersgruppe
ein im Vergleich zum Hippocampus hoherer Gehalt an mitochondrialem Superoxid.
Ausgehend davon wurde mit zunehmendem Alter kein weiterer Anstieg festgestellt
(Abbildung R1). Bei mtAKR gab es, ebenfalls ausgehend von einem Niveau, welches
im Hippocampus erst bei élteren Tieren erreicht wurde, einen signifikanten Unterschied
zwischen 12 und 24 Monaten (+ 7 % MFI MitoSOX Red). Zur 3-Monats-Gruppe
bestand, vermutlich auf Grund der relativ groBen Spannweite, kein signifikanter
Unterschied. Beim Vergleich beider Kontrollstimme zeigte sich in der Altersgruppe 24-
Monate bei mtAKR ein um 15 % MFI MitoSOX Red signifikant erhohter Gehalt an

mitochondrialem Superoxid im Neocortex.
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3.1.2 Altersverlauf der Mausstimme mit Verdnderungen in der
mitochondrialen Atmungskette

Die Mausstimme mit Verdnderungen in der mitochondrialen Atmungskette wiesen in
ithrem Altersverlauf ein heterogenes Bild in Bezug auf mitochondriales Superoxid auf

(Abbildungen R3 und RYS).
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Abbildung R3: Mitochondriales Superoxid im Hippocampus der Mausstiimme mit Verinderungen
in der mitochondrialen Atmungskette.

Quantifizierung von mitochondrialem Superoxid im Hippocampus der conplastischen Stimme mtALR
(rot), mtl29S1 (grin), mtNOD (blau) und mtFVB (orange). Dargestellt ist die mittlere
Fluoreszenzintensitdit (MFI) des Superoxid-Farbstoffes MitoSOX Red relativ zur MFI des DNA-
Farbstoffes DAPI in Form von Box-Whisker-Plots mit eingezeichnetem Median. Die obere Reihe zeigt
die altersbedingte Verdnderung jeweils innerhalb der Stimme. Das untere Diagramm zeigt den Vergleich
zu den Kontrollstimmen BL6 (schwarz) und mtAKR (weiB), wobei hier aus Ubersichtsgriinden nur die
Signifikanzen innerhalb einer Altersgruppe gekennzeichnet sind. Mann-Whitney-U Test; * p < 0,05;
** p <0,01; # signifikanter Unterschied zur gleichalten BL6-Kontrolle

Im Hippocampus zeigten die Stimme mt129S1 (Mutation in Komplex III), mtNOD
(Komplex IV) und mtFVB (Komplex V) einen altersabhédngigen signifikanten Anstieg
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an Superoxid (Abbildung R3). Bei mt129S1 und mtFVB fand dieser bereits zwischen
den Altersgruppen 3- und 12-Monate statt (mt129S1 + 8 % MFI MitoSOX Red; mtFVB
+ 26 % MFI MitoSOX Red), bei mtNOD erst zur 24-Monate Gruppe (+ 17 % MFI
MitoSOX Red). Der mtALR-Stamm (Komplex I) wies im Hippocampus in allen
untersuchten Altersgruppen einen konstanten Gehalt an Superoxid auf.

Im Vergleich mit den Kontrollen zeigte nur der mtALR-Stamm signifikante
Unterschiede: In der Altersgruppe 3-Monate war das mitochondriale Superoxid
gegeniiber der BL6-Kontrolle um 14 % MFI MitoSOX Red erhoht, in der Altersgruppe
24-Monate um 6 % MFI MitoSOX Red verringert (Abbildungen R3 und R4).

10 um

Abbildung R4: Mitochondriales Superoxid im Hippocampus von 24-Monate alten Versuchstieren.
Fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen von Zellen der CA3-Region im Hippocampus von BL6 (links)
und mtALR (rechts) Tieren der Altersgruppe 24 Monate.

Rot = Superoxid-Farbstoff MitoSOX Red; blau = DNA-Farbstoff DAPI; 120 x Vergroferung

Im Neocortex zeigten nur die Stimme mt129S1 und mtNOD einen altersabhéngigen
signifikanten Anstieg an mitochondrialem Superoxid (Abbildung RS5). Bei mt129S1
begann dieser wiederum bereits zwischen den Altersgruppen 3- und 12-Monate
(+ 13 % MFI MitoSOX Red), bei mtNOD erneut erst zur 24-Monate Gruppe (+ 11 %
MFI MitoSOX Red). Sowohl der mtALR-Stamm, als auch der mtFVB-Stamm, wiesen
im Neocortex in allen untersuchten Altersgruppen einen konstanten Gehalt an
Superoxid auf.

Im Vergleich mit den Kontrollen war das mitochondriale Superoxid, wie in Abbildung
RS ersichtlich, in der Altersgruppe 12-Monate bei mtALR, mt129S1 und mtFVB, und in
der Altersgruppe 24-Monate bei allen vier Stimmen mit Mutation in einem der
mitochondrialen Atmungskettenkomplexe gegeniiber der BL6-Kontrolle erhoht
(mtALR + 10 %, mt129S1 + 26 %, mtNOD + 24 % und mtFVB + 11 % MFI MitoSOX
Red).
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Abbildung RS: Mitochondriales Superoxid im Neocortex der Mausstimme mit Verinderungen in
der mitochondrialen Atmungskette.

Quantifizierung von mitochondrialem Superoxid im Neocortex der conplastischen Stimme mtALR (rot),
mt129S1 (griin), mtNOD (blau) und mtFVB (orange). Dargestellt ist die mittlere Fluoreszenzintensitét
(MFTI) des Superoxid-Farbstoffes MitoSOX Red relativ zur MFI des DNA-Farbstoffes DAPI in Form von
Box-Whisker-Plots mit eingezeichnetem Median. Die obere Reihe zeigt die altersbedingte Verdnderung
jeweils innerhalb der Stimme. Das untere Diagramm zeigt den Vergleich zu den Kontrollstimmen BL6
(schwarz) und mtAKR (weiB8), wobei hier aus Ubersichtsgriinden nur die Signifikanzen innerhalb einer
Altersgruppe gekennzeichnet sind. Mann-Whitney-U Test; * p < 0,05; ** p < 0,01; # signifikanter
Unterschied zur gleichalten BL6-Kontrolle; ¢ signifikanter Unterschied zur gleichalten mtAKR-Kontrolle
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3.1.3 Altersverlauf der UCP2-Knockout-Mutante

Die UCP2-Knockout-Mutante wies im Hippocampus in allen untersuchten
Altersgruppen einen konstanten Gehalt an Superoxid auf. Im Vergleich mit der BL6-
Kontrolle war dieser im Alter von 3 Monaten um 17 % signifikant erhoht, in der
Altersgruppe 24-Monate um 10 % MFI MitoSOX Red verringert (Abbildung R6).

Im Neocortex zeigte sich bei der UCP2-Knockout-Mutante ein bogenformiger Verlauf
des Superoxid Niveaus mit signifikanten Unterschieden zwischen allen untersuchten
Altersgruppen, wobei in der 12-Monate Gruppe der hochste und in der 24-Monate
Gruppe der niedrigste Superoxidgehalt gemessen wurde. Gegeniiber der BL6-Kontrolle
war das mitochondriale Superoxid bei den 12-Monate alten UCP2""-Tieren um 16 %

MFI MitoSOX Red signifikant erhoht (Abbildung R6).
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Abbildung R6: Mitochondriales Superoxid der Stimme UCP2” und BL6.

Obere Reihe: Quantifizierung von mitochondrialem Superoxid im Hippocampus (links) und Neocortex
(rechts) der UCP2-Knockout-Mutante (lila) im Vergleich zum Kontrollstamm BL6 (schwarz). Dargestellt
ist die mittlere Fluoreszenzintensitidt (MFI) des Superoxid-Farbstoffes MitoSOX Red relativ zur MFI des
DNA-Farbstoffes DAPI in Form von Box-Whisker-Plots mit eingezeichnetem Median. Mann-Whitney-
U Test; * p <0,05; ** p <0,01; # signifikanter Unterschied zur gleichalten BL6-Kontrolle

Untere Reihe: Fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen von Zellen der CA3-Region im Hippocampus von
BL6 (links) und UCP2™" (rechts) Tieren der Altersgruppe 24 Monate.

Rot = Superoxid-Farbstoff MitoSOX Red; blau = DNA-Farbstoff DAPI; 120 x Vergroferung
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3.1.4 Altersverlauf der Mausstimme mit Verdnderungen in der mitochondrial
kodierten Arginin-spezifischen tRNA

Bei der Untersuchung des mitochondrialen Superoxids in den Mausstimmen mit
Verdnderungen in der mitochondrial kodierten Arginin-spezifischen tRNA konnte nur
fiir den mtNOD-Stamm (10 A) ein signifikanter altersabhéngiger Anstieg des Superoxid
Gehaltes festgestellt werden (Abbildung R7).
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Abbildung R7: Mitochondriales Superoxid der Mausstimme mit Verinderungen in der
mitochondrial kodierten Arginin-spezifischen tRNA.

Quantifizierung von mitochondrialem Superoxid im Hippocampus (links) und Neocortex (rechts) der
conplastischen Stimme mtNOD (blau) und mtMRL (tiirkis). Dargestellt ist die mittlere
Fluoreszenzintensitit (MFI) des Superoxid-Farbstoffes MitoSOX Red relativ zur MFI des DNA-
Farbstoffes DAPI in Form von Box-Whisker-Plots mit eingezeichnetem Median. Die obere Reihe zeigt
die altersbedingte Verdnderung jeweils innerhalb der Stdmme. Die unteren Diagramme zeigen den
Vergleich zu den Kontrollstimmen BL6 (schwarz) und mtAKR (weif}), wobei hier aus Ubersichtsgriinden
nur die Signifikanzen innerhalb einer Altersgruppe gekennzeichnet sind. Mann-Whitney-U Test; * p <
0,05; ** p < 0,01; # signifikanter Unterschied zur gleichalten BL6-Kontrolle; ¢ signifikanter Unterschied
zur gleichalten mtAKR-Kontrolle
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Dieser entwickelte sich sowohl im Hippocampus ( + 17 % MFI MitoSOX Red im
Vergleich 3- zu 24-Monate), als auch im Neocortex ( + 11 % MFI MitoSOX Red im
Vergleich 3- zu 24-Monate). Der mtMRL-Stamm (10-12 A) zeigte in keinem der
beiden Hirnbereiche eine altersabhidngige Verdnderung des mitochondrialen
Superoxids.

Im Vergleich mit den Kontrollen BL6 (8 A) und mtAKR (9 A) zeigte mtMRL in der
Altersgruppe 3-Monate sowohl im Hippocampus (+ 14 % MFI MitoSOX Red im
Vergleich zu BL6) als auch im Neocortex (+ 12 %) ein signifikant erhdhtes Superoxid
Niveau. In der Altersgruppe 12-Monate erschienen beide Stimme unauffillig,
wohingegen im Alter von 24 Monaten beide Stimme im Neocortex einen erhdhten
Superoxidgehalt aufwiesen (mtNOD + 24 % und mtMRL + 11 % MFI MitoSOX Red
im Vergleich zu BL6). Dabei lag der hohe Superoxid Gehalt des mtNOD-Stammes auch
signifikant hoher als der des mtMRL-Stammes (Abbildungen R7 und RS).

10 um

Abbildung RS8: Mitochondriales Superoxid im Neocortex von 24-Monate alten Versuchstieren.
Fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen von Zellen des Neocortex aus dem Bereich Lamina I/IT von BL6
(links) und mtNOD (rechts) Tieren der Altersgruppe 24 Monate.

Rot = Superoxid-Farbstoff MitoSOX Red; blau = DNA-Farbstoff DAPI; 120 x Vergroflerung
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3.2 Quantifizierung astrozyten- und neuronenspezifischer Markerproteine

Die Quantifizierung von astrozyten- und neuronenspezifischen Markerproteinen wurde
fiir alle Mausstdmme in allen Altersgruppen fiir jeweils fiinf Tiere durchgefiihrt. Dazu
wurden von zwei Hirnschnitten pro Tier jeweils Aufnahmen in den hippocampalen
Regionen CA1l, CA3 und DG angefertigt und vermessen. Die daraus erhaltenen Daten
(sechs Datenpunkte je Tier) wurden fiir das jeweilige Tier gemittelt, sodass fiir die

statistische Auswertung die n-Zahl je Stamm und Altersgruppe fiinf betrug.

3.2.1 Altersverlauf der Kontrollstimme

Das Verhiltnis von GFAP zu NeuN im Hippocampus der Kontrollméiuse stieg bei
beiden Stimmen, BL6 und mtAKR, mit zunehmendem Alter nur leicht an (Abbildung
R9). Lediglich bei mtAKR war dieser Anstieg im Vergleich von 3 zu 12 Monaten
signifikant. Zwischen den Kontrollstimmen gab es in den untersuchten Altersgruppen

keine signifikanten Unterschiede.

50 4 BL6 mtAKR Stamm
« BL6

40 A

MFI GFAP % MFI NeuN
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3 12 24 3 12 24 3 12 24
Alter in Monaten

Abbildung R9: GFAP-zu-NeuN-Verhiiltnis im Hippocampus der Kontrollstimme.

Quantifizierung von GFAP und NeuN im Hippocampus der Kontrollstimme BL6 (links), mtAKR (Mitte)
und der Vergleich (rechts) beider Kontrollen (BL6 schwarz, mtAKR weill) in den untersuchten
Altersgruppen. Dargestellt ist die mittlere Fluoreszenzintensitit (MFI) des GFAP-Signals relativ zur MFI
des NeuN-Signals in Form von Box-Whisker-Plots mit eingezeichnetem Median. Mann-Whitney-U Test;
*p<0,05
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3.2.2 Altersverlauf der Mausstimme mit Verdnderungen in der
mitochondrialen Atmungskette

Die Mausstimme mit Verdnderungen in der mitochondrialen Atmungskette wiesen,
ebenso wie beim Superoxid Gehalt, auch in Bezug auf ihr GFAP-zu-NeuN-Verhiltnis
ein sehr heterogenes Bild auf (Abbildung R10).
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Abbildung R10: GFAP-zu-NeuN-Verhiltnis im Hippocampus der Mausstimme mit
Verinderungen in der mitochondrialen Atmungskette.

Quantifizierung von GFAP und NeuN im Hippocampus der conplastischen Stimme mtALR (rot),
mt129S1 (griin), mtNOD (blau) und mtFVB (orange). Dargestellt ist die mittlere Fluoreszenzintensitét
(MFI) des GFAP-Signals relativ zur MFI des NeuN-Signals in Form von Box-Whisker-Plots mit
eingezeichnetem Median. Die obere Reihe zeigt die altersbedingte Verdnderung jeweils innerhalb der
Staimme. Das untere Diagramm zeigt den Vergleich zu den Kontrollstimmen BL6 (schwarz) und mtAKR
(weiB), wobei hier aus Ubersichtsgriinden nur die Signifikanzen innerhalb einer Altersgruppe
gekennzeichnet sind. Mann-Whitney-U Test; * p < 0,05; ** p < 0,01; # signifikanter Unterschied zur
gleichalten BL6-Kontrolle; ¢ signifikanter Unterschied zur gleichalten mtAKR-Kontrolle
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Der mtALR-Stamm (Komplex I Mutation) zeigte keinerlei altersabhingige
Verdnderung des GFAP-Signals. Mt129S1 (Komplex III) wies hingegen einen deutlich
signifikanten altersabhiingigen Anstieg des GFAP-Signals auf, welcher vor allem
zwischen den Altersgruppen 3- und 12-Monate stattfand (+ 8 % MFI GFAP). Bei den
Stammen mtNOD (Komplex IV) und mtFVB (Komplex V) konnten keine signifikanten
altersabhéngigen Verdnderungen im GFAP-zu-NeuN-Verhiltnis festgestellt werden,
wobei sich bei beiden, wie aus Abbildung R7 ersichtlich, tendenziell ein Anstieg des
GFAP-Signals andeutete. Dieser schien bei mtNOD zwischen den Altersgruppen 12-
und 24-Monate (+ 9 % MFI GFAP), bei mtFVB zwischen den Altersgruppen 3- und 12-
Monate (+ 12 % MFI GFAP) zu liegen. Dariiber hinaus fiel der mtFVB-Stamm in allen
Altersgruppen durch ein hoheres GFAP-zu-NeuN-Verhéltnis auf.

Im Vergleich mit den Kontrollstimmen bestanden nur bei mtALR und mtFVB
signifikante Unterschiede (Abbildung R10): MtALR wies in den Altersgruppen 12- und
24-Monate einen geringeren Gehalt an GFAP als einer der Kontrollstimme auf (12-
Monate: - 6 % MFI GFAP im Vergleich zu mtAKR; 24-Monate: - 13 % MFI GFAP im
Vergleich zu BL6). MtFVB zeigte dagegen einen signifikant hoheren GFAP-Gehalt als
die Kontrollstimme (3-Monate: + 10 %; 12-Monate: + 12 %; 24-Monate: + 15 % MFI
GFAP jeweils im Vergleich zu mtAKR).
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3.2.3 Altersverlauf der UCP2-Knockout-Mutante

Die UCP2-Knockout-Mutante wies, wie aus Abbildung R11 ersichtlich, im
Hippocampus eine signifikante altersabhingige Verringerung des GFAP-Signal auf (3-
zu 24-Monate: - 9 % MFI GFAP). Diese, zur BL6-Kontrolle gegenldufige, Verdnderung
resultierte in einem zur Kontolle deutlich verringerten GFAP-zu-NeuN-Verhiltnis in

der Altersgruppe 24-Monate (- 19 % MFI GFAP).
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Abbildung R11: GFAP-zu-NeuN-Verhiltnis im Hippocampus der UCP2-Knockout-Mutante.

Quantifizierung von GFAP und NeuN im Hippocampus der UCP2-Knockout-Mutante (links) und der
Vergleich zur Kontrolle (rechts: BL6 schwarz, UCP2” lila) in den untersuchten Altersgruppen.
Dargestellt ist die mittlere Fluoreszenzintensitdt (MFI) des GFAP-Signals relativ zur MFI des NeuN-
Signals in Form von Box-Whisker-Plots mit eingezeichnetem Median. Mann-Whitney-U Test; * p < 0,05
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3.2.4 Altersverlauf der Mausstdimme mit Verdnderungen in der mitochondrial
kodierten Arginin-spezifischen tRNA

Die Untersuchung des GFAP-zu-NeuN-Verhiltnisses in den Mausstimmen mit
Verdnderungen in der mitochondrial kodierten Arginin-spezifischen tRNA zeigte nur
fiir den mtMRL-Stamm (10-12 A) einen signifikanten altersabhidngigen Anstieg des
GFAP Gehaltes (Abbildung R12). Dieser fand zwischen den Altersgruppen 12- und 24-
Monate statt (+ 34 % MFI GFAP). Bei mtNOD war tendenziell ebenfalls zwischen
diesen beiden Altersgruppen ein GFAP-Anstieg zu sehen, allerdings nicht signifikant.
Im Vergleich zu den Kontrollen BL6 und mtAKR fiel nur das stark signifikant erhohte
GFAP Signal von mtMRL (+ 20 % MFI GFAP im Vergleich zu BL6; + 31 % MFI
GFAP im Vergleich zu mtAKR) in der Altersgruppe 24-Monate auf.
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Abbildung R12: GFAP-zu-NeuN-Verhiltnis im Hippocampus der Mausstimme mit
Verinderungen in der mitochondrial kodierten Arginin-spezifischen tRNA.

Quantifizierung von GFAP und NeuN im Hippocampus der conplastischen Stimme mtNOD (blau) und
mtMRL (tiirkis). Dargestellt ist die mittlere Fluoreszenzintensitdt (MFI) des GFAP-Signals relativ zur
MFI des NeuN-Signals in Form von Box-Whisker-Plots mit eingezeichnetem Median. Das linke
Diagramm zeigt den Vergleich zu den Kontrollstimmen BL6 (schwarz) und mtAKR (weil3), wobei hier
aus Ubersichtsgriinden nur die Signifikanzen innerhalb einer Altersgruppe gekennzeichnet sind. Das
mittlere und das rechte Diagramm zeigen die altersbedingte Verdnderung jeweils innerhalb der Stimme.
Mann-Whitney-U Test; * p < 0,05; ** p < 0,01; # signifikanter Unterschied zur gleichalten BL6-
Kontrolle; ¢ signifikanter Unterschied zur gleichalten mtAKR-Kontrolle
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3.3 Raumliches Lernvermogen im Morris Water Maze

Zur in vivo Beurteilung des raumlichen Lernvermdgens der Versuchstiere wurden diese
im Morris Water Maze analysiert. Dabei kam es methodisch bedingt zu leicht
variierenden n-Zahlen in den untersuchten Gruppen, weshalb diese im Nachfolgenden

zu jeder Abbildung separat angegeben sind.

3.3.1 Lernverlauf der Kontrollstimme

Bei beiden Kontrollstimmen, BL6 und mtAKR, nahm das rdumliche Lernvermdgen mit

zunechmendem Alter ab.
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Abbildung R13: Ergebnisse der Kontrollstimme aus den Lernversuchen im MWM.

Lernverldufe der Kontrollstimme BL6 und mtAKR. Das linke (BL6) und das rechte (mtAKR) Diagramm
der oberen Reihe zeigen die Lernverldufe innerhalb eines Stammes in den untersuchten Altersgruppen,
die untere Reihe zeigt die Lernverlaufe innerhalb der Altersgruppen im Vergleich der beiden Stimme
(BL6 schwarz, mtAKR grau). Dargestellt ist die geschwommene Strecke in Form von Liniendiagrammen
mit angegebenem Standardfehler iiber die Versuchstage eins bis sieben.

n-Zahlen (3;12;24 Monate): BL6 (10;14;9); mtAKR (17;9;12); Varianzanalyse mit Post-Hoc-Test
(Tukey); * p=<0,05; ** p=<0,01
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Wie aus den oberen Teilabbildungen von R13 ersichtlich, unterschieden sich bei beiden
Kontrollstimmen sowohl die 12- als auch die 24-Monate Gruppe signifikant von den 3-
Monate alten Tieren. Besonders deutlich fielen diese Unterschiede zwischen der 3- und
der 24-Monate Gruppe aus, wobei die senile Gruppe bei den BL6-Tieren selbst am
letzten Versuchstag noch mehr als die doppelte Schwimmstrecke im Vergleich zu den
frith-adulten Tieren benétigte. Die 3-Monate Gruppe zeigte bereits ab Versuchstag zwei
einen deutlichen Lernerfolg, welcher bei den élteren Kohorten sehr viel langsamer
einsetzte, bei den senilen BL6-Tieren sogar erst ab Versuchstag sechs.

Im Vergleich innerhalb der Altersgruppen (untere Teilabbildungen von R13) gab es

keine Unterschiede zwischen den Kontrollstimmen BL6 und mtAKR.

3.3.2 Lernverlauf der Mausstimme mit Verdnderungen in der mitochondrialen
Atmungskette

Ebenso wie bei den vorangegangenen Untersuchungen ergab sich auch fiir den
Lernverlauf der Mausstimme mit Verdnderungen in der mitochondrialen Atmungskette
ein heterogenes Bild:

Wie Abbildung R14 zeigt, gab es beim mtALR-Stamm (Mutation in Komplex I) eine
Auffilligkeit gegeniiber den Kontrollen in der Altersgruppe 12-Monate. Dort war der
Lernerfolg der Versuchtiere deutlich verschlechtert und die Lernkurve lag konstant
oberhalb der Kontrollstimme. Die mtALR-Tiere (422 cm £ 80 cm) schwammen selbst
am letzten Versuchstag mehr als doppelt so viel zusitzliche Strecke wie die BL6-Tiere
(194 cm = 44 cm), brauchten also deutlich ldnger zur Orientierung im Versuchsbecken.
Die Altersgruppen 3- und 24-Monate waren unauffillig gegeniiber den Kontrollen.
Innerhalb des mtALR-Stammes gab es zwischen jeder der drei untersuchten
Altersgruppen signifikante Unterschiede, wobei die Lernentwicklung in der
Altersgruppe 12-Monate insgesamt schlechter ausfiel als in der 24-Monate Gruppe.

Die 3-Monate alte Kohorte unterschied sich durch einen deutlich besseren Erfolg beim
rdumlichen Lernen (zusdtzliche Schwimmstrecke an Tag sieben: 3-Monate mit 231 cm

+ 51 cm; 24-Monate mit 360 cm £ 40 cm; 12-Monate mit 422 cm + 80 cm).
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Abbildung R14: Ergebnisse des mtALR-Stammes aus den Lernversuchen im MWM.

Die obere Reihe und das Diagramm unten links zeigen die Lernverldufe innerhalb der Altersgruppen 3,
12 und 24 Monate im Vergleich zu den Kontrollen BL6 (schwarz) und mtAKR (grau), das Diagramm
unten rechts zeigt die Lernverldufe innerhalb des mtALR-Stammes in den untersuchten Altersgruppen.
Dargestellt ist die geschwommene Strecke in Form von Liniendiagrammen mit angegebenem
Standardfehler {iber die Versuchstage eins bis sieben. n-Zahlen (3;12;24 Monate): mtALR (11;9;8); BL6
(10;14;9); mtAKR (17; 9; 12); Varianzanalyse mit Post-Hoc-Test (Tukey); * p < 0,05; ** p < 0,01; #
signifikanter Unterschied zur gleichalten BL6-Kontrolle; ¢ signifikanter Unterschied zur gleichalten
mtAKR-Kontrolle

Bei mt129S1 (Mutation in Komplex III) ergab sich nur ein geringer altersabhingiger
Unterschied im rdumlichen Lernen der Versuchstiere, wobei sich die 12-Monate Gruppe
signifikant von der 24-Monate Gruppe unterschied. Die Lernkurve der 3-Monate
Gruppe lag zwischen denen der beiden hdéheren Altersgruppen und war zu keiner

signifikant verschieden (Abbildung R15).

53



Im Vergleich mit den Kontrollstimmen zeigte mt129S1 ein signifikant schlechteres
Lernvermogen in der Gruppe der frith-adulten Tiere. Obwohl die Lernkurve auf
gleichem Niveau wie die der Kontrollen startete, setzte der Lernerfolg deutlich
langsamer ein. Am letzten Versuchstag benotigten 3-Monate alte mt129S1-Tiere (287
cm + 42 cm) im Mittel etwa eine doppelt so groBe Schwimmstrecke zur Orientierung

wie die BL6-Tiere (141 cm + 46 cm).
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Abbildung R15: Ergebnisse des mt129S1-Stammes aus den Lernversuchen im MWM.

Die obere Reihe und das Diagramm unten links zeigen die Lernverldufe innerhalb der Altersgruppen 3,
12 und 24 Monate im Vergleich zu den Kontrollen BL6 (schwarz) und mtAKR (grau), das Diagramm
unten rechts zeigt die Lernverldufe innerhalb des mt129S1-Stammes in den untersuchten Altersgruppen.
Dargestellt ist die geschwommene Strecke in Form von Liniendiagrammen mit angegebenem
Standardfehler iiber die Versuchstage eins bis sieben. n-Zahlen (3;12;24 Monate): mt129S1 (11;11;12);
BL6 (10;14;9); mtAKR (17; 9; 12); Varianzanalyse mit Post-Hoc-Test (Tukey); * p <0,05; ** p <0,01; #
signifikanter Unterschied zur gleichalten BL6-Kontrolle; ¢ signifikanter Unterschied zur gleichalten
mtAKR-Kontrolle
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Der mtNOD-Stamm (Mutation in Komplex V) zeigte keine signifikanten
Veridnderungen im rdumlichen Lernen, weder zwischen den untersuchten Altersgruppen
noch zu den Kontrollen (Abbildung R16). Auffillig bei diesem Stamm war allerdings
die schlechte physische Verfassung der 24-Monate alten Tiere (siche auch Abbildung
R18), die dazu fiihrte, dass in dieser Kohorte nur ein Tier den Lernversuch komplett
absolvierte und somit keine Aussage liber das Lernvermdgen in dieser Altersgruppe

getroffen werden kann.
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Abbildung R16: Ergebnisse des mtNOD-Stammes aus den Lernversuchen im MWM.

Die obere Reihe und das Diagramm unten links zeigen die Lernverldufe innerhalb der Altersgruppen 3,
12 und 24 Monate im Vergleich zu den Kontrollen BL6 (schwarz) und mtAKR (grau), das Diagramm
unten rechts zeigt die Lernverldufe innerhalb des mtNOD-Stammes in den untersuchten Altersgruppen.
Dargestellt ist die geschwommene Strecke in Form von Liniendiagrammen mit angegebenem
Standardfehler iiber die Versuchstage eins bis sieben. n-Zahlen (3;12;24 Monate): mtNOD (10;10;1);
BL6 (10;14;9); mtAKR (17; 9; 12); Varianzanalyse mit Post-Hoc-Test (Tukey)
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MtFVB (Mutation in Komplex V) zeigte beim Vergleich zu den Kontrollen ebenfalls
keine signifikanten Unterschiede im rdumlichen Lernvermdgen (Abbildung R17).
Allerdings gab es innerhalb des Stammes altersabhéngige Veridnderungen. Die Gruppe
der 3-Monate alten Tiere zeigte bereits an Versuchstag zwei einen starken Lernerfolg,
der sich anschliefend bis zum Ende des Versuches weiter leicht verbesserte. Bei den
12- und 24-Monate alten Tieren setzte dieser Lernerfolg deutlich langsamer ein und war

somit im Vergleich zu den frith-adulten Tieren signifikant verschieden.
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Abbildung R17: Ergebnisse des mtFVB-Stammes aus den Lernversuchen im MWM.

Die obere Reihe und das Diagramm unten links zeigen die Lernverldufe innerhalb der Altersgruppen 3,
12 und 24 Monate im Vergleich zu den Kontrollen BL6 (schwarz) und mtAKR (grau), das Diagramm
unten rechts zeigt die Lernverldufe innerhalb des mtFVB-Stammes in den untersuchten Altersgruppen.
Dargestellt ist die geschwommene Strecke in Form von Liniendiagrammen mit angegebenem
Standardfehler iiber die Versuchstage eins bis sieben. n-Zahlen (3;12;24 Monate): mtFVB (9;8;10); BL6
(10;14;9); mtAKR (17; 9; 12); Varianzanalyse mit Post-Hoc-Test (Tukey); * p < 0,05; ** p < 0,01
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In der Altersgruppe 24-Monate waren nicht immer alle Versuchstiere dazu in der Lage,
den durch das Schwimmen mit korperlicher Anstrengung verbundenen Lernversuch
komplett zu absolvieren. Dazu illustriert das Histogramm in Abbildung R18 den Anteil
dieser Tiere an der gesamten Versuchsgruppe. Bei mtNOD war er besonders hoch, weil
nur ein einziges Tier den kompletten Lernversuch absolvieren konnte. Dies stellt einen
signifikanten Unterschied zu allen anderen Staimmen dar und konnte auf eine

altersassoziierte Form der Belastungsintoleranz hindeuten.
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Abbildung R18: Vergleich des prozentualen Anteils an Tieren mit Verinderungen in der
mitochondrialen Atmungskette, welche den MWM Lernversuch komplett absolvierten.

Das Histogramm zeigt den prozentualen Anteil an Tieren in der Altersgruppe 24 Monate, die den MWM
Lernversuch komplett absolvieren konnten, beziehungsweise den Anteil der Tiere, bei denen aus
korperlichen Griinden der Versuch vorzeitig abgebrochen werden musste. Exakter Test nach Fisher; **
signifikanter Unterschied mit p < 0,01 zu allen anderen Stimmen
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3.3.3 Lernverlauf der UCP2-Knockout-Mutante

Die Lernverldufe der UCP2-Knockout-Mutante zeigten keine altersabhéngige
Veridnderung (Abbildung R19). Im Vergleich zur BL6-Kontrolle wiesen die 3-Monate
alten Tiere ein signifikant vermindertes Lernvermdgen auf, die Lernkurve lag konstant
iber der der Kontrolle. Das besondere bei diesem Stamm war die schlechte kdrperliche
Verfassung der Tiere im Alter von 24 Monaten, die dazu fiihrte, das mit Tieren dieser
Altersgruppe keine Lernversuche im Watermaze durchgefiihrt werden konnten. Bei
einem Tier der Altersgruppe 3-Monate musste der Lernversuch, ebenfalls auf Grund

schlechter Konstitution, vorzeitig abgebrochen werden.
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Abbildung R19: Ergebnisse der UCP2-Knockout-Mutante aus den Lernversuchen im MWM.

Die obere Reihe zeigt die Lernverldufe innerhalb der Altersgruppen 3 und 12 Monate im Vergleich zur
Kontrolle BL6 (schwarz). Das Diagramm unten links zeigt die Lernverliufe innerhalb des UCP2”-
Stammes in den untersuchten Altersgruppen. Dargestellt ist die geschwommene Strecke in Form von
Liniendiagrammen mit angegebenem Standardfehler iiber die Versuchstage eins bis sieben. n-Zahlen
(3;12;24 Monate): ucP2”- (12;10;0); BL6 (10;14;9); Varianzanalyse; ** p <0,01;

Das Histogramm unten rechts zeigt den prozentualen Anteil an Tieren in der Altersgruppe 3 Monate, die
den MWM Lernversuch komplett absolvieren konnten, beziehungsweise den Anteil der Tiere, bei denen
aus korperlichen Griinden der Versuch vorzeitig abgebrochen werden musste.
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3.3.4 Lernverlauf der Mausstimme mit Verdnderungen in der mitochondrial
kodierten Arginin-spezifischen tRNA

Zwischen den Mausstimmen mit Verdnderungen in der mitochondrial kodierten
Arginin-spezifischen tRNA konnte nur in der Altergruppe 24-Monate ein signifikanter
Unterschied im rdumlichen Lernvermdgen festgestellt werden (Abbildung R20). Dieser
bestand zwischen BL6 (8 A) und mtMRL (10-12 A). Wahrend die Lernkurve der BL6-
Maiuse auf einem mittleren Niveau startete und erst ab Tag sechs eine Verbesserung der
Lernleistung zeigte, bendtigten die mtMRL-Méduse bis zum filinften Versuchstag
deutlich mehr Schwimmstrecke zur Orientierung im Versuchsbecken. Allerdings
konnten sie im weiteren Verlauf die BL6-Méuse liberholen und am letzten Versuchstag
mit weniger Schwimmstrecke die Zielplattform erreichen (mtMRL: 256 cm + 44 cm;
BL6: 325 cm + 47 cm). Im Altersvergleich zeigten die mtMRL-Maéduse einen
signifikanten Unterschied im rdumlichen Lernen zwischen allen untersuchten
Altersgruppen, wobei eine umgekehrte Proportionalitit zwischen Lernvermdgen und

Alter zu beobachten war.
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Abbildung R20: Ergebnisse der Mausstimme mit Verinderungen in der mitochondrial kodierten
Arginin-spezifischen tRNA aus den Lernversuchen im MWM.

Die Diagramme der oberen Reihe und unten links zeigen die Lernverldufe der Stimme BL6 (schwarz),
mtAKR (grau), mtNOD (blau) und mtMRL (tiirkis) innerhalb der Altersgruppen 3, 12 und 24 Monate.
Das Diagramm unten rechts zeigt die Lernverldufe innerhalb des mtMRL-Stammes in den untersuchten
Altersgruppen. Dargestellt ist die geschwommene Strecke in Form von Liniendiagrammen mit
angegebenem Standardfehler iiber die Versuchstage eins bis sieben. n-Zahlen (3;12;24 Monate): BL6
(10;14;9); mtAKR (17; 9; 12); mtNOD (10;10;1); mtMRL (10;10;8); Varianzanalyse mit Post-Hoc-Test
(Tukey); * p<0,05; ** p<0,01

Auch beim mtMRL-Stamm waren in der Altersgruppe 24-Monate nicht alle
Versuchstiere korperlich dazu in der Lage, den Lernversuch komplett zu absolvieren.
Dazu illustriert Abbildung R21 den Anteil dieser Tiere an der gesamten
Versuchsgruppe. Dieser lag bei mtMRL auf vergleichbarem Niveau wie bei den
Kontrollen. Somit fiel mtNOD (10 A), wo nur ein einziges Tier den kompletten
Lernversuch absolvieren konnte, auch im Vergleich zu den Stimmen mit
Verdnderungen in der mitochondrial kodierten Arginin-spezifischen tRNA durch eine

stark signifikant erhdhte Abbruchrate auf.
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Abbildung R21: Vergleich der Tierzahlen mit absolviertem MWM Lernversuch der Mausstiimme

mit Verinderungen in der mitochondrial kodierten Arginin-spezifischen tRNA.

Das Histogramm zeigt den prozentualen Anteil an Tieren in der Altersgruppe 24 Monate, die den MWM
Lernversuch komplett absolvieren konnten, beziehungsweise den Anteil der Tiere, bei denen aus
korperlichen Griinden der Versuch vorzeitig abgebrochen werden musste. Exakter Test nach Fisher;
** signifikanter Unterschied mit p < 0,01 zu allen anderen Stimmen

3.4  Erfassung der mittleren Lebensdauer

Zur Lebenszeitanalyse aller untersuchter Mausstimme wurden die Tiere unter

definierten Bedingungen bis zu ihrem natiirlichen Lebensende gehalten. Die

unterschiedlichen n-Zahlen ergaben sich durch die unterschiedliche Verfiigbarkeit der

Tiere (Ankauf versus zentrales Tierhaus versus Eigenzucht) und sind {iberdies der

Grund, warum von einer geschlechtergetrennten Darstellung abgesehen wurde. Die

Ergebnisse sind in Tabelle R1 unter Angabe der jeweiligen Tierzahl zusammengefasst.

Tabelle R1: Mittlere Lebenszeiten der untersuchten Mausstimme

BL6 mtAKR mtALR  mt129S1 mtNOD mtFVB UCP2”" mtMRL
Median [d] 802 801 803 836 783 843 681 829
n - Zahl 61 70 30 43 42 42 44 68
Konfidenz- 780 745 788 768 744 764 632 787
intervall - - - - - - - -
(95%) [d] 824 857 818 905 822 922 730 871
1000 d 11,5 % 7,1 % 3,3% 9,3 % 0% 11,9 % 0% 11,8%
Altestes 1192 1060 1003 1021 987 1049 906 1109
Tier [d]
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3.4.1 Lebensdauer der Kontrollstimme

Die verwendeten Kontrollstimme BL6 und mtAKR zeigten bei der Analyse ihrer
Lebenszeitspanne keine signifikanten Unterschiede (Abbildung R22). Die mittlere
Uberlebenszeit lag mit nur einem Tag Unterschied sehr dicht bei einander. Allerdings
fiel beim Vergleich der Uberlebenskurven auf, dass beim mtAKR-Stamm (Tag 165) die
ersten Tiere sehr viel frither verstarben als bei BL6 (Tag 428).
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Abbildung R22: Uberlebensanalyse der Kontrollstimme.
Analyse der Uberlebenszeiten der Kontrollstimme BL6 (schwarz) und mtAKR (grau).
n-Zahlen (n): BL6 (61); mtAKR (70); Log-Rang-Test (Mantel-Cox)

Im mittleren Bereich, etwa ab Tag 700, waren beide Kurven nahezu deckungsgleich und
trennten sich erst im hohen Alter, etwa ab Tag 950, wieder, wobei auch hier der BL6-
Stamm (11,5 % der Tiere lebten 1000 und mehr Tage) mit einer groferen Anzahl sehr
alter Tiere besser abschnitt als mtAKR (7,1 % der Tiere lebten 1000 und mehr Tage).
Das Tier, welches von allen Versuchstieren mit Abstand am ldngsten lebte, war mit

1192 Tagen ein BL6-Ménnchen.
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3.4.2 Lebensdauer der Mausstimme mit Verdnderungen in  der
mitochondrialen Atmungskette

Der Vergleich der Uberlebenszeiten der Mausstimme mit Verinderungen in der
mitochondrialen Atmungskette ergab eine signifikant ldngere Lebenszeit des mtFVB-
Stammes (Mutation in Komplex V) gegeniiber der mtAKR-Kontrolle (Abbildung R23).
Die Uberlebenskurve von mtAKR lag iiber den gesamten Untersuchungszeitraum (mit

Ausnahme der am ldngsten lebenden Tiere) deutlich unter der von mtFVB.
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Abbildung R23: Uberlebensanalyse der Mausstimme mtALR, mt129S1, mtNOD und mtFVB.
Analyse der Uberlebenszeiten von mtALR (oben links), mt129S1 (oben rechts), mtNOD (unten links)
und mtFVB (unten rechts) im Vergleich zu den Kontrollstimmen BL6 (schwarz) und mtAKR (grau).
n-Zahlen (n): mtALR (30); mt129S1 (43); mtNOD (42); mtFVB (42); BL6 (61); mtAKR (70); Log-Rang-
Test (Mantel-Cox); * p < 0,05
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Auch im Vergleich der conplastischen Stimme untereinander fiel mtFVB durch eine zu
mtNOD (Komplex IV) und mtALR (Komplex I) signifikant ldngere Lebenszeit auf
(Abbildung R24). Zudem gab es bei den mtFVB-Tieren, wie aus Tabelle R1 ersichtlich,

mit 11,9 % den groflten Anteil an Tieren, die 1000 Tage und dlter wurden.
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Abbildung R24: Uberlebensanalyse der Mausstimme mit Verinderungen in der mitochondrialen
Atmungskette.

Vergleichende Analyse der Uberlebenszeiten von mtALR (rot), mt129S1 (griin), mtNOD (blau) und
mtFVB (orange). Die kleinen Diagramme rechts heben die im Vergleich zu mtFVB kiirzeren
Lebenszeiten von mtALR (oben) und mtNOD (unten) hervor. n-Zahlen (n): mtALR (30); mt129S1 (43);
mtNOD (42); mtFVB (42); Log-Rang-Test (Mantel-Cox); ** p < 0,01

Die Uberlebenskurve von mtNOD lag ab dem ersten verstorbenen Tier nach 219 Tagen
konstant unter der von mtFVB. Keines der mtNOD-Tiere erreichte eine Lebenszeit von
1000 Tagen. Die Uberlebenskurve von mtALR lag sowohl im Anfangs- als auch im
Endbereich unter der von mtFVB, im mittleren Lebensalter um den Tag 800 ndherten
sich die Kurven beider Stimme an. Der Anteil an Tieren, die 1000 Tage und alter

wurden, war mit 3,3 % bei mtALR gering.
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3.4.3 Lebensdauer der UCP2-Knockout-Mutante

Wie aus Abbildung R25 ersichtlich, wies die UCP2-Knockout-Mutante (Median 681
Tage) im Vergleich zur BL6-Kontrolle (Median 802 Tage) eine deutlich verringerte
Lebenszeit auf. Das erste Tier verstarb nach 208 Tagen und die Uberlebenskurve lag
iiber den gesamten Untersuchungszeitraum unter der von BL6. Keines der UCP2”"-Tiere
erreichte ein Alter von 1000 Tagen und das Alter des éltesten Tieres im Experiment
unterschied sich im Vergleich zur Kontrolle um 286 Tage (UCPZ'/': 906 Tage; BL6:
1192 Tage).
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Abbildung R25: Uberlebensanalyse der UCP2-Knockout-Mutante.
Analyse der Uberlebenszeiten von UCP2™" (lila) im Vergleich zur BL6-Kontrolle (schwarz). n-Zahlen (n):
UCP2™ (44); BL6 (61); Log-Rang-Test (Mantel-Cox); ** p < 0,01
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3.4.4 Lebensdauer der Mausstimme mit Verdnderungen in der mitochondrial
kodierten Arginin-spezifischen tRNA

Bei der Analyse der Lebenszeiten der Mausstimme mit Verdnderungen in der
mitochondrial kodierten Arginin-spezifischen tRNA gab es keine signifikanten
Unterschiede zu den Kontrollstimmen BL6 und mtAKR (Abbildung R26). MtMRL
(10-12 A) zeigte zwar tendenziell eine Verldngerung der Lebenszeit, vor allem im
Vergleich zu mtAKR, diese erreichte allerdings nicht das geforderte Signifikanzniveau

(p = 0,058 zu mtAKR).
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Abbildung R26: Uberlebensanalyse der Mausstiimme mit Verinderungen in der mitochondrial
kodierten Arginin-spezifischen tRNA.

Analyse der Uberlebenszeiten von mtNOD (blau) und mtMRL (tiirkis) im Vergleich mit den Kontrollen
BL6 (schwarz) und mtAKR (grau). Das Diagramm rechts hebt die im Vergleich zu mtMRL kiirzere
Lebenszeit von mtNOD hervor. n-Zahlen (n): mtNOD (42); mtMRL (68); BL6 (61); mtAKR (70); Log-
Rang-Test (Mantel-Cox); ** p < 0,01

Im direkten Vergleich der Lebenszeiten von mtMRL und mtNOD (10 A) ergab sich ein
deutlicher signifikanter Unterschied (p = 0,004). Wie in Abbildung R26 ersichtlich, lag
die Uberlebenskurve von mtNOD konstant unter der von mtMRL. Wihrend bei mtNOD
kein Tier ein Alter von 1000 Tagen und mehr erreichte, schafften dies bei mtMRL acht
Tiere (11,8 %). Das ilteste Tier des mtMRL-Stammes wurde mit 1109 Tagen ganze 122
Tage élter als das des mtNOD-Stammes.
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3.5  Zusammenfassung der Ergebnisse

Die nachfolgenden zwei Tabellen fassen zur Ubersicht die beschriebenen Ergebnisse in
Kurzform zusammen. Dabei sind, auller fiir die Lebenszeitdaten und die Konstitution im
Alter von 24 Monaten, jeweils zwei Informationen pro Stamm angegeben:

Zum FEinen ist eine mogliche Verdnderung innerhalb eines Stammes im
Alterungsverlauf als richtungsweisendes Pfeildiagramm dargestellt. Zum Anderen sind
die Ergebnisse der Mutanten-Stimme mit denen der jeweiligen Kontrolle (mtAKR; bei
UCP2” BL6) verglichen worden. Hierbei ist ein moglicher Unterschied mit + oder —

gekennzeichnet (siche Legende unter Tabelle R3).

Tabelle R2: Zusammenfassung der Ergebnisse der Mausstimme mit Verdnderungen in der
mitochondrialen Atmunsgkette und der UCP2-Knockout-Mutante

SNP Komplex Komplex Komplex Komplex
- - UCP2 ko
Atmungskette I 111 1\Y \
A an mt nt9821 9 9 9 10 9 8 8
Lebenszeit
801 803 836 783 843 + 802 681 - -
Median [d]
Konstitution 24 ~ ~ ) ~ _
Monate - -
Lernvermogen - - - -
> 2 vz >N\ 2
MWM —t— k t ; t J k t i k t k t i
GFAP/NeuN - oroF N
1 0’.'+ .0‘-"
Hippocampus — / — A o
- ++ --
ROS -
C ++ + -- ++

\
g
N
N
!
!
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Tabelle R3: Zusammenfassung der Ergebnisse der Mausstimme mit Verdnderungen in der
mitochondrial kodierten Arginin-spezifischen tRNA

o

A an mt nt9821 8 9 10 10-12
SNP
- - Komplex [V -
Atmungskette
Lebenszeit
802 801 783 829
Median [d]

Konstitution 24 Monate =

GFAP/NeuN

Lernvermogen
> >
MWM —t — —t

,a’
-
A

Hippocampus "

VI IS

NS

H i —
—>

ROS
C —/
L : — Al
egende 3 12 o4 tersgruppen

_—7 Zunahme +
N Abnahme -
—> keine Veranderung
+/- signifikanter Unterschied mit p < 0,05 zur Kontrolle gleichen Alters
++/-- signifikanter Unterschied mit p < 0,01 zur Kontrolle gleichen Alters
E— statistisch signifikant
------------ > Tendenz ohne statistische Signifikanz
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4 Diskussion

Defekte der mitochondrialen DNA, die gro3e Bereiche betreffen, wurden vielfach mit
negativen Auswirkungen auf die Lebensdauer und Gewebeintegritit der betroffenen
Organismen beschrieben (Wallace et al., 1988; Holt et al., 1988; Cortopassi et al., 1992;
Gorman et al., 2015). Der vorliegenden Arbeit lag die Frage zu Grunde, ob bereits
spezifische Punktmutationen in der mtDNA Parameter wie Lebensdauer und
Lernvermdgen beeinflussen. Von besonderem Interesse waren dabei Punktmutationen
in Genen der mitochondrialen Atmungskette, da hier auftretende Verdnderungen leicht
mitochondriale Dysfunktion zur Folge haben konnen (Torraco et al, 2015).
Uberdies erscheinen Verinderungen in Genen der mitochondrialen tRNAs fiir die
Ausbildung von Dysfunktionen besonders bedeutsam, da tRNA Mutationen fiir etwa die
Halfte aller Erkrankungen, die auf eine Mutation im mitochondrialen Genom
zuriickgehen, verantwortlich sind. Dies ist insofern erstaunlich, weil tRNA-Gene nur
circa zehn Prozent der mitochondrialen DNA ausmachen (Moreno-Loshuertos et al.,
2011; Schon et al., 2012).

Bekannte Mausmodelle zur Untersuchung von mitochondrialer Dysfunktion fokussieren
iiblicherweise auf zwei grundlegende Ansétze: Die meisten beschriebenen Modelle sind
Knockouts oder Knockins von kernkodierten Genen der Atmungskettenkomplexe oder
essentieller strukturgebender Faktoren (Torraco ef al., 2015). Der zweite, oft genutzte
Ansatz besteht darin, die Entstehung von zufilligen Mutationen in der mtDNA zu
forcieren, welche zum Beispiel durch eine defekte Korrekturlesefunktion der
mitochondrialen DNA-Polymerase Poly bei der sogenannten Mutator-Maus erzielt
werden (Trifunovic et al., 2004; Kujoth et al, 2005). Der in der vorliegenden Arbeit
verfolgte Ansatz ging dagegen von conplastischen Maéausen mit definierten
Punktmutationen in der mitochondrialen DNA (mit Ausnahme von UCP27") aus, um
diesen mogliche Phanotypen konkret zuordnen zu konnen. Dabei entsprechen die
verwendeten conplastischen Mausstdimme eher einer Krankheitssimulation durch
erbliche Mutation (eine Mutation in hoher Kopienzahl) als einer Alterssimulation mit
vielen verschiedenen Mutationen in jeweils geringer Anzahl pro Zelle (Dufor et al.,
2004). Dadurch war, mit Ausnahme der heteroplasmischen tRNA-Mutationen,
gewdhrleistet, dass ein moglicher Phanotyp direkt mit der betreffenden Mutation

korreliert werden kann.
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Damit eine mitochondriale Dysfunktion entsteht, ist es nach Larsson (Larsson 2010)
erforderlich, dass sie einen entsprechenden Anteil an allen mtDNA-Kopien der Zelle
ausmacht, welcher je nach betroffenem Gen bei mindestens 60 Prozent liegt. Daher sind
wahrscheinlich eher vererbte Mutationen oder solche, die in jungen Jahren entstehen
und sich durch klonale Expansion vermehren, dazu in der Lage, einen bestimmten

Phénotyp hervorzurufen (Kauppila et al., 2015).

4.1 Der Einfluss von einzelnen Punktmutationen in Genen der mitochondrialen

Atmungskette

MtALR — Die Punktmutation im Atmungskettenkomplex I beeintrdchtigt vor allem die
spdt-adulte Lebensphase.

Komplex I ist das grofite Enzym der mitochondrialen Atmungskette und besteht aus
mindestens 44 Untereinheiten, wovon sieben mitochondrial kodiert sind (Brandt, 2006).
Etwa die Halfte aller bekannten Krankheiten, die den mitochondrialen
Energiemetabolismus betreffen, sind auf Mutationen im Komplex I zuriickzufiihren
(Smeitink et al., 2001). Gleichzeitig gilt Komplex I quasi als Hauptentstehungsort fiir
mitochondriales Superoxid innerhalb der Atmungskette (Wirth et al, 2016). Daher
erschien der mtALR Stamm zu Beginn der Untersuchungen als besonders interessant.
Aus der Literatur bekannte Mausmodelle mit beeintrichtigter Komplex-I-Aktivitit
zeigen zumeist drastische Phédnotypen mit deutlich reduzierter Lebenserwartung: So
fiihrt zum Beispiel das Ausschalten der Komplex-I-Untereinheit NDUFS4, welche
essentiell fiir die Assemblierung und Stabilitdt von Komplex I ist (Antonicka et al.,
2003a; Lazarou et al., 2007), zu einem dem Leigh Syndrom #hnlichen Phénotyp mit
Ataxie, Blindheit, verzogertem Wachstum und verfriihtem Tod der Mause im Alter von
sieben Wochen (Kruse et al., 2008). Der generelle Knockout der Untereinheit NDUFAS
ist in Médusen sogar embryonal lethal. Ein postnataler Knockout, der zellspezifisch nur
Neurone betrifft, fiihrt zu einem milden Phénotyp mit altersassoziiertem Verlust der
motorischen Fidhigkeiten ab einem Alter von elf Monaten (Peralta er al., 2013).
NDUFS6 ist eine konservierte Untereinheit von Komplex I und Teil des enzymatischen
Kerns (Fearnley et al., 1992; Hirst et al., 2003). Ndufs6-Knockout-Méuse zeigen eine

starke Cardiomyopathie und versterben frith nach etwa vier bis fiinf Monaten (Ke et al.,
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2012). Eine heteroplasmische Mutation in der mitochondrial kodierten Komplex-I-
Untereinheit ND6 fiihrt bei den entsprechenden Méusen zu altersassoziiertem Verlust
von Axonen des Sehnervs mit abnormaler Mitochondrienmorphologie, verminderter
Komplex-I-Aktivitdt und hohem ROS Gehalt (Lin et al., 2012).

Beim mtALR-Mutantenstamm dagegen konnte in keiner der untersuchten
Altersgruppen ein signifikanter Unterschied zur mtAKR-Kontrolle im Gehalt an
mitochondrialem Superoxid festgestellt werden. Da allerdings gerade bei der friih-
adulten Gruppe eine recht groBe Streuung auftrat, konnte eine Erhohung der
Stichprobenanzahl in dieser Altersgruppe einen moglicherweise vorhanden Unterschied
sichtbar machen. Der signifikante Unterschied zum BL6-Stamm legt dies nahe.
Tatsdchlich unterschied sich der mtALR-Stamm in Bezug auf mitochondriales ROS
vom mtAKR-Kontrollstamm dahingehend, dass bei der Komplex-I-Mutante der
Superoxidgehalt {iber alle untersuchten Altersgruppen auf einem konstant hohen Niveau
verblieb, wohingegen die Kontrolle einen altersabhidngigen Anstieg aufwies. Insofern
scheint die Mutation des mtALR-Stammes die ROS-Produktion durchaus zu
beeinflussen. In einer Partnerarbeitsgruppe des Verbundprojektes ROSAge wurde bei
Fibroblasten von mtALR-Tieren eine erhdhte Aktivitit des Atmungskettenkomplexes |
gemessen (Schauer ef al., 2015). Dies konnte den tendenziell héheren Superoxidgehalt
in frith-adulten Tieren erkldren. Im Sinne der Mitohormesis-Hypothese wiére zu
erwarten, dass dadurch Gegenmechanismen, wie zum Beispiel eine verstirkte
Expression antioxidativer Enzyme (Sena ef al., 2012; Ristow, 2014; Yun ef al., 2014),
in Gang gesetzt werden. Diese Hypothese passt zu dem Ergebnis der gleichbleibenden
Superoxid-Spiegel iiber alle Altersgruppen, da durch einen hoheren Gehalt an ROS-
abbauenden Enzymen der normalerweise altersassoziierte Anstieg von ROS (Bokov et
al., 2004) unterdriickt werden konnte. Zur Kldrung dieser Hypothese wire in
weiterfilhrenden Arbeiten eine Analyse der Expression antioxidativer Enzyme notig.
Ein weiterer interessanter Aspekt des mtALR-Stammes ist der signifikant geringere
GFAP-Gehalt im Hippocampus wiahrend der spét-adulten Lebensphase. Auch der
GFAP-Gehalt bleibt bei den mtALR-Méausen, ebenso wie der Gehalt an
mitochondrialem Superoxid, iiber alle untersuchten Altersgruppen konstant. GFAP ist
Hauptbestandteil der Intermedidrfilamente von Gliazellen und kommt im
Zentralnervensystem iiberwiegend in Astrocyten vor. Zusitzlich zu seiner Beteiligung
am Cytoskelett ist es von besonderer Bedeutung bei der Aktivierung von Astrocyten

(Zhang et al., 2017). Diese und die damit verbundene Steigerung der GFAP-Expression
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spielen eine wichtige Rolle beim Erhalt der Integritdt des Gehirns in der akuten Phase
von traumatischen Ereignissen und bei oxidativem Stress (Pekny et al., 2014; Daverey
et al., 2016). Daher konnte der verminderte Gehalt an GFAP im Alter von 12 Monaten
eine direkte Folge dessen sein, dass es bei mtALR zu keiner Verdnderung des ROS-
Gehaltes von der friih- zur spit-adulten Lebensphase kommt. Dies sprache fiir eine
Signalfunktion von ROS bei der Aktivierung von Astrocyten.

Wie die Arbeitsgruppe um Milos Pekny zeigen konnte, spielen die Intermedidrfilamente
in Astrocyten, dabei vor allem GFAP und Vimentin, eine wichtige Rolle im
Antwortverhalten auf oxidativen Stress (de Pablo et al., 2013). Die Arbeitsgruppe
postulierte, dass GFAP essentiell fiir die Eliminierung von ROS ist und schlug als einen
moglichen Mechanismus eine Sensorfunktion von GFAP fiir ROS vor. In Versuchen
mit neuronalen Zellkulturen konnte die Arbeitsgruppe zeigen, dass bei Sauerstoffentzug
das GFAP-Signal in Astrocyten abnimmt. Ist Sauerstoff anschlieBend wieder verfiigbar,
kommt es zundchst zu einem erhdhten Gehalt an Sauerstoffradikalen und gleichzeitig
steigt auch das GFAP-Signal wieder an. Da der Gehalt an mitochondrialem Superoxid
bei mtALR-Tieren keinen altersabhidngigen Anstieg zeigt, kommt es folglich auch zu
keinem GFAP-Anstieg.

Uberdies korrelliert der verminderte GFAP-Gehalt im Hippocampus mit einer
signifikant schlechteren Lernleistung im Water Maze im Alter von 12 Monaten. Dieses
Ergebnis lieBe sich, wenn der verminderte GFAP-Gehalt im Sinne einer reduzierten
Astrocytenzahl oder -—aktivitit gedeutet wird, lber die Vielzahl der wichtigen
Astrocytenfunktionen erkldren, welche nachgewiesenermaflen fiir das Lernen von
entscheidender Bedeutung sind. Eine dieser Funktionen ist das Astrocyten-Neuronen-
Lactat-Shuttling, wobei Astrocyten Glucose zu Lactat verstoffwechseln und dieses
anschlieend den Neuronen zur Energiegewinnung zur Verfiigung stellen (Bélanger et
al., 2011). In Verhaltensversuchen mit Ratten konnte gezeigt werden, dass dieser
Lactat-Transport essentiell fiir ein funktionierendes Langzeitgedéchtnis ist (Suzuki et
al., 2011). Uberdies spielen Interaktionen zwischen Neuronen und Astrocyten eine
wichtige Rolle bei der Entwicklung und Plastizitdt von Synapsen (Allen et al., 2005),
welche ihrerseits als zentrale zelluldre Grundlage von Lernprozessen angesehen wird
(Bliss et al., 1993). Astrocyten setzen dabei Substanzen frei, wie zum Beispiel
Thrombospondin, welches die Synaptogenese steuert, oder den Neurotransmitter D-
Serin, welcher die synaptische Transmission reguliert (Halassa et al., 2007). An

excitatorischen Synapsen konnen Astrocyten synaptische Aktivitit erkennen und
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reagieren darauf mit der Freisetzung von Gliotransmittern, welche die Aktivitit des
entsprechenden Neurons modulieren (Halassa et al., 2007). Uberdies konnte gezeigt
werden, dass die Wiederaufnahme von Glutamat aus dem synaptischen Spalt durch
Astrocyten kritisch fiir den Ablauf hippocampaler Lernvorgénge ist (Filosa ef al., 2009).
Folglich konnte die verminderte Astrocytenaktivitdt der 12 Monate alten mtALR-Tiere
den Lernerfolg negativ beeinflusst haben.

Mechanismen der Mitohormesis haben vielfach einen positiven Einfluss auf die
Lebensdauer der entsprechenden Organismen (Holzenberger et al., 2003; Barros et al.,
2004; Quarrie et al., 2004; Kappeler et al., 2008). Dieser konnte fiir den mtALR-Stamm
nicht beobachtet werden, die in der Arbeit festgestellte mittlere Lebensdauer war

lediglich um zwei Tage langer als die des Kontrollstammes.

Mt129S1 — Die Verdnderung im Atmungskettenkomplex III beeintrdchtigt das

Lernvermaogen in der friih-adulten und die Konstitution in der senilen Lebensphase.

Atmungskettenkomplex III besteht aus drei katalytischen und acht strukturellen
Untereinheiten, wovon eine der katalytischen, Cytochrom b, mitochondrial kodiert ist
(Toracco et al., 2015). Isolierte Komplex-III-Defizienz ist beim Menschen
vergleichsweise selten, wird aber mit einer groen Bandbreite an Symptomen wie
Cardiomyopathie,  Belastungsintoleranz,  neurologischen = Abnormalititen  und
psychomotorischer Retardierung in Zusammenhang gebracht (Keightley et al., 2000;
Haut et al., 2003; Diaz et al., 2011). Interessanterweise liegen Komplex-III-Mutationen,
die beim Menschen einen pathogenen Phédnotyp hervorrufen, nahezu ausschlieflich in
der mitochondrial kodierten Untereinheit (Barel ef al., 2008), welche auch bei dem in
dieser Arbeit verwendeten mt129S1-Stamm eine Punktmutation trigt. Mausmodellen
mit Komplex-III-Defizienz ist in der Regel eine deutlich reduzierte Lebensdauer
gemeinsam (Leveen et al., 2011; Hughes et al., 2011; Diaz et al., 2012). Besonders
interessant unter dem Aspekt von Verdnderungen im Gehirn sind die Ergebnisse einer
Arbeitsgruppe die mit risp-Knockout Madusen gearbeitet hat. RISP ist eine der
kernkodierten  katalytischen  Untereinheiten von Komplex III  und der
neuronenspezifische Knockout fiihrte bei den Versuchsméusen zu einer stark verkiirzten
Lebensdauer von durchschnittlich nur drei Monaten. Histologische Untersuchungen

ergaben erhohten oxidativen Stress mit vermehrtem Absterben von Neuronen

75



vornehmlich im Bereich des Piriformen Cortex und des Hippocampus (Diaz et al.,
2012).

Beim mt129S1-Stamm konnten keine erhohten ROS-Gehalte festgestellt werden.
Auffillig gegeniiber der Kontrolle war lediglich die grofle Streuung der Messwerte in
der senilen Altersgruppe, die sowohl im Neocortex, als auch besonders stark im
Hippocampus auftrat. Dies konnte auf einen milden Effekt der Mutation auf die
Entstehung von Superoxidanionen hindeuten, welcher sich altersabhéngig verstarkt und
dessen Auspriagung interindividuell verschieden ablduft. Zu dieser Theorie konnte
ebenfalls das Ergebnis der GFAP-Messung beitragen. Der GFAP-Gehalt im
Hippocampus ist zu keinem der untersuchten Alterszeitpunkte von der Kontrolle
abweichend. Allerdings kommt es bei den mt129S1-Tieren zu einem iiber alle
Altersgruppen fortlaufenden Anstieg des GFAP-Signals, welches beim Kontrollstamm
nur bis zur spét-adulten Altersgruppe ansteigt und danach stabil bleibt.

Uberraschend war das signifikant schlechtere Lernvermdgen der mt129S1-Méiuse im
Alter von drei Monaten, zumal dies weder mit Verdnderungen im mitochondrialen
ROS-Gehalt noch im GFAP-Gehalt korreliert und damit nicht mit den in der
vorliegenden Arbeit durchgefiihrten Untersuchungen erklédrbar ist. Stattdessen konnte
dieses Ergebnis auf die in der Altersgruppe 3-Monate unausgewogene
Geschlechterverteilung (mt129S1: 27 % Maiannchen; mtAKR-Kontrolle: 47 %
Mainnchen) der Gruppe fiir die Water Maze Versuche zuriickzufiihren sein. Studien, die
die Lernleistung von Mausen geschlechterspezifisch vergleichen, zeigen -einen
signifikanten Unterschied zwischen den Geschlechtern sowohl bei der Zeit bis zum
Auffinden der Plattform, als auch bei dem in dieser Arbeit verwendeten
Auswerteparameter der geschwommenen Strecke, wobei ménnliche Méuse in beiden
Punkten besser abschneiden als weibliche (Fritz et al., 2017). Es wire folglich durchaus
moglich, dass das signifikant schlechtere Lernvermdgen der mt129S1-Tiere in der friih-
adulten Gruppe als eine Art Artefakt allein der Geschlechterverteilung geschuldet ist.
Andererseits konnte dieses Ergebnis auch auf eine milde Form der Belastungsintoleranz
hindeuten. Dieser Phianotyp ist bei Menschen mit Verdnderungen in der mitochondrial
kodierten Untereinheit von Komplex III vielfach beschrieben (Andreu et al, 1999;
Bruno et al, 2003; Carossa et al, 2014). Im Sinne schlechterer physischer
Voraussetzungen wiére es fiir die mt129S1-Méuse folglich schwerer, den gleichen
Lernerfolg wie die Kontrolltiere zu erzielen. Diese Theorie wiirde zudem dadurch

gestlitzt, dass in der senilen Altersgruppe eine (nicht signifikant) erhdhte Anzahl an
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Tieren ('/3 der Versuchstiere) auf Grund ihrer physischen Konstitution nicht in der Lage
war, den Schwimmversuch vollstindig zu absolvieren. Da bei der Belastungsintoleranz
vor allem Verdnderungen im Herz- und Skelettmuskel sichtbar werden (Kitzman et al.,
2011), sollte sich zur Abkldarung dieser Hypothese eine histologische Analyse dieser
Gewebe anschlieBen. Es wire allerdings auch moglich, dass bei den friih-adulten
mt129S1-Maiusen tatséchlich ein lernbeeintrachtigter Phanotyp vorliegt. Eine mdgliche
Erkldrung dafiir wire zum Beispiel ein Szenario, welches auf die Organisation der
Atmungskettenkomplexe aufbaut. So deuten zunehmend Studien darauthin, dass sich
die Proteinkomplexe in Abhingigkeit verschiedener Bedingungen, unter anderem zum
Schutz vor ROS, zu sogenannten Superkomplexen zusammenlagern (Acin-Peréz et al.,
2014). Untersuchungen an Zellkulturen konnten zeigen, dass die Bildung von
Superkomplexen in besonderem MalBle von Komplex III (Acin-Peréz et al., 2004) und
Komplex IV (Diaz et al, 2006) abhidngig ist. Unter der Annahme, dass die
Punktmutation in Komplex III des mtl129S1-Stammes zum Beispiel durch eine
Verianderung der Tertidr- beziehungsweise Quartirstruktur des Proteinkomplexes in der
Folge zu einer verminderten ATP-Synthese fiihrt, hitte dies besonders fiir Neuronen
negative Folgen und konnte das beeintrachtigte Lernvermdgen der frith-adulten Tiere
erkldren. In den nachfolgenden Altersgruppen wiirde diese Beeintrdchtigung durch
einen von Ghelli und Kollegen (Ghelli et al., 2013) beschriebenen Gegenmechanismus
behoben. Diese Arbeitsgruppe stellte 2013 fest, dass die Folgen einer Mutation in der
Cytochrom b Untereinheit von Komplex III dadurch anndhernd kompensiert wurden,
dass der verdanderte Komplex III vermehrt in Superkomplexe verpackt wurde (Ghelli et
al,, 2013). Da die Bildung von Superkomplexen wahrscheinlich mit zunehmendem
Alter ansteigt (Lombardi et al., 2009), konnte dariiber die Dysfunktion und letztlich eine

verminderte ATP-Synthese ausgeglichen werden.
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MtFVB — Die Verdnderung in der mitochondrialen ATP-Synthase erhéht den GFAP-
Gehalt im Hippocampus und die durchschnittliche Lebensdauer.

Der mitochondriale Atmungskettenkomplex V, die ATP-Synthase, ist das
Schliisselenzym der mitochondrialen ATP-Produktion. Er besteht aus siebzehn
Untereinheiten, von denen zwei mitochondrial kodiert sind (Walker, 2013). Der
Proteinkomplex setzt sich aus zwei Teilmodulen zusammen, dem hydrophilen F;-Teil,
welcher fiir die Synthese und Hydrolyse von ATP verantwortlich ist, und dem
hydrophoben Fo Teil, welcher Protonen aus dem Intermembranraum zuriick in die
Mitochondrienmatrix transloziert (Walker er al., 1995; Stock et al., 1999). Beim
Menschen bekannte Mutationen in Komplex V kommen vor allem in den beiden
mitochondrial kodierten Untereinheiten vor und sind mit der maternal vererbten Form
des Leigh Syndroms (afp6 Mutation) (Holt et al, 1990) und hypertropher
Cardiomyopathie (atp8 Mutation) (Jonckheere et al., 2008) assoziiert. Die Veranderung
von Komplex-V-Untereinheiten beziehungsweise das gezielte Ausschalten von
Komplex-V-assoziierten Faktoren zur Bildung von ATP-Synthase-defizienten
Mausmodellen fiihrte in den meisten Féllen bereits im Embryonalstadium zum Tod der
Tiere (Vrbacky et al, 2016). Daher gibt es nur wenige Mausmodelle, die zur
Untersuchung von Komplex-V-Defizienz nutzbar sind. Bisher in der Literatur
beschriebene Modelle zielen auf Verdnderung von IF1 (inhibitory factor 1) ab, welcher
die Hydrolyse von ATP zu ADP bei limitierter Substratmenge der Atmungskette
verhindert und somit ein endogener Komplex-V-Regulator ist (Pullman et al., 1963;
Toracco et al, 2015). Transgene Maiuse, die humanen IF1 in Neuronen
iiberexprimieren, zeigen phéinotypisch leicht erhohten oxidativen Stress, eine
verminderte Respiration, einen verminderten ATP-Gehalt und zusétzlich eine reduzierte
Komplex-IV-Aktivitit (Formentini et al., 2014). Der Knockout von if/ in Mé&usen
fiihrte dagegen zu keinerlei phinotypischen Auffélligkeiten (Nakamura ef al., 2013).

Die in der vorliegenden Arbeit verwendeten mtFVB-Méiuse tragen eine Punktmutation
im atp8-Gen (Yu et al., 2009 und 2009b; Weiss et al, 2012), die zu einem
Aminosdureaustausch in der ATP8-Untereinheit  von Komplex V fiihrt. In
vorangegangenen Studien von Partnerarbeitsgruppen aus dem ROSAge-Projekt wurden
fiir den SNP der mtFVB-Méuse eine Reihe von phénotypischen Verdnderungen
beobachtet: So wurde eine Pridisposition fiir Autoimmunerkrankungen (Yu et al.,

2009b) und ein verdndertes Angstverhalten sowie eine veridnderte Stressreaktion (Gimsa
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et al., 2009) fiir diese Méuse beschrieben. An isolierten Milzmitochondrien von 12-
Monate alten mtFVB-Tieren konnte ein erhdhter Gehalt an Wasserstoffperoxid in
Kombination mit einer erhohten ATP-Synthase-Aktivitit gemessen werden (Koch,
2011). In isolierten B-Zellen des endokrinen Pankreas wurde ebenfalls ein erhdhter
Gehalt an mitochondrialem Superoxid gemessen (Weiss et al., 2012). Damit erschien
der mtFVB-Stamm zu Beginn der vorliegenden Arbeit als ein besonders
aussichtsreicher Kandidat fiir verdnderte ROS-Gehalte. Dies konnte mit der Messung
des mitochondrialen Superoxids im Gehirn der Méause nicht oder nur sehr geringfiigig
bestdtigt werden. Lediglich im Neocortex 12-Monate alter Tiere ergab die ROS-
Messung einen erhohten Superoxidgehalt. Dieser konnte durch eine erhohte ATP-
Synthase-Aktivitit in den mtFVB-Tieren entstehen, wie sie fliir Mitochondrien aus
Milzzellen beschrieben wurde (Koch, 2011). Die gesteigerte Aktivitét fiihrt ihrerseits zu
einer Aktivitatssteigerung aller Atmungskettenkomplexe, wodurch im Gegenzug auch
ein erhohtes Anfallen von Sauerstoffradikalen zu erwarten ist. Da die Aktivitdt der
ATP-Synthase in Abhingigkeit vom zelluldren Energiebedarf reguliert wird (Das,
2003), konnte dies auf einen erhohten Energiebedarf hindeuten. Warum dieser
allerdings speziell bei der Altersgruppe 12-Monate und in den untersuchten
Hirnregionen ungleichméBig anféllt, kann aus den in der vorliegenden Arbeit
durchgefiihrten Untersuchungen nicht geklért werden.

Ein Ergebnis, das bei der Untersuchung der mtFVB-Tiere auffiel, war der in allen
Altersgruppen erhoht vorliegende GFAP-Gehalt im Hippocampus. Dieser konnte mit
der erhohten Aktivitit der ATP-Synthase in den mtFVB-Tieren (Koch, 2011) in
Zusammenhang stehen. Da unter Stressbedingungen mit erhohtem ATP-Bedarf eine
Steigerung der ATP-Synthase-Aktivitéit als Folge zu erwarten ist (Das, 2003), konnte
eine langzeitig erhohte ATP-Synthase-Aktivitit, beziehungsweise ein daraus
resultierend erhohter Gehalt an Wasserstoffperoxid (Koch, 2011), ein sinnvolles Signal
zur Astrocytenaktivierung darstellen. Somit wiirde die Folge der Mutation von mtFVB
im Sinne eines Dauerstresses gedeutet, was wiederum den erhdhten GFAP-Gehalt
durch Astrocytenaktivierung erkliren konnte.

Die Verdnderung in der ATP8-Untereinheit zeigte als einzige der untersuchten
Mutationen einen signifikant positiven Einfluss auf die Lebensdauer der Versuchstiere.
Der Median der Uberlebenszeit lag um fiinf Prozent, bezichungsweise 42 Tage, hoher
als bei den Kontrolltieren, was bei Umrechnung in menschliche Lebenszeit unter

Annahme einer Lebenserwartung von 80 Jahren beachtliche vier Jahre ausmachen
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wiirde. Dieser Effekt konnte ebenfalls Folge einer erhohten ATP-Synthase-Aktivitit
und eines daraus resultierenden erhohten Gehaltes an Wasserstoffperoxid sein, wobei
im Sinne der Mitohormesis dieser konstant vorkommende milde oxidative Stress
Veranderungen hervorrufen wiirde, welche lebensverldngernd wirken (Ristow et al.,
2010; Yun et al., 2014). In diesem Zusammenhang wére zur weiteren Erforschung des
Effektes eine systematische Untersuchung der Aktivitdt antioxidativer Proteine bei den

mtFVB-Tieren interessant.

4.2 Der Einfluss von Punktmutationen in Genen der mitochondrialen tRNA

Bemerkenswerterweise betreffen die meisten in der Literatur beschriebenen pathogenen
mtDNA-Mutationen mitochondriale tRNA-Gene (Zifa et al., 2007; Schon et al., 2012).
Alle bisher beim Menschen als krankheitsbedingend beschriebenen tRNA-Mutationen
sind in der mitochondrialen DNA lokalisiert (Abbot et al., 2014). Anders als bei den
plasmatischen tRNAs, die multiple paraloge Gene aufweisen (Chan und Lowe, 2009),
konnen Mutationen in mitochondrialen tRNAs nicht kompensiert werden, da in der
mtDNA jeweils nur eine Kopie der Gene vorliegt (Kirchner und Ignatova, 2015). Die
ersten Veroffentlichungen, die tRNA-Mutationen und humane Krankheiten in
Zusammenhang brachten, erschienen 1990: Kobayashi und Kollegen (Kobayashi et al.,
1990) beschrieben die Bedeutung einer Mutation in der mt-tRNA(Leu) bei der
Entstehung von MELAS (Mitochondrial encephalomyopathy, lactic acidosis, stroke-like
episodes) und Shoffner und Kollegen (Shoffner et al, 1990) zeigten den
Zusammenhang zwischen einer mt-tRNA(Lys)-Mutation und MERRF (Myoclonic
epilepsy with ragged red fibers) auf.

Mt-tRNA-Mutationen, die die Funktion der Mitochondrien beeinflussen, werden
inzwischen mit diversen Erkrankungen und pathologischen Bedingungen wie
Myopathie, Encephalomyopathie, Ataxie, Belastungsintoleranz und Multi-Organ-
Versagen in Zusammenhang gebracht (Blakely ef al, 2007; Yarham et al., 2010;
Lehmann et al, 2015). Dabei scheint der Heteroplasmiegehalt von entscheidender
Bedeutung fiir die Pathogenitit der mt-tRNA-Mutation zu sein. So beschrieben zum
Beispiel Zifa und Kollegen (Zifa et al., 2007) eine Mutation in der mt-tRNA(Leu),
welche bei einem Anteil von mehr als 60 % aller mtDNA-Kopien zunidchst PEO
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(Progressive external ophthalmoplegia) verursacht und erst bei einem Gehalt von mehr
als 80 % zum deutlich schwerwiegenderen MELAS-Syndrom fiihrt.

Vor diesem Hintergrund erschien es fiir die vorliegende Arbeit bedeutsam, den Einfluss
von Punktmutationen in der mt-tRNA in Bezug auf deren Auswirkung auf das murine
Gehirn in verschiedenen Altersgruppen zu untersuchen. AuBlerdem stellten die
Mausstimme mit mt-tRNA(Arg) Verdnderung eine Kontrollgruppe gegeniiber dem

mtNOD-Stamm mit Doppelmutation dar.

BL6 und mtAKR — Die alleinige Verinderung in der mt tRNA™® fiihrt zu keinem
phdnotypischen Unterschied.

Die beiden Kontrollstimme BL6 und mtAKR unterscheiden sich im Gen der
mitochondrialen Arginin-spezifischen tRNA an Position nt9821, wobei BL6 dort acht
und mtAKR neun Adeninwiederholungen aufweist (Yu et al., 2009). Dies fiihrte bei den
beiden Mausstimmen zu keinen unterschiedlichen Alters-Phidnotypen. Zwar war der
ROS-Gehalt im Neocortex der senilen Altersgruppe ungleich, dennoch waren die im
Zusammenhang mit gesundem Altern besonders interessanten Parameter Lernvermdgen
und Lebensdauer bei beiden Stimmen gleich, so dass die Mutation hier offensichtlich
als neutraler Polymorphismus eingestuft werden kann. Dies deckt sich mit den
Ergebnissen der Arbeitsgruppe um Sachadyn (Sachadyn et al., 2008), die mit Hilfe von
Strukturvorhersageprogrammen keine Verdnderung in der Stabilitdt der tRNA erwarten
lieBen.

Nach Abschluss der eigenen Labor-Arbeiten wurde von der Arbeitsgruppe von Prof.
Ibrahim, welche die conplastischen Mausstdimme generiert hatte, publiziert, dass
weibliche Méduse des mtAKR-Stammes gegeniiber BL6 eine signifikant verkiirzte
Lebenszeit aufwiesen (Hirose et al., 2018), was mit dem Auftreten einer low-level 12-A
Heteroplasmie an Position 5172 erkliart wird. Dieser Effekt konnte bei den fiir die
vorliegende Arbeit verwendeten Tieren des mtAKR-Stammes nicht beobachtet werden

(Log-Rang-Test p = 0,223; Median des Alters BL6: 820 Tage, mtAKR 818 Tage).
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MtMRL — Die Kombination zweier tRNA-Mutationen erhoht stark den hippocampalen
GFAP-Gehalt bei alten Mdusen.

Der mtMRL-Stamm wurde urspriinglich in die Arbeiten des ROSAge-Projektes
aufgenommen, um als zusétzlicher Kontrollstamm fiir die Méduse des mtNOD-Stammes
zu fungieren. Da dieser sowohl eine Mutation im Bereich des Atmungskettenkomplexes
IV als auch in der mitochondrialen Arginin-spezifischen tRNA aufweist, sollte der
mtMRL-Stamm vorrangig die Zuordnung eines moglichen mtNOD-Phénotyps zu einer
der beiden Mutationen ermoglichen. Idealerweise hitte mtMRL dafiir nur die
Verinderung an der mt tRNA™® aufweisen diirfen. Tatsdchlich wurde von Sachadyn et
al. 2008 eine weitere Mutation an Position nt3900 beschrieben, welche heteroplasmisch
im Bereich der mitochondrial-kodierten Methionin-spezifischen tRNA auftritt. Dadurch
konnte letztlich mit dem mtMRL-Stamm der Einflufl einer Kombination zweier tRNA-
Mutationen untersucht werden.

Beide mt tRNAs, die bei den mtMRL-Méusen von Mutation betroffenen sind, gelten,
anders als mt tRNA"" und mt tRNA™* (Zifa et al., 2007; Torres et al., 2014), nicht als
hotspot fir humanpathogene Mutationen und werden in der Literatur jeweils nur an
Hand weniger Einzelfdlle im Zusammenhang mit mitochondrialer Myopathie diskutiert
(Uusimaa et al., 2004; Zifa et al., 2007; Roos et al., 2013; Kuwajima et al., 2019; Lim
et al., 2019). Bei den mtMRL-Maéusen konnte kein Phénotyp detektiert werden, aus dem
das Vorliegen einer mitochondrialen Myopathie ableitbar gewesen wire. Die physische
Konstitution der Tiere war in keinem der untersuchten Lebensalter gegeniiber
Kontrollméusen verdndert und die Lebenszeit war sogar tendenziell leicht erhoht
(Median der Lebenszeit BL6: 802 Tage, mtAKR 801 Tage, mtMRL 829 Tage). Die
einzige Besonderheit, die bei den mtMRL-Méusen auffillig war, bestand in einer
starken Verdnderung des Verhiltnisses von GFAP zu NeuN im Hippocampus von 24-
Monate-alten Tieren. Dies konnte auf eine Aktivierung von Astrocyten und damit
verbundener Steigerung der GFAP-Expression hinweisen (Hol und Pekny, 2015; Zhang
et al., 2017). Da GFAP eine wichtige Rolle im Antwortverhalten auf oxidativen Stress
spielt und in diesem Zusammenhang wahrscheinlich essentiell fiir die Eliminierung von
ROS ist (de Pablo et al., 2013), zeigen die mtMRL-Méiuse damit moglicherweise eine
besonders effektive Abwehr altersbedingt erhdhter ROS-Gehalte.

Andererseits konnte die Verdnderung im GFAP zu NeuN Gehalt der senilen mtMRL-

Miéuse auch im negativen Sinne einer Astrogliose den massiven Untergang von
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Nervenzellen im Hippocampus der alten Tiere bedeuten (Sofroniew 2009; Middeldorp
et al., 2011; Osborn et al., 2016). Dies wire allerdings ein Faktor der die Lernleistung
der Tiere stark beeintrachtigen miisste ( O’Keefe et al., 1978; Bliss et al., 1993; Kumar
2011). Da sich die mtMRL-Tiere in den durchgefiihrten Lern-Experimenten aber
unauffillig gegeniiber den Kontrollstimmen zeigten, erscheint die negative Deutung des
erhohten GFAP-Signals eher unwahrscheinlich. Zur genaueren Abklérung wéren
allerdings Folgeexperimente nétig, die zum Beispiel weitere Markerproteine wie
Vimentin und Nestin oder bekannte Astrogliose-Stimuli wie Interleukin-1 (Burda und

Sofroniew, 2014) untersuchen sollten.

43 Der Einfluss einer Kombination von Punktmutationen in Genen der

mitochondrialen Atmungskette und der tRNA

MtNOD — Die Kombination aus Komplex-I1V- und tRNA"%-Mutation beeintrichtigt die

Konstitution im Alter und verkiirzt tendenziell die Lebenszeit.

Die Kombination aus Komplex-IV und tRNA*"-Mutation des mtNOD-Stammes zeigte
einen ausgepriagten Phinotyp bei 24-Monate alten Miusen. Waren die mtNOD-Tiere in
den frith- und spétadulten Altersgruppen unauffillig gegeniiber den Kontrolltieren, so
zeigten sich in der senilen Altersgruppe deutliche Unterschiede in Form von erhdhtem
Gehalt an mitochondrialem Superoxid und einer stark beeintrdchtigten Konstitution
unter physischer Belastung im Water Maze, die auf eine altersassoziierte
Belastungsintoleranz hindeuten konnte. Die Lebensdauer der Tiere war tendenziell
vermindert (p = 0,17), wobei sich ein Unterschied zur Kontrolle erst bei Tieren dlter als
800 Tage zeigte, bezichungsweise zu lidngerlebenden Stimmen (mtFVB ; mtMRL)
signifikant war. Die Frage, die sich aus dem beobachteten Phénotyp ergab, war:
Entsteht der Phianotyp tatsdchlich durch die Kombination beider Mutationen, oder ldsst
er sich auf eine einzelne zuriickfiihren?

Mutationen der tRNA sind mehrfach im Zusammenhang mit mitochondrialer
Dysfunktion und assoziierter Belastungsintoleranz beschrieben worden (Blakely et al.,
2007; Yarham et al., 2010). Trotzdem lisst sich die Mutation in der mt-tRNA*"® leicht
als alleinige Ursache fiir den Phénotyp ausschlieBen. Der mtMRL-Stamm zeigte keine

phénotypischen Ahnlichkeiten mit mtNOD: Wihrend bei mtNOD der Gehalt an
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mitochondrialem ROS mit dem Alter anstieg, blieb er bei mtMRL in allen
Altersgruppen auf einem anndhernd gleichen Niveau. Der GFAP-Gehalt im
Hippocampus dagegen war bei mtMRL-Maiusen im Alter von 24 Monaten massiv
erhoht, bei mtNOD-Méusen hingegen unaufféllig. Auch zeigten mtMRL-Méiuse eine
dem Kontrollstamm vergleichbare Konstitution im senilen Alter und sogar eine
tendenziell erh6hte Lebensdauer (p = 0,06).

Die Mutation im Atmungskettenkomplex IV isoliert zu betrachten, ist dagegen ungleich
schwieriger, da kein Vergleichsmodell existiert, welches den SNP an Position nt9348
als alleinige Mutation triagt. Allerdings ist von Mausmodellen mit Komplex-1V-
Defizienz eine grofle Bandbreite unterschiedlicher Phianotypen bekannt (Torraco et al.,
2015): Beispielsweise wurde von Radford und Kollegen ein Modellstamm entwickelt,
bei dem die kernkodierte Untereinheit COXVIaH durch genetischen Knockout
ausgeschaltet wurde (Radford et al., 2002). Die Aktivitit des Atmungskettenkomplexes
IV war in COXVIaH"-Miusen auf bis zu 23 % des Normalwertes abgesenkt und die
Tiere entwickelten eine diastolische Herzinsuffizienz. Trotzdem waren sie lebensfahig
und zeigten unveridnderte Lebenszeitspannen. SURF1 ist ein Protein, dass fiir einige
Schritte der Assemblierung von Komplex IV aus seinen Untereinheiten essentiell ist
(Williams et al., 2001). Mutationen im surf/-Gen verursachen beim Menschen schwere
neurologische Krankheiten, wie das Leigh-Syndrom, welches bereits nach zwei bis drei
Lebensjahren zum Tod fiihrt. Surf7-Knockout-Méuse zeigten eine leichte Abnahme der
Komplex-IV-Aktivitit auf 30 - 40 % der Normalwerte im Gehirn, Herz, in der Leber
und in den Skelettmuskeln (Dell’agnello et al., 2007). Uberraschenderweise waren diese
Maiuse phénotypisch unauffillig beziehungsweise zeigten in Lernversuchen sogar eine
verbesserte Gedéchtnisleistung und eine um fiinf Monate ldngere Lebenszeit als
Kontrolltiere. Sco2 kodiert ein Charperon, welches ebenfalls bei der Zusammensetzung
von Komplex IV aus seinen Untereinheiten von entscheidender Bedeutung ist (Leary et
al., 2009). Die Arbeitsgruppe um Yang entwickelte zwei Mausmodelle mit gestortem
SCO2-Protein (Sco2*"™ " und Sco2°™"), bei denen es zu verminderter Komplex-IV-
Aktivitdt und einer Akkumulation von Komplex-IV-Intermediaten in Herz-, Hirn-,
Muskel- und Lebergewebe kam (Yang et al., 2010). Obwohl SCO2-defiziente
Menschen bereits im Kindesalter an einer Kombination aus Kardiomyopathie und
Myopathie versterben, zeigten die Mausmodelle keinerlei Kardiomyopathie, stattdessen
eine milde Form der Myopathie und eine normale Lebenszeitspanne. Es sind allerdings

auch Komplex-IV-defiziente Mausmodelle entwickelt worden, welche einen deutlich
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krankhaften Phanotyp mit eingeschrinkter Lebenserwartung aufweisen, wie die cox/0-
Knockout-Méuse. Das Genprodukt von cox/0 katalysiert den ersten Schritt der
Biosynthese von Hédm a, einer prosthetischen Gruppe, die essentiell fiir die Funktion
von Komplex IV ist (Antonicka et al., 2003b). Die Arbeitsgruppe um Diaz entwickelte
ein Set von gewebespezifischen cox/(0-Knockout-Mausen (Diaz et al., 2005). Cox10-
Milc-1f-Miuse sind ein Myopathiemodellstamm und weisen eine stark verminderte
Komplex-IV-Aktivitdt (13 % des Normalwertes) in den Skelettmuskeln auf, welche
zudem altersassoziiert weiter abnimmt. Die Tiere versterben frith im Alter von sechs
Monaten. Cox!0-CaMKIla-Knockout-Mause sind als Modell fiir Encephalomyopathie
etabliert (Diaz et al., 2012). Sie entwickeln eine progressive Komplex-I'V-Dysfunktion
im Bereich des Vorderhirns. Dadurch zeigen die Tiere abnormales Verhalten und eine
starke cortikale Atrophie, welche zum vorzeitigen Versterben im Alter von zehn bis
zwOlf Monaten fiihrt. Neurone des Gyrus cinguli und des Hippocampus sind bei diesen
Maiusen in besonderer Weise vom mitochondrialen Defekt betroffen und haben stark
erhohte ROS-Gehalte und bilden eine Gliose aus. Alle diese Komplex-IV-Modelle
dhneln wenig bis gar nicht dem in dieser Arbeit untersuchten mtNOD-Stamm, welcher
weder eine dramatisch reduzierte Lebenserwartung noch eine hippocampale Gliose oder
einen starken ROS-Anstieg im Hippocampus zeigte. Das einzige Mausmodell, bei dem
bisher eine Belastungsintoleranz im Zusammenhang mit Komplex-IV-Verdnderung
beschrieben wurde, sind Cox7al-Knockout-Méiuse. COX7A1 ist die Herz- und
Skelettmuskel spezifische Isoform von COX7A, welches wahrscheinlich die Aktivitit
von Komplex IV an den gewebespezifischen Energiebedarf anpasst (Toracco et al.,
2015). Die Cox7al-Knockout-Méuse entwickeln im Alter von sechs Wochen eine
Kardiomyopathie, welche im weiteren Leben durch kompensatorische Effekte einen
milden Verlauf ohne phénotypische Besonderheiten nimmt (Huttemann et al., 2012).
Erst unter physischer Belastung zeigen diese Méuse eine deutlich verminderte
Leistungsfahigkeit (Lee et al., 2012). Allerdings tritt diese bereits im Alter von sechs
Monaten zu Tage, wohingegen die hier untersuchten mtNOD-Maéuse bis zu einem Alter
von zwOlf Monaten unauffillig waren und sich erst in der senilen Altersgruppe von den
Kontrolltieren unterschieden. Interessanterweise korreliert die schlechte physische
Konstitution der senilen mtNOD-Tiere mit einem signifikant hoheren Superoxid-Gehalt
im Neocortex. Ein kausaler Zusammenhang zwischen diesen beiden Befunden liefie
sich iiber die essentielle Bedeutung einiger Neocortexfunktionen fiir das Absolvieren

der Water Maze-Aufgabenstellung, vornehmlich der sensorischen Perzeption, der
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Generierung motorischer Kommandos und des rdumlichen Denkens (Lodato ef al.,
2015), finden. Verdnderungen im Superoxidgehalt konnten die zu Grunde liegenden
zelluldren Mechanismen destabilisieren, da ausbalancierte Superoxidgehalte Grundlage
wichtiger Zellfunktionen sind ( Knapp et al., 2002; Serrano et al., 2004). Uberdies ist
davon auszugehen, dass Effekte in anderen Organsystemen, vornehmlich Herz- und
Skelettmuskel, entscheidend zur Auspridgung des Phénotyps der Belastungsintoleranz
der mtNOD-Mause beitragen.

Zusammenfassend ldsst sich vermuten, dass der mtNOD-spezifische Phinotyp
vornehmlich durch die Komplex-IV-Mutation entsteht, wobei die tRNA-Mutation die
Auswirkungen der Komplex-IV-Verdnderung moglicherweise noch intensiviert oder
kompensatorische Mechanismen lahmlegt. Fiir weiterfiihrende Studien wéren beim
mtNOD-Stamm sicherlich zwei Fragestellungen als interessant zu erachten:

1. Gibt es bei den 24-Monate alten Tieren Verdnderungen in anderen Organen,
vornehmlich Herz- und Skelettmuskel, durch welche sich die beobachtete
Belastungsintoleranz erklédren lasst?

2. Entsteht der altersabhingige Phénotyp des mtNOD-Stammes durch eine
Akkumulation von Schiden mit dem Altern, welche erst nach Uberschreiten eines
bestimmten Schwellenwertes phanotypisch sichtbar werden? Oder sind, wie zunehmend
in der Literatur diskutiert (Ross et al., 2014), bereits frith im Leben auftretende Effekte

dafiir verantwortlich, dass mtNOD-Maiuse anders altern.
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4.4 UCP2 Knockout als Positivkontrolle fiir mitochondriale Dysfunktion

UCP2"" - Der Knockout von UCP2 fiihrt zu Verdnderungen in allen untersuchten

Altersgruppen mit besonders negativer Ausprédgung bei alten Tieren.

Uncoupling Proteine gehoren zur Familie der mitochondrialen Transportproteine und
sind in der inneren Mitochondrienmembran lokalisiert (Rousset et al., 2004). Derzeit
sind flinf Vertreter dieser Proteinfamilie bekannt (UCP1-5). UCP2 weist eine innerhalb
der Gruppe der Sdugetiere hochgradig konservierte Sequenz auf (Ledesma et al., 2002;
Mattiasson et al., 2006) und wird in verschiedenen Geweben, darunter auch das zentrale
Nervensystem, exprimiert (Andrews et al., 2005). Die Bedeutung der urspriinglich
namensgebenden Funktion des Entkoppelns von ATP-Produktion und mitochondrialer
Atmungskette wird fiir UCP2 diskutiert (Krauss et al., 2002; Bouillaud, 2009). Dariiber
hinaus scheint UCP2 entscheidend an der metabolischen Regulation des
Glucosestoffwechsels beteiligt zu sein, indem es den Export von C4-Metabolithen aus
Mitochondrien ermoglicht (Vozza et al., 2014). Polymorphismen im ucp2-Gen wurden
mehrfach mit veridnderter Lebensdauer in Zusammenhang gebracht (Rose et al., 2011;
Barbieri et al., 2012) und das Ausschalten von UCP2 durch Knockout fiithrt zu einer
deutlich reduzierten Lebenszeitspanne (Fridell et al., 2005; Conti et al., 2006; Andrews
et al., 2009; Hirose et al., 2016). Dieser Zusammenhang konnte auch in der
vorliegenden Arbeit bestdtigt werden, die mittlere Lebenszeit der UCP2""-Miuse war im
Vergleich zur BL6-Kontrolle um 121 Tage deutlich reduziert. Aber wie kann UCP2 als
mitochondriales Membranprotein die Lebensdauer beeinflussen? Als einer der
wesentlichen Griinde fiir das vorzeitige Altern der UCP2-Knockout-Mause wird in der
Literatur ein erhohter Gehalt an Sauerstoffradikalen diskutiert (Andrews et al., 2009).
Dieser konnte in der vorliegenden Arbeit fiir mitochondriales Superoxid sowohl im
Hippocampus als auch im Neocortex nachgewiesen werden, allerdings zu
unterschiedlichen Alterszeitpunkten (im Hippocampus bei frith-adultenTieren, im
Neocortex bei spit-adulten Tieren). Der Theorie der freien Radikale folgend liefle sich
dariiber ein vorzeitiges Altern der Maéduse durch vermehrte Ansammlung von
Schéadigungen und gleichzeitig die deutlich schlechtere Konstitution im Alter von 24
Monaten erkliren. Interessanterweise wurde bei senilen UCP2”"-Tieren kein erhéhter,
sondern im Hippocampus sogar ein signifikant verminderter Gehalt an mitochondrialem

Superoxid festgestellt. Dies konnte auf einen Adaptionsmechanismus an chronisch
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erhohtes Superoxid hinweisen. De Bilbao und Kollegen haben 2004 fiir UCP2”"-Miuse
eine erhohte Aktivitdt der Mn-SOD gemessen (de Bilbao ef al., 2004). Dariiber wire
die beobachtete Normalisierung, beziechungsweise Reduzierung, des Superoxidgehaltes
bei den 24-Monate alten Tieren erkldrbar. Als Resultat einer erhohten Mn-SOD-
Aktivitdt ware ein erhohter Gehalt an Wasserstoffperoxid zu erwarten (Buettner et al.,
2006; 2011). Da Wasserstoffperoxid dafiir bekannt ist, in Mengen oberhalb
physiologischer Konzentrationen die synaptische Ubertragung zu inhibieren
(Avshalumov et al., 2000), wire in der senilen Altersgruppe zudem ein Lerndefizit zu
erwarten, welches mit dem in der vorliegenden Arbeit angewandten Test des Morris
Water Maze auf Grund der schlechten allgemeinen Konstitution der alten uCP27-
Maiuse nicht tiberpriift werden konnte. Dies sollte, zusammen mit der Messung von
Wasserstoffperoxidgehalten, in weiterfilhrenden Versuchen mit einem weniger stark
von der Physis abhdngenden Versuchsparadigma iiberpriift werden.

Interessanterweise zeigten die frith-adulten UCP2"-Méuse ein signifikant schlechteres
rdumliches Lernvermogen als gleichalte Kontrolltiere, wobei in der Literatur auch fiir
andere Lern- und Verhaltensformen eine negative Auswirkung des UCP2-Knockouts in
jungen Tieren beschrieben wurde (Gimsa ef al., 2011; Simon-Areces ef al., 2012). Da in
dieser Altersgruppe gleichzeitig der Gehalt an Superoxid im Hippocampus hoch ist,
muss hier ein anderer Grund als ein kompensatorisch erhohter Wasserstoffperoxidgehalt
angenommen werden. Andrews und Kollegen spekulieren in einem Ubersichtsartikel,
dass eine Stdrung der synaptischen Ubertragung in UCP2” auf den Verlust der
Entkopplungsfunktion zuriickzufiihren sei (Andrews et al., 2005). Ohne Entkoppeln
fehlt ein entscheidender Regulationsmechanismus, wodurch ein hoherer Gradient an der
Mitochondrienmembran besteht und folglich das mitochondriale Membranpotenzial
ansteigt. Dadurch wiirden vermehrt Calciumionen in die Mitochondrien aufgenommen
werden, was einerseits die fiir die synaptische Ubertragung entscheidende
Calciumhomoostase direkt beeintrdchtigt und zum anderen kann durch eine
Calciumiiberladung der Mitochondrien der Untergang der entsprechenden Zelle
eingeleitet werden.

Der signifikant niedrigere Gehalt an mitochondrialem Superoxid im Hippocampus von
24 Monate alten UCP2”-Miusen korreliert mit einem signifikant erniedrigten
Verhiltnis von GFAP zu NeuN. Dies wiirde erneut (ebenso wie die Ergebnisse beim
mtALR-Stamm) fiir eine Signalfunktion von ROS, moglicherweise direkt als Sensor (de

Pablo et al., 2013), bei der Aktivierung von Astrocyten sprechen. Da der Gehalt an
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mitochondrialem Superoxid im Hippocampus der senilen UCP2""-Tiere niedrig ist,

kommt es folglich auch zu keinem GFAP-Anstieg.

4.5  AbschlieBende Betrachtungen

Aktuelle Diskussionen zum Thema Altern und ROS suchen vor allem den
Zusammenhang zwischen Mutationen in der mtDNA und mitochondrialen ROS. Sind
sie Ursache oder Folgeerscheinung von mtDNA-Mutationen? Daher war von
besonderem Interesse, ob die in der vorliegenden Arbeit verwendeten Mausmodelle
grundsidtzlich verdnderte Gehalte an mitochondrialen ROS aufweisen. Da die
Mausstimme diesbeziiglich sehr heterogene Phénotypen zeigten, kann dazu keine
einheitliche Aussage getroffen werden: Die Mausstimme mit einzelner Punktmutation
in einem Atmungskettenkomplex-Gen oder einem tRNA-Gen zeigten keine
beziehungsweise nur geringfiigige und nicht iiber alle Altersgruppen konstant
bestehende Verdnderungen im Gehalt an mitochondrialen Superoxidanionen. Deutliche
Unterschiede in den ROS-Gehalten wurden nur fiir den Stamm mit der Kombination aus
Atmungsketten- und tRNA-Gen-Mutation (mtNOD) sowie fir den UCP2-
Knockoutstamm festgestellt. Dabei scheint sich in diesen beiden Stimmen die Wirkung
der Mutationen im Verlauf des Alterns zu verdndern. Bei mtNOD kam es zu einer
Potenzierung, da erst in der letzten untersuchten Altersgruppe signifikante
Abweichungen zu den Kontrolltieren auftraten. Beim UCP2”~ Stamm war der ROS-
Gehalt zu Beginn des Lebens deutlich erhoht und kehrte sich iiber die Lebenszeit um zu
einem verminderten ROS-Spiegel im Alter.

Die Anderungen beziiglich des Superoxidgehaltes in Kombination mit den gemessenen
GFAP-Signalen kénnten bei den Stimmen mtFVB, mtMRL und UCP2™" fiir eine
mogliche Signalfunktion von ROS zur Astrocytenaktivierung sprechen. Allerdings muss
dahinter ein deutlich komplexerer Mechanismus als eine direkte Sensorfunktion
angenommen werden, da der mtNOD Stamm trotz Anstieg im Superoxidgehalt keine
signifikanten Anderungen beim GFAP aufwies.

Anhand des UCP2”" Stammes zeigte sich klar ein Zusammenhang zwischen verédnderten
ROS-Gehalten im Hippocampus und der Lernleistung im Watermaze. Dies unterstreicht

einerseits die Bedeutung eines funktionellen Uncoupling fiir die Aufrechterhaltung
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wichtiger zelluldrer Prozesse, sowie die Schliisselrolle einer ausgewogenen ROS-
Ballance fiir die zellulire Homdostase. Dafiir spricht iiberdies auch die deutlich
verminderte Lebensdauer von UCP2™".

Abseits des bereits als Modellstamm etablierten UCP2" sind von den conplastischen
Mausstdmmen vor allem der mtNOD- und der mtFVB-Stamm hervorzuheben. MtNOD
zeigte erhohte Superoxidgehalte im Alter von 24 Monaten und eine tendenziell kiirzere
Lebensdauer. MtFVB hatte in allen Altersgruppen ein erhohtes GFAP-Signal und eine
signifikant ldngere Lebensdauer. Somit wére eine weitere Charakterisierung der
Auswirkungen der jeweiligen Mutation auf die Mitochondrien interessant. Hier wére
zum Beispiel die Messung sekundidrer ROS-Spezies, vor allem die Messung des sehr
reaktiven Hydroxylradikals (Kauppila und Stewart, 2015), denkbar. Aulerdem sollten
Untersuchungen zur Funktionsféhigkeit der Mitochondrien folgen, bei denen sowohl die
Struktur des gesamten mitochondrialen Netzwerkes als auch einzelne
Mitochondrienparameter, wie zum Beispiel das mitochondriale Membranpotenzial, der
ATP-Gehalt oder die Aktivitit der Atmungskettenkomplexe, im Mausgehirn analysiert
werden. Da Altern eigentlich eine kontinuierliche Variable darstellt, wire es tiberdies
sinnvoll, mehr als die in der vorliegenden Arbeit untersuchten drei Alterszeitpunkte zu
analysieren. Gerade zwischen der spdt-adulten und der senilen Gruppe besteht die
Gefahr, wichtige Verdnderungen zu iibersehen oder zu spét einzuordnen. Dies sollte
durch eine engmaschige Untersuchung der mitochondrialen DNA zur moglichen

Anreicherung mit erworbenen Muationen abgerundet werden.
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5 Zusammenfassung

Das Ziel der vorliegenden Arbeit bestand darin, altersspezifische Effekte von
Polymorphismen der mitochondrialen DNA zu charakterisieren. Dazu wurden sechs
conplastische Mausstimme, der BL6-Kontrollstamm und der UCP2-Knockoutstamm zu
drei verschiedenen Alterszeitpunkten (3,12 und 24 Monate) untersucht. Der Einfluss der
jeweiligen Mutationen wurde sowohl global auf die Lebensdauer, als auch im
Speziellen auf das murine Gehirn analysiert. Da mitochondriale Sauerstoffradikale in
mehreren Altershypothesen eine zentrale Bedeutung einnehmen, stand die Analyse von
mitochondrialen ROS dabei im Fokus. Aktuelle Diskussionen in der Literatur gehen vor
allem der Frage nach, wie diese mit Mutationen in der mtDNA zusammenhéngen. Sind
sie Ursache oder Folgeerscheinung von mtDNA-Mutationen? Daher war in der
vorliegenden Arbeit von besonderem Interesse, ob die Mausmodelle grundsitzlich
verdnderte Gehalte an mitochondrialem Superoxid aufweisen, oder ob sich erst im
Verlauf des Alterns Unterschiede zwischen den Stimmen einstellen? Die untersuchten
Mausstimme mit einzelner Punktmutation in einem Atmungskettenkomplex-Gen oder
einem tRNA-Gen zeigten keine beziehungsweise nur geringfiigige und nicht iiber alle
Altersgruppen konstant bestehende Verdnderungen im Gehalt an mitochondrialen
Superoxidanionen. Deutliche Unterschiede in den ROS-Gehalten wurden nur fiir den
Stamm mit der Kombination aus Atmungsketten- und tRNA-Gen-Mutation (mtNOD)
sowie fiir den UCP2-Knockoutstamm festgestellt. Dabei zeigte sich iiberdies ein
altersabhéngiger Effekt in der Wirkung der Mutationen. Bei mtNOD kam es zu einer
Potenzierung, welche in der letzten untersuchten Altersgruppe zu stark erhdhtem ROS
fiihrte. Beim UCP2”" -Stamm war der ROS-Gehalt zu Beginn des Lebens deutlich
erhoht und kehrte sich liber die Lebenszeit um zu einem verminderten ROS-Spiegel im
Alter.

Da Altern einen der Hauptrisikofaktoren fiir viele neurodegenerative Erkrankungen
darstellt, galt es weiterhin, mogliche Verdnderungen in der Zellzusammensetzung im
Gehirn der Mausmodelle zu untersuchen. Dazu wurde das Mengenverhidltnis von
Neuronen zu Astrocyten lber die Markerproteine NeuN und GFAP quantifiziert.
Hierbei fiel erneut der UCP2”" -Stamm auf, da im Hippocampus der 24-Monate-alten
Tiere signifikant weniger GFAP-Signal messbar war. AuBlerdem zeigte sich beim
Stamm mit Mutation im Atmungskettenkomplex V (mtFVB) ein iiber die gesamte

Lebendauer anhaltender erhohter GFAP-Gehalt und beim Mausstamm mit alleinigen
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tRNA-Mutationen (mtMRL) ein stark erhohtes Astrocytenmarkersignal in der letzten
untersuchten Altersgruppe. Diese Ergebnisse konnten in Kombination mit den
gemessenen Superoxidgehalten fiir eine mdgliche Signalfunktion von ROS zur
Astrocytenaktivierung sprechen.

Um einen funktionellen Bezug zwischen mdglichen auf Zellebene beobachteten
Verdnderungen und in vivo Prozessen feststellen zu konnen, wurde das Lernvermdgen
der Versuchtiere mittels Morris Water Maze untersucht. Dabei wurde fiir alle
Mausstdmme eine mit zunehmendem Alter schlechter werdende Lernleistung detektiert.
Der UCP2"-Stamm zeigte in der Altersgruppe von drei Monaten klar einen
Zusammenhang zwischen erhohtem ROS-Gehalt im Hippocampus und einem
schlechteren Lernvermdgen im Watermaze. Dies unterstreicht die Schliisselrolle einer
ausgewogenen ROS-Ballance fiir die zellulire Homdostase.

Dafiir spricht liberdies auch die deutlich verminderte Lebensdauer von UCP2”". Bei den
conplastischen Mausstimmen gab es keine signifikant verkiirzten Lebenszeiten,
lediglich der mtNOD-Stamm mit Kombination zweier Mutationen hatte tendenziell eine
verminderte Lebensdauer. Zu einer verlingerten Lebenszeit fiihrte dagegen die
Punktmutation im Gen der ATP-Synthase beim mtFVB-Stamm. Diese Tiere lebten im
Mittel 42 Tage langer als Kontrolltiere, was bei Umrechnung in menschliche Lebenszeit
(unter Annahme einer Lebenserwartung von 80 Jahren) beachtliche vier Jahre
ausmachen wiirde. Dieser Effekt konnte im Sinne der Mitohormesis - Hypothese als
Folge einer erhohten ATP-Synthase-Aktivitit und eines daraus resultierenden leicht

erhohten ROS-Gehaltes auftreten.
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7 Anhang

7.1  Abkiirzungsverzeichnis

A Adenin

ADP Adenosindiphosphat

ATP Adenosintriphosphat

bp Basenpaare

BSA Bovines Serum Albumin

CA Cornu Ammonis

DAPI 4',6-Diamidin-2-phenylindol
DG Dentate gyrus = Gyrus dentatus
DNA Deoxyribonucleic acid = DNS Desoxyribonukleingdure
e Elektron

FAD" Flavin-Adenin-Dinukleotid

FADH, Reduzierte Form von FAD™

Fe’"/Fe’™  Zweiwertiges beziehungsweise dreiwertiges Eisenion

FMN Flavin-Mononukleotid

GPx Gluthation-Peroxidase

GFAP Glial fibrillary acidic protein = saures Gliafaserprotein
H" Proton

H,O Wasser

H,0, Wasserstoffperoxid

HIV Humanes Immundefizienz-Virus

k kilo

m milli

M molar =mol /1

MELAS Mitochondrial encephalomyopathy, lactic acidosis, stroke-like episodes
MERRF Myoclonic epilepsy with ragged red fibers
MFI Mean flourescence intensity = mittlere Fluoreszenzintensitét

MtDNA Mitochondriale DNA
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MWM

NAD"
NADH
NeuN
NGS
0,

0,”

OH

PBS
PEO
POL,
Prx
RNA
tRNA
rRNA
ROS
SNP
SOD
TRIS

UCP

ZNS

Morris Water Maze

Anzahl der Elemente in der Stichprobe
Nicotinamid-Adenin-Dinukleotid

Reduzierte Form von NAD"

Neuronal Nuclei

Normal goat serum

Sauerstoff

Superoxid-Anion

Hydroxylradikal

probabilitas (= Wahrscheinlichkeit) = Signifikanzwert
Phosphate buffered saline = Phosphat-gepufferte Salzlosung
Progressive external ophthalmoplegia

Mitochondriale DNA-Polymerase

Peroxiredoxin

Ribonucleic acid = RNS Ribonukleinsdure
Transfer-RNA

Ribosomale RNA

Reactive oxygen species = reaktive Sauerstoffspezies
Single nucleotide polymorphism = Einzelnukleotid-Polymorphismus
Superoxid-Dismutase
Tris(hydroxymethyl)-aminomethan

Uncoupling protein = entkoppelndes Protein

Volt

Zentralnervensystem
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