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1. Einleitung 

1.1 Diabetes mellitus 

1.1.1 Klassifikation und Definition 

Diabetes mellitus ist der Überbegriff unterschiedlich pathologischer 

Stoffwechselerkrankungen, deren gemeinsame Charakteristik sich in einem dauerhaft 

erhöhten Plasmaglucosespiegel manifestiert [1]. Unterschieden werden kann hierbei zwischen 

dem Diabetes mellitus Typ 1, der sich durch einen absoluten Insulinmangel aufgrund des 

Verlusts von pankreatischen Betazellen auszeichnet und dem Diabetes mellitus Typ 2, dessen 

Pathogenese in einer Minderung der Insulinwirksamkeit in Assoziation mit einer relativen 

Insulinsekretionsstörung liegt [1, 2] Als eine der molekularbiologischen Ursachen für eine – 

dem Diabetes zu Grunde liegende – Dysfunktion oder Verlust der Betazellen, wird ein Defekt 

der Mitochondrien diskutiert [3, 4] 

Ein Diabetes mellitus wird diagnostiziert, sofern  

- der HbA1c-Wert ≥ 6,5% (≥ 48mmol/mol) bemessen wird 

- und/oder der Gelegenheits-Plasmaglucosewert ≥ 11,1 mmol/l (200 mg/dl) 

- und/oder der venöse Nüchtern-Plasmaglucosewert (nach 8 – 12h Nahrungs- und 
Alkoholkarenz) ≥ 7 mmol/l (126 mg/dl) 

- venöser Plasmaglucosewert nach 2h oralen Glucosetoleranz Test ≥ 11,1 mmol/l (200 mg/dl) 
[5, 6] 

Die chronische Hyperglykämie kann schwerwiegende Langzeitschäden in verschiedenen 

Geweben, wie dem kardiovaskulären System [7–9], dem zentralen Nervensystem [10–

12],dem Auge [13], der Leber [14] und den Nieren [13, 15] hervorrufen. Seit Jahren zeigen 

sich weltweit steigende Zahlen für die Morbidität des Diabetes mellitus ( [16–21].Als Grund für 

den Anstieg des Diabetes mellitus Typ 2, wird insbesondere der vermehrte Konsum von 

verarbeiteten und zuckerhaltigen Lebensmitteln bei gleichzeitiger verminderter körperlicher 

Aktivität vermutet, was Risikofaktoren wie Übergewicht und Bluthochdruck begünstigt [22–

24].Aufgrund des demografischen Wandels, der besseren medizinischen Versorgung und der 

damit einhergehenden höheren Lebenserwartung, werden sinkende Patientenzahlen in den 

kommenden Jahrzehnten nicht erwartet. 2021 litten 573 Millionen Menschen zwischen 20 und 

79 Jahren an Diabetes mellitus (2021), 6,2 Millionen davon lebten in Deutschland [6].  

Die Diagnose bedeutet für die Betroffenen eine starke Minderung der Lebensqualität und eine 

hohe Belastung des Gesundheitssystems [21, 25, 26]. Kahn et al. errechneten 2019, dass die 

Ausgaben an Gesundheitsgeldern für einen Diabetespatienten etwa 3,2-mal höher sind, als 

die üblichen Ausgaben pro Kopf. Bei Komplikationen steigen die Kosten sogar bis auf das 9,4-
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fache [26]. Komplikationen ergeben sich aus den auftretenden Folgeerkrankungen, wie das 

diabetisches Fußsyndrom, diabetische Retinopathie, und diabetische Nephropathie, die mit 

der steigenden Inzidenzen des Diabetes mellitus vermehrt auftreten [27, 28]. 

1.1.2 Diabetes mellitus Typ 1 

Der Diabetes mellitus Typ 1, ist eine Form des Diabetes, die sich durch den Verlust der 

Insulinproduktion aufgrund kontinuierlicher Zerstörung der Insulin-sezernierenden Betazellen 

charakterisiert. Innerhalb der Kategorie des Diabetes mellitus Typ 1 unterscheidet man 

zwischen der autoimmunologischen Form, bei welcher autoimmune Prozesse zum Untergang 

der Betazellen führen [29, 30] und der idiopathischen Form. Bei dieser ist kein permanenter 

Insulinmangel vorherrschend, stattdessen kommt es zu kurzen Episoden schwerer 

hyperglykämischer Symptome bei niedrigen HbA1c Werten und hohen pankreatischen 

Enzymkonzentrationen im Serum [31]. Für die Diagnose werden serologische Marker 

bestimmt in Form von: 

- Inselzellenantikörper (ICA) [29] 

- Insulinantikörper (IAA) [30] 

- Autoantikörper gegen die Glutamat-Decarboxylase in Betazellen [32–34] 

- Autoantikörper gegen die Trypsinphosphatase (IA-2A) [32–34] 

- Autoantikörper gegen den Zinktransporter 8 der Betazelle (ZnT8) [35] 

 

Von der American Diabetes Association (ADA) werden drei Stadien für die Diagnose 

empfohlen: Im präsymptomatischen Stadium 1 können zwei serologische Marker bei 

Normoglykämie nachgewiesen werden. Das präsymptomatische Stadium 2 liegt vor bei 

Auftreten zweier Autoantikörper und dem Vorhandensein einer gestörten Glucosetoleranz 

oder eines abweichenden Nüchternglucosewertes. Stadium 3 charakterisiert sich durch das 

Auftreten einer Hyperglykämie nach den Glucosekriterien für einen Diabetes (siehe 1.1.1) [36]. 

Als Ursachen für das Auslösen einer derartigen Autoimmunreaktion gegen die Betazellen des 

Pankreas werden neben der genetischen Vorbelastung und der Einwirkung verschiedener 

Umweltfaktoren vor allem die Ernährung während der Schwangerschaft und im frühen 

Kindesalter, sowie virale Infektionen in den ersten Lebensmonaten diskutiert [37]. Aufgrund 

der mangelnden Kenntnisse zu den Ursachen des Diabetes mellitus Typ 1, ist es bisher nicht 

gelungen wirkungsvolle Präventionen zu entwickeln [5]. 2019 waren knapp 373 000 Menschen 

in Deutschland mit einem Typ 1 Diabetes mellitus diagnostiziert [38]. Der epidemiologische 

Gipfel in der Manifestation des Typ 1 Diabetes liegt kurz vor der Pubertät, wobei die 

Manifestation generell in jedem Alter auftreten kann [39]. Eine so frühe Diagnose bedeutet 

eine langanhaltende Belastung für den Körper und ein mit dem Alter steigendes Risiko für 

Komorbiditäten und Komplikationen [40]. Studien in Schweden und Australien gaben an, dass 
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eine Diabetes mellitus Typ-1 Erkrankung die Lebenserwartung der Betroffenen um 10 – 12 

Jahre senkt [41, 42]. Durch zusätzliche Risikofaktoren, wie Rauchen oder eine schlechte 

Einstellung des Blutzuckers, wird die Lebenserwartung der Patienten weiter verkürzt [43]. Aus 

diesen Gründen ist eine Früherkennung und gezielte Therapie zur Vermeidung weiterer 

Komplikationen für die Betroffenen von dringender Notwendigkeit.   

1.1.3 Diabetes mellitus Typ 2 

Der Diabetes mellitus Typ 2 wird charakterisiert durch eine Insulinresistenz bei relativem 

Insulinmangel. Aufgrund eines Defekts reagieren die Zellen nicht mehr sensitiv auf Insulin, 

wodurch Glucose vermehrt außerhalb der Zellen im Blut verbleibt und eine Hyperglykämie 

bedingt. Häufig kommt es zunächst zu einer verstärkten Insulinsekretion des Pankreas, um 

der Resistenz entgegenzuwirken, die schlussendlich aus der chronischen Hyperglykämie 

resultiert [44, 45]. Der Diabetes mellitus Typ 2 manifestiert sich meist schleichend. Obwohl in 

vielen Fällen bereits Jahre vor der Diagnose eine Störung der Blutzuckerregulation 

nachweisbar ist [44], wird die Erkrankung aufgrund unspezifischer Symptome häufig erst spät 

erkannt. Zu den typischen Symptomen gehören, genau wie im Falle eines Diabetes mellitus 

Typ 1, die Polyurie (krankhaft erhöhte Urinausscheidung) und begleitende Polydipsie 

(chronisch gesteigertes Durstgefühl), sowie Seh-Störungen und die vermehrte Produktion von 

Ketonkörpern, die eine Ketoazidose verursachen können [46]. Die anfänglichen Symptome 

des Diabetes mellitus Typ2 sind zunächst gemildert und das Risiko einer Ketoazidose 

niedriger, als beim Diabetes mellitus Typ 1, aber Studien zeigen, dass Patienten des Diabetes 

mellitus Typ 2 im Gegenzug häufiger Komplikationen erleiden [47]. Ein Grund hierfür wird darin 

vermutet, dass sich bei Typ-1-Patienten ein metabolisches Syndrom erst mit der Dauer der 

Erkrankung entwickeln kann, während es bei Patienten des Diabetes mellitus Typ 2 bereits 

von Beginn an vorhanden ist [48]. Dabei ist die meistverbreitete Komorbidität beim Typ-2-

Diabetes die Hypertonie, gefolgt von der Neuropathie [28].  

Als Hauptrisikofaktoren, welche die Entwicklung eines Diabetes mellitus Typ-2 begünstigen, 

gelten Übergewicht und mangelnde körperliche Bewegung [17, 49]. Weiterhin steigern auch 

eine genetische Vorprägung, Rauchen, eine nicht-alkoholische Fettleber, Hypertonie, 

Dyslipidämie und die ethnische Herkunft das Risiko einer Erkrankung [22]. Die 

unterschiedliche Prävalenz zwischen Ost- (11,5%) und Westdeutschland (9%) [18], sowie die 

Verteilung im ländlichen (8,3%) und urbanen Bereich (12,1%) [6] und ein genrelles Auftreten 

bei Unter- bis Normalgewichtigen Patienten [50] zeigen, dass das Risiko einer Diabetes 

mellitus Typ 2 Erkrankung multifaktoriell ist. Bei 90% der weltweiten Diabetes melltius 

Diagnosen, handelt es sich um einen Typ-2-Diabetes  [6]. Eine besorgniserregende 

Entwicklung zeichnet sich unter Kindern und Jugendlichen ab, unter denen in Deutschland 

jährlich etwa 175 Neuerkrankungen auftreten (Stand: 2014 - 2016) [38]. 2021 waren 6,2 
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Millionen Menschen von einem Diabetes mellitus Typ 2 in Deutschland betroffen. 

Hochrechnung ergaben, dass sich diese Zahl bis 2040 um 21% auf einen Wert von 8,9 

Millionen steigern wird [19]. Der Diabetes mellitus Typ 2 zeigt ein äußerst heterogenes 

Krankheitsbild und erfordert aus diesem Grund eine möglichst individuell auf den Patienten 

zugeschnittene Therapie [51, 52]. Ein wichtiger erster Schritt besteht in der Minderung des 

Körpergewichts durch eine angepasste Ernährung und einer Steigerung der Aktivität [53]. 

Begleitend wird häufig eine Kombination oraler Antidiabetika verabreicht. Hierbei ist Metformin 

in den meisten Fällen das Medikament der Wahl, aufgrund guter Verträglichkeit und geringem 

Risiko einer Hypoglykämie [52, 54]. Erst als letzte mögliche Therapie sollte Patienten mit 

Diabetes mellitus Typ 2 eine Insulinsubstitution verschrieben werden [54], wie sie bei 

Menschen mit diagnostizierten Diabetes mellitus Typ 1 zwingend erforderlich ist. 

1.2 Die Betazelle des Pankreas 

Die pankreatische Betazelle gehört zu den endokrinen Zellen. Ihre Hauptfunktion besteht in 

der Produktion, Speicherung und Freisetzung von Insulin zur strikten Regulation der 

Blutglucosekonzentration. Dabei zeigen die Betazellen ein hohes Maß an Adaptionsfähigkeit 

für verschiedene Stimuli und Anforderungen des Körpers [55]. Betazellen sind Bestandteil der 

Langerhans‘schen Inseln, die 1 – 2 % des gesamten Pankreas bilden [56]. Innerhalb der Inseln 

stellen Betazellen 60 – 70 % der darin auftretenden Zellen dar [57, 58]. Mit den zusätzlich in 

Inselzellen befindlichen Glucagon-produzierenden α-Zellen, so wie den Somatostatin-

enthaltenden δ-Zellen und den pankreatischen Polypeptid produzierenden Zellen stehen die 

innerhalb der Insel verteilten Betazellen in hoher Konnektivität [58], um die 

Glucosehomöostase aufrecht zu erhalten. Dabei beweisen Langerhans‘sche Inseln eine hohe 

Plastizität, sowohl in verschiedenen Spezies, als auch in unterschiedlichen Zuständen, in 

denen der Organismus sich befindet. Beispielsweise bei einer Schwangerschaft oder bei 

Auftreten von Übergewicht variiert die Menge und Verteilung der jeweiligen Zellspezies, um 

sich den Anforderungen anzupassen [59]. Im Falle einer Diabetes Erkrankung ist bei Typ-1-

Diabetikern eine signifikante Reduktion der Insulinproduzierenden Betazellen zu erkennen, 

während Typ-2-Diabetiker keine strukturelle Veränderung der Inseln aufzeigen [60]. Jedoch 

weist die Population von Betazellen innerhalb der Inseln selbst Heterogenität in ihren 

Eigenschaften und Funktionen auf [61]. So konnten bei Typ-2-Diabetikern eine 

unterschiedliche Verteilung von Betazell-Subtypen nachgewiesen werden, die sich von 

gesunden Inselzellen unterschieden [62].  

1.2.1 Insulinsekretion und seine Wirkung 

Insulin ist das einzige blutzuckersenkende Hormon des menschlichen Körpers. Seine 

Sekretion erfordert eine exakte Regulation, um die ausreichende Menge Insulin im 
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notwendigen Timing zu garantieren [63]. Die Wirkung des Insulins entfaltet sich durch die 

Bindung an seinen spezifischen Rezeptor auf der Zellmembran insulinsensitiver Gewebe, der 

über seine Tyrosinkinaseaktivität eine Signalkaskade im Inneren der Zelle auslöst [76]. In 

Folge der Insulinbindung kommt es zur Translokation von intrazellulärer Membranstrukturen 

in Form von Glucosetransportern, die in die Zellmembran eingebaut werden, wodurch die 

zelluläre Glucoseaufnahme, insbesondere in Skelettmuskulatur und Fettzellen, erhöht wird 

[77]. Hepatisch wirkt Insulin vorrangig darauf, die Glucosefreisetzung und Gluconeogenese zu 

inhibieren [78]. Zusätzlich wirkt Insulin sich auf den Fettstoffwechsel aus, indem es den Aufbau 

von Triacylglyceriden fördert, während die Lipolyse drastisch gehemmt wird. Seine anabole 

Wirkung zeigt Insulin durch die Förderung der Aufnahme essentieller Aminosäuren und der 

Proteinbiosynthese, bei gleichzeitiger Herabsetzung der Proteolyse und Aminosäureabgabe 

[79].  

Als stärkster Stimulus für die Insulinsekretion wirkt die Steigerung der 

Plasmaglucosekonzentration nach Aufnahme kohlenhydratreicher Nahrungsmittel [64, 65]. 

Glucose wird von Betazellen über den Glucosetransporter GLUT1 aufgenommen [66]. Eine 

Veränderung der Glucosekonzentration im Blut wird innerhalb der Betazelle mit Hilfe des 

Enzyms Glucokinase wahrgenommen [67]. Aufgrund ihrer geringen Affinität zum Edukt der 

Glucose, wird erst bei einem erhöhten Blutglucoselevel, diese von der Glucokinase der 

Betazelle zu Glucose-6-phosphat umgesetzt, wodurch das Enzym der Zelle als zuverlässiger 

Sensor dient [68]. Nach Umsatz der Glucose zu Glucose-6-phosphat, wird dies in der 

Glykolyse unter ATP Gewinn zu Pyruvat umgesetzt. Dies wird der Atmungskette in den 

Mitochondrien der Zelle zugeführt und durch die vollständige Oxidation des Moleküls und dem 

entstehenden Protonengradienten weitere Moleküle ATP generiert. So kommt es in 

Gegenwart von Glucose zu einer Depolarisation der Betazelle [69], ausgelöst durch die 

Änderung der ATP/ADP Ratio innerhalb der Zelle, in Folge der Metabolisierung der Glucose 

[55, 70]. Dies resultiert in einer Schließung von K+ - Kanälen, welche die Depolarisation 

initiieren mittels Öffnung spannungsabhängiger Ca2+-Kanäle. Der Einstrom von Ionen führt zur 

Insulinausschüttung [71, 72]. Ca2+ wirkt hier als Antrieb für die Fusion der Insulingefüllten 

Vesikel mit der Plasmamembran der Zelle [73]. Die Insulinantwort der Betazelle erfolgt 

biphasisch. Zunächst kommt es zu einer schnellen ersten Insulinsekretion (5-10 min) aus 

Vesikeln des ‚Readily releasable Pool‘, gefolgt von einer zweiten Antwort mit einer langsam 

konstant ansteigenden Insulinmenge aus dem ‚Reserve Pool‘ stammend [74, 75]. Durch eine 

pulsatile Ausschüttung des Insulins wird die Wirkung des Hormons auf seine peripheren 

Zielorgane verstärkt [76]. Unterschieden wird zwischen der basalen Insulinsekretion – welche 

eine besondere Rolle in der Aufrechterhaltung des Blutglucosespiegels im nüchternen Zustand 

spielt – und der stimulierten Sekretion. Der basale Insulinbedarf ist nahrungsunabhängig und 

sorgt für ein Gleichgewicht zwischen dem Glucoseverbrauch und der hepatischen Produktion. 
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Sobald dem Körper Glucose zugeführt wird, erfolgt der Wechsel zur Glucose stimulierten 

Insulinsekretion. Ein Defekt in einer der beiden Sekretionsformen ist Ursache für eine gestörte 

Glucosetoleranz. Bei einer Störung beider Formen, sprechen wir von einem Diabetes mellitus 

[77, 78]. 

 

1.3 Das Mitochondrium 

1.3.1 Aufbau und Funktion 

Die Mitochondrien nehmen als Energieversorger der Zelle eine essentielle Rolle für den 

Organismus ein. Mit Ausnahme reifer Erythrozyten sind sie ubiquitär im Körper zu finden. Die 

Zellorganellen besitzen eine durchschnittlichen Länge von 2-8 µm und eine Breite von 0,2-1 

µm (siehe Abb. 1) [79]. Der Endosymbionten Theorie zur Folge handelt es sich bei den 

Mitochondrien um ehemals autonome aerobe Bakterien, welche von einem anaeroben 

Eukaryoten aufgenommen wurden und mit diesem eine symbiotische Verbindung eingingen 

[80]. Ein stützendes Argument hierfür bildet das den Mitochondrien eigene Genom, in Form 

einer zirkulären DNA, die für eine geringe Anzahl mitochondrialer Proteine codiert. Der 

Großteil der mitochondrialen Proteine wird aber im Zellkern codiert [79, 81]. Ein weiterer 

Faktor, der die Theorie der Endosymbiose stützt, ist die Begrenzung der Organellen durch 

eine Doppelmembran, die das Mitochondrium in vier Reaktionsräume unterteilt:  

- äußere mitochondriale Membran 

- innere mitochondriale Membran 

- Intermembranraum 

- mitochondriale Matrix [82].  

 

Die innere Membran bildet durch Einstülpungen, die eine zusätzliche 

Oberflächenvergrößerung ermöglichen, Cristaen aus, die in die mitochondriale Matrix 

hineinragen [83]. In diese Membran integriert befinden sich die Komplexe der Atmungskette 

und die ATP-Synthase [84, 85]. Neben dem Recycling des ADP zu ATP, besitzen 

Mitochondrien viele weitere wichtige Funktionen für die Zelle: Sie sind beispielsweise Ort der 

β-Oxidation, der Harnstoffsynthese in der Leber und Plattform für zahlreiche Signalwege 

innerhalb der Zelle [81, 86].Üblicherweise liegen Mitochondrien als hoch dynamisches und 

interkonnektives Netzwerk vor, das ständigen Fusions- und Teilungsprozessen unterliegt [87]. 

Form, Anzahl und Verteilung der Organellen werden dabei von den energetischen 

Bedürfnissen des Gewebes beeinflusst [86]. Zusätzlich zeigen sie ein hohes Level an 

Pleomorphismus, so dass bereits die Mitochondrien innerhalb einer Zelle starke Unterschiede 

in ihrer Form und in der Anzahl der Cristae aufweisen [88, 89].  
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Abbildung 1 Schematischer Aufbau eines Mitochondrium bearbeitet nach [89] 

 

1.4 Mitochondriale Dysfunktion in der Pathogenese des Diabetes mellitus 

Typ 2 

Aufgrund ihrer Rolle in der Energieversorgung der Zelle, hat eine Dysfunktion der 

Mitochondrien häufig schwerwiegende Folgen für den Organismus. Störungen der 

mitochondrialen Funktion werden diskutiert als Ursache unterschiedlicher Erkrankungen, unter 

anderem beim Diabetes mellitus Typ 2 [90]. Aufgrund fehlender Reparaturmechanismen und 

der Ermangelung von Histonen, bietet die mitochondriale DNA ein leichtes Ziel für Schäden. 

Die hohe Anzahl an Mitochondrien innerhalb einer Zelle, ermöglicht das gleichzeitige Auftreten 

geschädigter und gesunder Mitochondrien, was als Heteroplasmie bezeichnet wird [84].  

Eine Verschiebung des Verhältnisses zu einem übermäßigen Aufkommen dysfunktionaler 

Mitochondrien kann Auslöser für die Ausbildung eines Defekts im Gewebe sein. Eine 

naheliegende Hypothese für das vermehrte Auftreten von Komplikationen im Alter wird mit der 

Akkumulierung defekter Mitochondrien über die Jahre geliefert. Eine Dysfunktion der 

Mitochondrien ist häufig Folge einer gesteigerten Produktion reaktiver Sauerstoffspezies 

(ROS) in Verbindung mit einer geminderten antioxidativen Wirkung zum Beispiel der 

Superoxid Dismutasen [91, 92]. In manchen Fällen kommt es bei den Mitochondrien außerdem 

zur Ausbildung von Permeability-transition-pores, welche einen Kollaps des 

Membranpotentials und ein damit einhergehendes Absterben der Organelle zur Folge haben 

[93]. Eine Dezimierung der Mitochondrien Anzahl in der Zelle wiederum, führt zu 

unvollständigen Abläufen des Fettsäuremetabolismus und zur Entstehung toxischer 
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Metabolite, welche sich anreichern und das Gewebe beispielsweise für eine Insulinresistenz 

anfällig machen [94, 95]. Eine zusätzliche Minderung der Phosphorylierungskapazität hat eine 

Verringerung der Plastizität des mitochondrialen Netzwerks zur Folge, um sich an die 

energetischen Bedürfnisse der Zelle anzupassen [96]. So ergaben Studien von Petersen et 

al., dass ein Rückgang der mitochondrialen Phosphorylierung mit steigendem Alter mit einer 

Insulinresistenz assoziiert ist [97]. Ein besonderes Risiko zur Ausbildung eines Diabetes 

mellitus Typ 2 bei einem gestörten mitochondrialen Metabolismus zeigt sich, wenn Leber, 

Fettgewebe oder Muskel davon betroffen sind [98, 99].Genetische Studien an Ratten ergeben 

zusätzlich, dass mögliche – auch spontan auftretende – Mutationen innerhalb des 

mitochondrialen Genoms, das Risiko für eine metabolische Störung, die eine Insulinresistenz 

zur Folge hat, begünstigen [100].In Betazellen haben die Mitochondrien und ihr tubulär 

ausgebildetes Netzwerk [101] eine essentielle Rolle, in dem es die Nährstoffversorgung über 

die ATP Generierung sensiert und in die Sekretion von Insulin übersetzt. Eine Störung der 

Balance aus Fusions- und Teilungsprozessen der Mitochondrien in Betazellen hat 

schwerwiegende Folgen, in Form von Dysfunktionen bis hin zum vollständigen 

Funktionsverlust. Eine solche Veränderung der Betazellfunktion hat dabei immer Auswirkung 

auf den Metabolismus des Organismus [102]. 

 

1.5 Mitochondriale Dynamik 

Mitochondrien besitzen eine essentielle Rolle bei der Energie Homöostase der Zelle, durch die 

Bereitstellung von ATP. Zur optimalen Versorgung muss eine Anpassung an energetische 

Bedürfnisse erfolgen. Dazu und zur Erhaltung einer gesunden mitochondrialen Population 

bilden Mitochondrien ein hoch dynamisches Netzwerk. Dieses verändert sich aktiv innerhalb 

der Zelle durch gerichteten Transport entlang von Aktinfilamenten [103], erneuert sich durch 

ständige Fusions- und Teilungsprozesse und durchläuft eine Qualitätskontrolle durch den 

selektiven Abbau mittels Autophagie [104, 105]. Beeinflusst werden diese Vorgänge unter 

anderem von der Nährstoffversorgung der Zelle [106–108], physischem Training [109] und 

dem Alterungsprozess [110–113]. Aufgrund der engen Verzahnung der dynamischen Abläufe, 

haben Störungen der Dynamik auf jeder Ebene, mitochondriale Dysfunktionen zur Folge, die 

die Ursache für zahlreiche degenerative Krankheiten bilden oder ihre Pathogenese fördern 

können [114, 115].Gleichzeitig bietet die Regulation der mitochondrialen Dynamik ein 

vielversprechendes Ziel für klinische Therapien [109, 116, 117]  
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Abbildung 2 Die mitochondriale Dynamik schematisch dargestellt nach [118] 

1.5.1 Mitochondriale Fusion 

Die mitochondriale Fusion wird durch drei GTPasen kontrolliert. Die Fusion der äußeren 

mitochondrialen Membran wird durch die homologen Proteine Mitofusin 1 (Mfn1) und Mitofusin 

2 (Mfn2) reguliert, während in der inneren Membran das Optische Atrophie Protein 1 (Opa1) 

wirkt [119]. Opa1 erhielt seinen Namen aufgrund der Entdeckung, dass eine Mutation dieses 

Proteins Ursache für die autosomal dominant vererbte Optikusatrophie bildet [120]. Eine 

Mutation im Mfn2, führt zu Nervenschädigungen und zur Ausbildung der Charcot-Marie-Tooth-

Erkrankung [121]. Für die Fusion zweier Mitochondrien muss zunächst eine räumliche Nähe 

gegeben sein. Sobald zwei Mitochondrien Kopf-an-Kopf oder Kopf-an-Seite in Verbindung 

treten, kann es zur Fusion der Organellen kommen (siehe Abb. 2) [122]. Die Mitofusine sind 

als Transmembranproteine in der äußeren mitochondrialen Membran lokalisiert. Für die 

Fusion der Membranen können sie Hetereo- oder Homodimere bilden [123, 124]. Eine Fusion 

der inneren Membran wird im Anschluss durch das Opa1 initiiert, wobei es ausreicht, wenn 

dieses auch nur in einem der beiden Mitochondrien vorkommt [125]. Neben der Fusion der 

inneren Membran, besitzt Opa1 eine wichtige Rolle für die Organisation der Cristae [125] und 

bei der Einleitung der Apoptose [126]. Als spezifisches Substrat oder Energielieferant zum 

Antrieb der Fusionsprozesse dient das GTP, welches von allen drei GTPasen verbraucht wird 

[127]. 

Die Fusion der Mitochondrien bestimmt maßgeblich ihre Morphologie, die Biogenese und ist 
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essentiell für den Erhalt der Homöostase der Zelle [128]. Sie ermöglicht den Mitochondrien 

sich untereinander mit Metaboliten, Proteinen und der mtDNA auszutauschen, zu versorgen 

und mögliche Defekte damit wieder auszugleichen [129]. Ein Fehlen beider Mitofusine wirkt 

embryonal lethal [123]. Der Funktionsverlust oder die Minderung der Aktivität beider Mitofusine 

oder des Opa1 führt zur Fragmentierung und Steigerung der Heterogenität innerhalb der 

Mitochondrien Population, da Störungen des Membranpotentials in einer Subpopulation von 

Mitochondrien vermehrt auftreten [124, 129, 130]. Die Akkumulierung von Mutationen in der 

mtDNA hat schwere Dysfunktionen zur Folge [131], wie die einer geminderten Respiration 

[124], einer Glucoseintoleranz [130], bis hin zu Atrophien [122]. 

 

1.5.2 Mitochondriale Teilung 

Das Gegenstück der mitochondrialen Fusion bildet die mitochondriale Teilung. Sie dient 

vorrangig der Verteilung der Mitochondrien auf die Zellen nach Zellteilung und der 

Qualitätskontrolle des Netzwerks. So können beschädigte Komponenten in kleinen 

Mitochondrien isoliert und dem Abbau mittels Autophagie zugeführt werden [132–134].  

Die Maschinerie der Fission setzt sich zusammen aus der GTPase Dynamin-related Protein 1 

(Drp1) und seinen membrangebundenen Rezeptoren an der äußeren mitochondrialen 

Membran [135]. Das Drp1 ist ein ubiquitär, cytosolisch vorkommendes Protein, das für die 

Teilung an die Mitochondrien rekrutiert wird. Die Bindung an seine Adaptoren bildet die 

Initiation des Mechanismus. Aus Untersuchungen in der Hefe ist Fis1 als Hauptrezeptor an 

der äußeren Mitochondrienmembran bekannt, welches gemeinsam mit Mdv1 und Caf4 agiert, 

um Drp1 an die Mitochondrien zu rekrutieren [136, 137]. Studien zur mitochondrialen Dynamik 

ergaben, dass die Bindung von Drp1 und Fis1 in Säugetieren jedoch eine andere Bedeutung 

und Funktion besitzt, die noch nicht vollständig geklärt ist [138]. Der Mitochondrial Fission 

Factor (Mff) wurde in Säugern als Drp1-Rezeptor mit essentieller Rolle für die Teilung bestimmt 

[138, 139]. Mff ist ein membrangebundenes Protein mit GTPase Aktivität, das fähig ist Drp1 

mittels transienter Bindung an die Mitochondrien und an Peroxisomen zu rekrutieren [138]. Ein 

Verlust des Proteins führt zur Minderung der Teilungsereignisse [139]. Zwei weitere 

transmembrane Proteine der äußeren Mitochondrienmembran, gehören zur Fissions-

Maschinerie aufgrund ihrer Adapterfunktion für das Drp1: Das MiD49 und MiD51 [140, 141]. 

Die beiden Proteine zeigen sich unabhängig der anderen Adapterproteine und mit einer 

eindeutigen Spezialisierung auf die mitochondriale Dynamik [142]. Eine weitere wichtige Rolle 

für die Teilung der Mitochondrien, wird dem Endoplasmatischen Reticulum (ER) beigemessen. 

Untersuchungen ergaben, dass dort, wo ER und Mitochondrium in direktem Kontakt stehen – 

insbesondere da, wo das ER das Mitochondrium umschließt – die Orte sind, an denen die 

Teilung abläuft [143]. Als Funktion für das ER an dieser Stelle wird vermutet, dass es den 
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Durchmesser des Mitochondrium verringert, und so dem Drp1 den Zugang erleichtert [144].  

Durch die Bindung des Drp1 an seine Rezeptoren wird die Teilung initiiert. Nun beginnt das 

Drp1 zu polymerisieren und sich in Form einer Helix um das Mitochondrium zu legen (siehe 

Abb.2) [145]. Durch die Hydrolyse von GTP kommt es zur Kontraktion der Spirale, was eine 

Abschnürung der Mitochondrien voneinander zur Folge hat [146]. Dem Prozess der Teilung 

wird zusätzlich eine Rolle im Signalweg des gezielten Zelltods - der Apoptose – zugeschrieben. 

Eine Fragmentierung des mitochondrialen Netzwerks und die Freisetzung des Cytochrom c, 

konnte bei Untersuchungen nahezu zeitgleich bemessen werden [147]. Eine Inhibition der 

Teilung durch geminderte Expression von Drp1 verzögert den Vorgang der Apoptose, ohne 

ihn gänzlich zu verhindern [148]. Gleichzeitig hat eine Minderung der mitochondrialen Teilung 

auch den Verlust von mtDNA, eine Abnahme der Respiration und damit verbunden geringere 

ATP Level zur Folge, sowie eine verstärkte Produktion von ROS, die schädlich auf die Zelle 

und ihre Mitochondrien wirken [133]. 

 

1.5.2.1 Das Teilungsprotein Drp1 

Hauptmediator der mitochondrialen Teilung ist das Dynamin related-protein 1 (Drp1) [149]. 

Dabei handelt es sich um eine cytosolische GTPase mit einer Größe von etwa 80 kDa [150]. 

Seine zentrale Rolle zeigt sich in seiner stark konservierten Sequenz, die sich in allen Arten 

und Reichen der Lebewesen und zellulären Organismen wieder findet [150, 151]. Eine 

Mutation im Drp1 codierenden Gen mit vollständigem Funktionsverlust, kann sich embryonal 

lethal auswirken, aufgrund schwerer Fehlbildungen im Gehirn [152, 153]. Als Mitglied der 

Dynamin ähnlichen Proteinfamilie besitzt das Drp1 einen typischen Aufbau bestehend aus 

a) N-terminaler GTPase,  

b) einer Mitteldomäne,  

c) der Insert B Domäne, 

d) einer GTP Effektor Domäne und  

e) dem prolinreichen C-Terminus [154]. 
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Abbildung 3 Aufbau des Dynamin related-protein 1 mit seinen Domänen und seine posttranslationalen 

Modifikationen aktivierend (grün) und inhibierend (rot), einschließlich der Markierung der 
Punktmutation zur Herstellung der Drp1 Negativmutante K38A, erstellt nach [155] 

 

Drp1 tritt im Cytosol ursprünglich als Di- oder Tetramer auf. Eine Bindung von Drp1 an seine 

Adapter über die Insert B Domäne initiiert die Teilung [156, 157]. In Gegenwart von GTP 

oligomerisiert Drp1 zu helikalen Strukturen, die sich tubulär um Mitochondrien und 

Peroxisomen formen [158–160]. Die Hydrolysierung des gebundenen GTP führt zur 

Kontraktion des Drp1-Polymers, was eine Abschnürung der Mitochondrien an dieser Stelle 

voneinander zur Folge hat (siehe Abb.4)  [146].  

 
Abbildung 4 Reaktion des Drp1 am Mitochondrium; Abbildung nach [146] 

 

Reguliert wird die Drp1 Aktivität während dieses Prozesses durch posttranslationale 

Modifikationen. Die Phosphorylierung von Serinresten im Protein besitzt je nach Lokation eine 

aktivierende oder inhibierende Wirkung auf die GTPase Aktivität oder beeinflusst die 
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Rekrutierung von Drp1 an die Mitochondrien (siehe Abb.3). Weitere nachgewiesene 

Modifikationen sind SUMOylierung, s-Nitrosylation oder die Ubiquitierung [161–163]. Die 

strenge Regulation des Drp1 zeigt, die essentielle Rolle, welches es bei der Teilung der 

Organellen für den Organismus besitzt. Eine Punktmutation innerhalb der GTP-Bindedomäne 

hat einen dominant negativen Effekt auf die Funktion des Drp1 [164]. Die Drp1 Negativmutante 

K38A – welche eine Punktmutation an der Aminosäure 38 in seiner Bindedomäne besitzt – , 

ist eine etablierte Form für Analysen zur Funktion und Bedeutung des Teilungsproteins [149]. 

Weitere Untersuchungen zeigten außerdem, dass im menschlichen Körper verschiedene 

Isoformen von Drp1 existieren, die insbesondere im neuronalen Gewebe deren Aktivität und 

Zielstrukturen beeinflussen [165, 166]. Aufgrund der hohen Bedeutung für die mitochondriale 

Teilung und dem Zusammenhang zwischen einer gestörten mitochondrialen Dynamik und der 

Ausbildung von – insbesondere neurodegenerativer – Krankheiten [155, 167], ist das Drp1 

Protein ein interessantes Ziel für die Forschung an neuen Therapieansätzen [168, 169]. In 

Untersuchungen zeigte sich, dass Drp1 ebenso einen wichtigen Einfluss auf die 

Insulinsekretion hat [170, 171] und seine Regulation somit mit protektiven Eigenschaften für 

das betroffene Gewebe assoziiert wird [168, 172]. Für MIN 6 Zellen wurde in anderen 

Untersuchungen nach der Suppression der Drp1 Expression ein Protonenverlust mit der Folge 

einer geminderten Insulinsekretion und ATP Synthese nachgewiesen [171]. 

 

1.5.2.2 Der Drp1-Inhibitor mdivi-1 

Das Chinazolin Derivat ‚mitochondrial division inhibitor‘ (mdivi-1) ist ein chemischer Inhibitor 

des Drp1, der 2008 von der Arbeitsgruppe um Cassidy-Stone bei einem Screening identifiziert 

wurde. Gesucht wurde in dieser Studie ein Molekül zur Herabregulation der Drp1-abhängigen 

mitochondrialen Teilung, das zur Verhinderung der Initiation der Apoptose führen sollte [173]. 

Mdivi-1 wirkt, in dem es durch seine allosterische Bindung an Drp1 eine Zusammenlagerung 

der Proteine am Mitochondrium und die darauffolgende kollektive GTP Hydrolyse verhindert 

[173].  

 
Abbildung 5 Chemische Strukturformel des Chinazolin Derivat mdivi-1 und seine Interaktion mit seiner 

Zielstruktur Protein; Abbildung nach [174] 
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Die Inhibition ist reversibel und tritt bereits nach kurzer Inkubationszeit auf [175–177]. 

Während mdivi-1 bei seiner Entdeckung als selektiv für Drp1 galt [173], wird diese Spezifität 

und seine Wirkung auf das Drp1 in den letzten Jahren kontrovers diskutiert [178, 179].  

2017 stellte die Arbeitsgruppe um Bordt et al. die spezifische Wirkung des mdivi-1 in Frage, 

nachdem sie dessen Effekte für das in Säugetieren vorkommende Drp1 (im Vergleich zum in 

Hefe vorkommenden Analogon Dnm1), nicht reproduzieren konnten. Stattdessen fanden Sie 

eine inhibitorische Wirkung des Moleküls auf den Komplex I der mitochondrialen Atmungskette 

[178].  

Einige Studien zeigen Drp1 unabhängige Wirkungen von mdivi-1 [175, 180], während der 

größere Teil an Untersuchungen Effekte auf die Mitochondrien, über die Drp1-abhängige 

Teilung nachweist [168, 179, 181, 182]. Die Behandlung mit mdivi-1 besitzt neuroprotektive 

Eigenschaften [12, 169, 180, 183]; stabilisiert den Metabolismus [4, 12, 184–187], reduziert 

die Gewebeschäden durch Ischämie / Reperfusion [175] und zeigt in Zellen anti-fungale, [151, 

188] sowie cytotoxische Wirkung auf hyperproliferierende Zellen [176]. Obgleich die 

Selektivität von mdivi-1 zu diskutieren bleibt, bildet der Inhibitor ein vielversprechendes Ziel 

zur Entwicklung von Therapeutika [151, 182]. Für Betazellen ist bereits eine Steigerung der 

Zellvitalität unter hypoxischen Bedingungen durch eine Behandlung mit mdivi-1 bekannt [189]. 

Für eine Inkubation von MIN 6 Zellen mit mdivi-1 für 1 h, wurde bisher ein inhibitorischer Effekt 

auf deren Insulinsekretion nachgewiesen [171]. 
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1.6 Zielstellung der Arbeit 

Mitochondrien spielen aufgrund ihrer vielseitigen Funktionen eine essentielle Rolle für die 

Zellhomöostase und somit für die Funktionalität des gesamten Organismus. Zur 

Aufrechterhaltung ihres Netzwerks sind sie ständigen Fusions- und Teilungsprozessen 

ausgesetzt. Eine Störung dieser Prozesse führt zu einer mitochondrialen Dysfunktion, was die 

Ursache für die Pathogenese schwerwiegender Krankheiten sein kann bzw. deren Ausbildung 

und Entwicklung fördert.  

Auch in Betazellen des Pankreas kann solch eine Dysfunktion zum Verlust der Zellfunktion 

führen. Die mangelnde Versorgung mit Energie in Form von ATP, hat eine Störung der daran 

gekoppelten Glucose-stimulierten Insulinsekretion zur Folge, die zentrale Bedeutung für die 

Glucosehomöostase im Blut hat. Zur Aufrechterhaltung eines gesunden Metabolismus 

benötigen Betazellen eine intakte mitochondriale Dynamik. Das Drp1 Protein ist nicht nur ein 

zentraler Bestandteil des Teilungsprozesses, sondern für die Vitalität des mitochondrialen 

Netzwerkes essentiell. Somit hat eine exakte Regulation dieser GTPase eine hohe Priorität für 

die Zellfunktion. Eine veränderte mitochondriale Teilungsaktivität wird mit der Pathogenese 

des Diabetes mellitus Typ 2 in Verbindung gebracht. Aus diesem Grund wurde in der folgenden 

Arbeit die Wirkung der Drp1 Aktivität auf die Funktion der Betazelle durch i) eine 

Überexpression des Drp1; ii) der Expression der Drp1 Negativmutante K38A und iii) der 

Behandlung mit dem chemischen Inhibitor mdivi-1 untersucht und verglichen. Folgende 

konkrete Ziele wurden bearbeitet:  

1. Die Auswirkungen der Drp1 Überexpression und der Inhibition von Drp1 auf 

Genexpression sowohl von Proteinen der mitochondrialen Dynamik, als auch der 

Autophagie und im speziellen der Mitophagie in Insulin-sekretierenden MIN 6 

Betazellen zu untersuchen. 

2. Den Einfluss von Drp1 auf die mitochondriale Atmungskette in Form von Gen- und 

Proteinexpressionsanalysen in MIN 6 Zellen zu bestimmen. 

3. Eine Analyse des Ausmaßes an oxidativen Stress bei Regulation von Drp1 in MIN 6 

Zellen mit Hilfe der Bestimmung der ROS Bildung in Lebendzellfärbungen und 

Analyse der Genexpression oxidativer Abwehrmechanismen. 

4. Das mitochondriale Netzwerk in MIN 6 Zellen durch Bestimmung der Morphologie 

über Volumen und Sphärizität der Mitochondrien sowie des Membranpotential jeweils 

anhand von spezifischen Fluoreszenz-Lebendzellfärbungen zu charakterisieren.  

5. Die Funktion der MIN 6 Zellen mittels der ATP/ADP Ratio und der Glucose-

stimulierten Insulinsekretion unter Beeinflussung der Drp1 Aktivität zu bestimmen. 
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2. Material 

2.1 Zellen 

Bezeichnung Zelllinie Spezies Gewebeherkunft 
MIN 6 Maus Insulinom 

 

 

2.1.1 Zellkultur-Medium 

Medium Komponenten Menge Firma 
DMEM (1X) + 
GlutaMAXTM-I 
(Dulbecco’s 

modified eagle’s 
medium) 

Glucose 4500 mg/l GIBCO® (Invitrogen), 
Darmstadt, Deutschland 

Natriumpyruvat 1% GIBCO® (Invitrogen), 
Darmstadt, Deutschland 

Hitzeinaktiviertes 
Fetales Kälberserum 

(FCS) 

10% (v/v) GIBCO® (Invitrogen), 
Darmstadt, Deutschland 

Penecelin/Streptomycin 1% GIBCO® (Invitrogen), 
Darmstadt, Deutschland 

 
Einfriermedium 

FCS 90% GIBCO® (Invitrogen), 
Darmstadt, Deutschland 

DMSO 10% Sigma-Aldrich, Hamburg, 
Deutschland 

 

 

2.2 Transfektionsreagenz 

Reagenzien Hersteller 
jetPEI® Polyplus, Illkirch, Frankreich 

 

 

2.3 Vektoren 

Vektoren Hersteller 
pcDNA 3.1 (+) Addgene, Teddington, United Kingdom 

pcDNA 3.1 (+) Drp1  Addgene, Teddington, United Kingdom 
pcDNA 3.1 (-) Myc/His mouse Drp1 K38A Addgene, Teddington, United Kingdom 
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2.4 Taqman Sonden 
Die verwendeten Genexpressionssonden stammten jeweils von Thermo Fisher Scientific, 

Waltham Massachusetts (USA) 

Sonde Assay-Kennung 
ATG8 Mm00490678_m1 

ATG 9A Mm01264420_m1 
Atp5a1 Mm00662408_m1 
ATP8 Mm04225236_g1 

Catalase Mm01340247_m1 
Dnm1l (Drp1) Mm01342914_m1 

Fis1 Mm00481579_m1 
GAPDH Mm99999915_g1 

Gluthationperoxidase Mm00656767 
Mff Mm00512718_m1 

Mfn1 Mm01289369_m1 
Mfn2 Mm01255785_m1 

ND5/ND6 Mm04225315_s1 
Ndufb8 Mm00482663_m1 
Opa1 Mm01349716_m1 
Parkin Mm00450187_m1 

Peroxiredoxin Mm00545848_m1 
PINK1 Mm0055827_m1 
RNR2 Mm04260181_s1 
SOD1 Mm01700393_g1 
SOD2 Mm00690588_m1 

 

 

2.5 Enzyme 

Enzym Hersteller 
DNAse I RNase-frei Qiagen, Venlo, Niederlande 

Maxima® Reverse Transkriptase Fermentas (Thermo Fisher Scientific), 
Waltham, Massachusetts, USA 

Pryuvatkinase PerkinElmer, Waltham, Massachusetts, 
USA 

 

 

2.6 Molekulargewichtsmarker 

Marker Hersteller 
Precision Plus Protein All Blue Standards Bio-Rad, München, Deutschland 

Precision Plus Protein Dual Color Standard Bio-Rad, München, Deutschland 
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2.7 Antikörper 

2.7.1 Primärantikörper Western Blot 

Antikörper Spezies Hersteller 
Beta-Actin (13E5) Kanninchen Cell Signaling Technology, 

Danvers, Massachusetts, USA 
Drp1 (Dnml1 Polyclonal) Kanninchen Thermo Fisher Scientific, 

Waltham, Massachusetts, USA 
GAPDH (14C10) Kanninchen Cell Signaling Technology, 

Danvers, Massachusetts, USA 
OXPHOS (Total OXPHOS 

Rodent  WB Antibody 
Cocktail) 

Maus Abcam, Cambridge, 
United Kingdom 

 

 

2.7.2 Primärantikörper Immunfluoreszenz 

Antikörper Spezies Hersteller 
Dynamin 1-Like Antikörper 

(AA 69-213) 
Kaninnchen Antibodies-online 

Glucokinase GCKR H-300 
(sc11416) 

Kaninnchen Santa Cruz Biotechnologie, 
Heidelberg, Deutschland 

Insulin (ab7842) Meerschwein Abcam, Cambridge, United 
Kingdom 

LC3 (L8918) Kaninnchen Sigma-Aldrich, Hamburg, 
Deutschland 

 

 

2.7.3 Fluoreszenz gekoppelte Sekundärantikörper 

Antikörper Spezies Hersteller 
Goat Anti-Guinea Pig IgG 

H&L Alexa Fluor®647 
Ziege Abcam, Cambridge, United 

Kingdom 
Goat Anti-Rabbit IgG Alexa 

Fluor®594 
Ziege Abcam, Cambridge, United 

Kingdom 
Goat Anti-Rabbit IgG Alexa 

Fluor®488 
Ziege Abcam, Cambridge, United 

Kingdom 
IRDye® 680RD Goat anti-

Mouse IgG 
Ziege Li-COR Biosciences, 

Nebraska, USA 
IRDye® 680RD Goat anti-

Rabbit IgG 
Ziege Li-COR Biosciences, 

Nebraska, USA 
IRDye® 800RD Goat anti-

Mouse IgG 
Ziege Li-COR Biosciences, 

Nebraska, USA 
IRDye® 800CW Goat anti-

Rabbit IgG 
Ziege Li-COR Biosciences, 

Nebraska, USA 
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2.8 Fluoreszenzfarbstoffe 
Farbstoffe Hersteller 

Eindeckmedium - Roti®-Mount 
FluorCare DAPI 

Roth, Karlsruhe, Deutschland 

MitoSOX™ Mitochondrial Superoxide 
Indicator 

Thermo Fisher Scientific, Waltham, 
Massachusetts, USA 

MitoTracker™ Green FM Thermo Fisher Scientific, Waltham, 
Massachusetts, USA 

Tetramethylrhodamin, Ethylester, Perchlorat 
(TMRE) (T669) 

Thermo Fisher Scientific, Waltham, 
Massachusetts, USA 

 
 

2.9 Kits 
Kit Hersteller 

ATPlite Luminescence Assay System PerkinElmer, Waltham, Massachusetts, 
USA 

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

Mouse High Range Insulin Elisa Alpco Salem, NH, USA  
QuantiProTM BCA Assay Kit Sigma-Aldrich, Hamburg, Deutschland 

Revert™ 700 Total Protein Stain Li-COR Biosciences, Nebraska, USA 
RNeasy Kit Qiagen, Venlo, Niederlande 

RNase-Free DNase Set Qiagen, Venlo, Niederlande 
TaqMan universal PCR Master Mix Applied Biosystems, Foster City, California, 

USA 
 

 

2.10 Chemikalien 
Chemikalien Hersteller 

2/β-Mercaptoethanol (C2H6OS) Sigma-Aldrich, Hamburg, Deutschland 
Acrylamid (AA) Sigma-Aldrich, Hamburg, Deutschland 

alamarBlue™ Zellviabilitätsreagenz Thermo Fisher Scientific, Waltham, 
Massachusetts, USA  

Albumin Roth, Karlsruhe, Deutschland 
Ammoniumperoxodisulfat (APS) Sigma-Aldrich, Hamburg, Deutschland 

Bisacrylamid (Bis AA) Sigma-Aldrich, Hamburg, Deutschland 
Bradford Reagenz (Roti®-Quant) Roth, Karlsruhe, Deutschland 

Bromphenolblau Sigma-Aldrich, Hamburg, Deutschland 
Bovines Serumalbumin (BSA) Roh, Karlsruhe, Deutschland 

Dithiothreitol (DTT) Thermo Fisher Scientific, Waltham, 
Massachusetts, USA 

Ethanol absolut (unvergällt) Walter CMP, Kiel, Deutschland 
FCS GIBCO® (Invitrogen), Darmstadt, 

Deutschland 
Formafix 4% Grimm med. Logistik GmbH, Torgelow, 

Deutschland 
Genetecin (G418) GIBCO® (Invitrogen), Darmstadt, 

Deutschland 
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Gluocose (C6H12O6) Merck Millipore, Darmstadt, Deutschland 
Glycerol Sigma-Aldrich, Hamburg, Deutschland 
Glycin Roth, Karlsruhe, Deutschland 
Hepes Roth, Karlsruhe, Deutschland 

Kaliumchlorid (KCl) Sigma-Aldrich, Hamburg, Deutschland 
Kaliumphosphat (KH2PO4) Sigma-Aldrich, Hamburg, Deutschland 

Kalziumchlorid Dihydrat (CaCl2 x 2H2O) Merck Millipore, Darmstadt, Deutschland  
Magnesiumchlorid (MgCl2) Sigma-Aldrich, Hamburg, Deutschland 

Magnesiumsulfat (MgSO4 x 7H2O) Sigma-Aldrich, Hamburg, Deutschland 
Mdivi-1 Sigma-Aldrich, Hamburg, Deutschland 

Methanol Roth, Karlsruhe, Deutschland 
Natriumazid (NaN3) Sigma-Aldrich, Hamburg, Deutschland 

Natriumchlorid (NaCl) – steril  Polyplus, Illlkirch, Frankreich  
Natriumchlorid (NaCl) Roth, Karlsruhe, Deutschland 

Natrium Desoxycholsäure (C24H39NaO4) Sigma-Aldrich, Hamburg, Deutschland 
Natriumhydrogencarbonat (NaHCO3) Merck Millipore, Darmstadt, Deutschland 

Natriumlaurylsulfat (SDS) Sigma-Aldrich, Hamburg, Deutschland  
NonidentTM P-40 Thermo Fisher Scientific, Waltham, 

Massachusetts, USA 
Phosphoenolpyruvat Sigma-Aldrich, Hamburg, Deutschland 

Salzsäure (HCl) Merck Millipore, Darmstadt, Deutschland 
Tetramethylethylendiamin (TEMED) Sigma-Aldrich, Hamburg, Deutschland 

Tris Roth, Karlsruhe, Deutschland 
Triton X-100 Merck Millipore, Darmstadt, Deutschland 
Trypanblau GIBCO® (Invitrogen), Darmstadt, 

Deutschland 
0,05% Trypsin-EDTA (1X) GIBCO® (Invitrogen), Darmstadt, 

Deutschland 
Wasser RNase-frei Qiagen, Venlo, Niederlande 

Tween 20 Sigma-Aldrich, Hamburg, Deutschland 
Wasserstoffperoxid (H2O2) Roth, Karlsruhe, Deutschland 

 

 

2.11 Lösungen und Puffer 
Lösung/Puffer Zusammensetzung 

Antikörper Puffer (Western Blot)  
0,1% 

Intercept® (PBS) Blocking Buffer 
Tween 20 

Krebs-Ringer-Lösung (500ml) 33,605g 
1,752g 
1,880g 
0,816g  
1,479g  

NaCl 
KCl 

CaCl2 x 2 H2O 
KH2PO4 

MgSO4 x 7 H2O 
Krebs-Ringer-Gebrauchslösung 

(100ml)  
pH 7,4 

 
0,24g 
0,168g 
90 ml  
0,1g  

10 ml Krebs-Ringer 
HEPES 
NaHCO3 

H2O 
BSA 

 
PBS (Phosphat buffered saline) 

(1 L) 

 
8,0 g  
0,2 g  

 
NaCl 
KCl 
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1,42 g  
0,27 g  

NaHCO3 
KH2PO4 

Puffer A  
pH 7,75 

20 mM  
3 mM  

HEPES 
MgCl2 

RIPA-Lysepuffer 
(Radioimmunoprecipitationassay 

buffer) 

50 mM  
150 mM  

1 %  
0,5 %  
0,1 %   

Tris HCl pH 8 
NaCl 

NP-40 
Natrium Desoxycholsäure 

SDS 
10x SDS-Laufpuffer 

(1 L) 
0,25 M 
1,92 M 

1% 
0,01% 

Tris 
Glycin 
SDS 
NaN3 

5x Ladungspuffer 
(10ml) 

250 mM 
10% 
0,5% 

500 mM 
50% 

Tris/HCl ph 6,8 
SDS 

Bromphenolblau 
DTT 

Glycerol 
Intercept® (PBS) Blocking Buffer   

SDS-Page Trenngel 12,5%  
(10,2 ml) 

4,25 ml 
4 ml 1 M 
1,75 ml 
108 µl 
120 µl 
15 µl 

AA/Bis AA (30%/8%) 
Tris/HCl ph 8,8 

H2O 
10% SDS 
10% APS 
TEMED 

SDS-Page Sammelgel 5% 
(5 ml) 

0,875 ml 
0,625 ml 
3,5 ml 
50 µl 
70 µl 
7 µl 

AA/Bis AA (30%/8%) 
1 M Tris/ HCl ph 6,8 

H2O 
10% SDS 
10% APS 
TEMED 

 

 

2.12 Verbauchsmaterialien 
Materialien Hersteller 

Deckgläser (24x50 mm) Thermo Fisher Scientific, Waltham, 
Massachusetts, USA 

Filter Pipettenspitzen (1 – 1000 µl) Starlab, Hamburg, Deutschland 
Mini Protean® TGXTM Gel  Bio-Rad, München, Deutschland 

Parafilm Roth, Karlsruhe, Deutschland 
PCR-8er-Kette 200 µl Sarstedt, Nümbrecht, Deutschland 

Pipettenspitzen (1 – 5000 µl) Sarstedt, Nümbrecht, Deutschland 
PVDF-Membran Bio-Rad, München, Deutschland 

QIAShredder Coloumns Qiagen, Venlo, Niederlande 
Reaktionsgefäße (1,5 – 2 ml) Sarstedt, Nümbrecht, Deutschland 

Reaktionsgefäße RNase-frei (1,5 ml) Eppendorf, Wesseling, Deutschland 
Schraubröhre (15 und 50 ml) Sarstedt, Nümbrecht, Deutschland 

Serologische Pipetten (2, 5, 10 und 25 ml) Sarstedt, Nümbrecht, Deutschland 
TaqMan Array Plate Thermo Fisher Scientific, Waltham, 

Massachusetts, USA 
Trans-Blot Turbo Transfer Pack Bio-Rad, München, Deutschland 
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x-Well Zellkulturkammer auf 
Glasobjektträger (ablösbar) 

Sarstedt, Nümbrecht, Deutschland 

Zellkulturflasche (75 cm2) Sarstedt, Nümbrecht, Deutschland 
6er-Well Kulturplatte Sarstedt, Nümbrecht, Deutschland 

12er-Well Kulturplatte Sarstedt, Nümbrecht, Deutschland 
24er- Well Kulturplatte Sarstedt, Nümbrecht, Deutschland 
96er-Well Kulturplatte Greiner Bio-One, Frickenhausen, 

Deutschland 
Zellschaber TPP, Trasadingen, Schweiz 

Zellschale (Glasboden) MatTek Life Science, Ashland, 
Massachusetts, USA 

 

 

2.13 Geräte 
Gerät Hersteller 

Brutschrank BINDER GmbH, Tuttlingen, Deutschland 
Dual Gel Coaster Hoefer Pharmacia Biotech Inc, California, 

USA 
Elektrophorese Kammer SE250 Mighty 

Small II 
Hoefer Pharmacia Biotech Inc, California, 

USA 
FluoView FV 10i Olympus, Hamburg, Deutschland 
Mini-Zentrifuge Eppendorf, Wesseling, Deutschland 

NanoDrop 2000 Spektralphotometer PEQLAB, Erlangen, Deutschland 
Neubauer Zell-Zählkammer ‚improved‘ Poly-Optik GmbH, Bad Blankenburg, 

Deutschland 
PCR-Cycler SensoQuest, Göttingen, Deutschland 

Real-Time PCR System 7900HT Applied Biosystems, Carlsbad, CA, USA 
Pipette (0,5 – 5000 µl) Eppendorf, Wesseling, Deutschland 

Pipettierhilfe Drummond Scientific Company, 
Pennsylvania, USA 

Power Supply (Model 1000/500) Bio-Rad, München, Deutschland 
Rotator neoLab Migge GmbH, Heidelberg, 

Deutschland 
Schüttler IKA-Vibrax-VXR Omnilab, Bremen, Deutschland 

Trans-Blot Turbo Transfer System Bio-Rad, München, Deutschland 
Ultraschall Homogenisator Bandelin, Berlin, Deutschland 
Victor3

TM Multilabel Reader Perkin Elmer, Waltham, Massachusetts, 
USA 

Vortexer Heidolph, Schwabach, Deutschland 
Zentrifuge Sigma-Aldrich, Hamburg, Deutschland 

 

2.14 Software 
Software Hersteller 

Grpah Pad Prism Dotmatics, Boston, USA 
Imaris Mircoscopy Image Analysis Software Oxford Instruments, Abingdon, England 

Image Studio Lite 5.2 Li-COR Biosciences, Nebraska, USA  
Piko Real Real-Time PCR System Thermo Fisher Scientific, Waltham, 

Massachusetts, USA 
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3. Methoden 

3.1 Zellinien 

3.1.1 MIN 6 

Bei der verwendeten MIN 6-Zelllinie handelt es sich um Maus Betazellen, die aus Insolinomen 

gewonnen wurden, welche durch die gezielte Expression des Simian Virus 40 T Antigen Gens 

in transgenen Mäusen induziert worden sind [190]. MIN 6 Zellen sind morphologisch homogen, 

wachsen in Clustern und besitzen endokrine Granula [190].  Die Zellen sind Glucose-sensitiv 

und reagieren demnach auf die Stimulation mittels Glucose mit einer bis zu 7-fach gesteigerten 

Insulinsekretion. Diese Reaktion ist vergleichbar zu der von isolierten Inselzellen aus Mäusen 

[191].  

 

3.2 Zellkultur 

Die Zellen wurden bei 37°C, 5% CO2-Atmosphäre und 60% Luftfeuchte im Brutschrank 

inkubiert. Die Kultivierung erfolgte in Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM), versetzt mit 

5% Penicilin-Streptomycin und 10% Fetalem Kälberserum (FCS). Mittels Kryokonservierung 

wurden Aliquots in Einfriermedium (FCS mit 10% (v/v) DMSO) erstellt und bei -150°C 

aufbewahrt. Diese konnten bei Bedarf rekultiviert werden. Alle Arbeitsschritte der 

Zellkultivierung wurden unter der Sicherheitswerkbank durchgeführt. 

Bei einer Zelldichte von etwa 80% innerhalb der Zellkulturflaschen wurden die Zellen 

regelmäßig mit frischem Medium passagiert. Durch Zugabe von Trypsin EDTA und einer 

kurzen Inkubation bei 37°C wurden die Zellen von der Oberfläche gelöst. Es erfolgte eine 

Zentrifugation für 5 min bei 10 000 rpm. Das erhaltene Zellpellet wurde in vorgewärmten 

Medium resuspendiert. Entsprechend der Dichte wurden die Zellen gesplittet oder für weitere 

Untersuchungen gezählt und demgemäß in Zellkulturschalen oder auf Objektträgern ausgesät.  

 

3.3 Zellzahlbestimmung und Vitalitätstest mit Trypanblau 

Die Zellzahlbestimmung erfolgte mit Hilfe der ‚Neubauer improved‘ Zählkammer. Diese besteht 

aus 9 großen Quadranten, von denen die 4 äußeren Großquadranten mit ihren jeweils 16 

Kleinquadranten darin ausgezählt wurden. Die 4 Großquadranten besitzen eine Kantenlänge 

von 1 mm und ein daraus resultierendes Flächenmaß von 1 mm2. Die Zellsuspension wurde 

gut durchmischt und 1:2 mit Trypanblau verdünnt. Dadurch wurden tote Zellen blau eingefärbt, 

während lebende farblos verblieben. Von dieser Lösung wurden 10 µl unter das Deckglas 
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gegeben und die farblosen Zellen innerhalb der 4 Großquadranten gezählt. Die Zellzahl pro µl 

ergab sich aus der folgenden Formel: 

𝑍𝑒𝑙𝑙𝑧𝑎ℎ𝑙/µ𝑙: 𝑀𝑖𝑡𝑡𝑒𝑙𝑤𝑒𝑟𝑡 𝑑𝑒𝑟 𝑔𝑒𝑧äℎ𝑙𝑡𝑒𝑛 𝑍𝑒𝑙𝑙𝑒𝑛 𝑝𝑟𝑜 𝐸𝑐𝑘𝑞𝑢𝑎𝑑𝑟𝑎𝑛𝑡 × 𝑉𝑒𝑟𝑑ü𝑛𝑛𝑢𝑛𝑔𝑠𝑓𝑎𝑘𝑡𝑜𝑟 

× 𝑆𝑐ℎ𝑖𝑐ℎ𝑡𝑑𝑖𝑐𝑘𝑒𝑛𝑓𝑎𝑘𝑡𝑜𝑟 

 
Abbildung 6 Neubauer improved Zählkammer [192] 

 

3.4 Zellvitalität 

3.4.1 Alamar Blue 

Zur Bestimmung der zu verwendenden Konzentration des chemischen Inhibitors mdivi-1 

wurde ein Zellvitalitäts Assay von Alamar Blue durchgeführt. Hierfür wurden die Zellen 

gleichmäßig auf einer 96er – Well-Kulturplatte ausgesät und in 200 µl Kulturmedium inkubiert. 

Insgesamt wurden 6 verschiedene mdivi-1 Konzentrationen in den ausgesäten MIN 6 Zellen 

untersucht: 0, 25, 50, 100, 200 und 400 µmol/l. Die entsprechenden Konzentrationen wurden 

auf die Zellen in Kulturmedium aufgetragen und für 24 h bei 37 °C inkubiert. Anschließend 

wurde Resazurin-haltiges Kulturmedium angesetzt, indem Alamar Blue 1:10 im Medium 

verdünnt wurde. Das Behandlungsmedium wurde von den Zellen entfernt und durch das 

Alamar Blue Medium mit 200 µl pro Well ersetzt. Damit erfolgte zunächst eine sofortige 

Fluoreszenzmessung der Platte als Bezugswert. Danach inkubierten die Zellen 3 h bei 37 °C. 

Bei einem Wachstum der Zellen kam es zur Reduzierung des Mediums und somit einem 

Farbumschlag des Alamar Blue von blau zu rot. Ein reduziertes Wachstum dagegen hatte eine 

Oxidation des Mediums zur Folge, die in einer Stabilisierung der Blaufärbung resultierte. Nach 

der Inkubation erfolgte eine Analyse des Wachstums mittels erneuter Fluoreszenzmessung 

der Platte bei 530 nm Extinktion und 590 nm Emission. 

 

3.5 Transfektion 

3.5.1 JetPei® - Transfektion 

Die verwendeten MIN 6 Zellen wurden mit Hilfe des jetPei® Transfection Kits transfiziert. 

JetPei® ist ein Polyethylenimin Derivat zur Einbringung von fremd DNA in adhärente oder 

suspendierte Zellen. Dabei verpackt das jetPei® die DNA in positiv geladene Partikel, die mit 
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der Oberfläche der Zellmembran interagieren und über Endozytose aufgenommen zu werden. 

Das jetPei® verhindert auf diese Weise einen Abbau der DNA im Endosom und sichert ihren 

Transport ins Cytosol. 

Für die Transfektion wurden 5 x 105 Zellen in 6 Well-Kulturplatten ausgesät und für 24 h 

kultiviert. Für jeden Ansatz wurden zunächst 50 µl sterilen 150 mM NaCl’s mit 1 µg der zu 

verwendenden Plasmid-DNA versetzt.  

Tabelle 1 Transfektionsansatz des Plasmid-DNA Mastermix 

Reagenz Menge pro Well 

Steriles NaCl 150 mM 50 µl 

Plasmid-DNA 1 µg 

 

In einem weiteren Eppendorfgefäß wurde parallel ein zweiter Master Mix angesetzt mit 50 µl 

des 150 mM NaCl und 2 µl des jetPei®. 

Tabelle 2 Transfektionsansatz des jetPei® Mastermix 

Reagenz Menge pro Well 

Steriles NaCl 150 mM 50 µl 

jetPei® 2 µl 

 

Beide Lösungen wurden in einem Reaktionsgefäß zusammengegeben und für 30 min bei 

Raumtemperatur inkubiert. Anschließend werden jeweils 100 µl in jedes Well gegeben und die 

Zellen für 24 h bei 37 °C inkubiert. Danach erfolgt ein Mediumwechsel und weitere 24 h 

Inkubation bei 37 °C. 

 

3.6 Herstellung stabiler Klone 

Die MIN 6 Zellen wurden mit Hilfe des jetPei® Transfection Kits transfiziert. Dazu wurden 1 µg 

DNA in die Zellen eingebracht. Daraufhin inkubierten die Zellen für 48 h bei 37 °C und 5 % 

CO2 in 6-Well-Kulturplatten. Anschließend wurde das Medium mit 0,75 mg/ml Genetecin als 

Selektionsantibiotikum versetzt. In einem Abstand von 48h wurde das Medium ersetzt, bis sich 

Zellkolonien am Boden der Zellkulturflasche gebildet hatten. Von diesen wurden 20 Klone 

gepickt und in eine 96-Well-Kulturplatte übertragen. Sobald die Wells dicht bewachsen waren, 

erfolgte die Übertragung der Zellen durch abtrypsinieren und Zugabe von frischem Medium 

mit 0,75 mg/ml Antibiotikum auf eine 48-Well-Kulturplatte. Danach wurden die Zellen bei 

ausreichender Zellzahl auf 24- und anschließend auf 12-Well-Kulturplatten und auf 6-Well-

Kulturplatten übertragen. Damit war die Zellzahl ausreichend, um Genexpressionsanalysen 
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zur Überprüfung der gewünschten Klone durchzuführen. Positive Klone wurden zur weiteren 

Kultivierung in Zellkulturflaschen angezogen. Zusätzlich wurden Aliquots von den positiv 

getesteten Klonen angefertigt und bei -150 °C gelagert.  

 

3.7 mRNA-Expressionsanalysen 

3.7.1 RNA-Extraktion 

Die Extraktion der RNA erfolgte mittels des QIAGEN RNeasy Mini-Kits®.  

Für eine Analyse wurden 5x105 Zellen in 6-Well-Kulturplatten ausgesät und für 48 h inkubiert. 

Zum Aufschluss der Zellmembran wurde RLT Puffer mit Mecaptoethanol (Verdünnung 1:9) 

verwendet und für 5 min inkubiert. Das Zelllysat wurde anschließend auf QIA Shredder Spin 

Säulen übertragen. Diese wurden für 2 min bei 12.000 rpm zentrifugiert um eine 

Homogenisierung und reduzierte Viskosität der Zelllysate zu erreichen. Durch Zugabe von 350 

µl 70 %igem RNase-freiem Ethanol wurde die RNA ausgefällt. Daraufhin wurden die Proben 

auf RNeasy Spin Säulen übertragen und für 15 s bei 12.000 rpm zentrifugiert. Anschließend 

wurde die RNeasy Membran, an welche die RNA gebunden hatte, mittels 500 µl RW1 Puffer 

gewaschen und erneut zentrifugiert. Zusätzliche DNA wurde mit Hilfe des QIAGEN RNase-

Free DNase-Set hydrolysiert, in dem ein Gemisch aus 10 µl DNase und 70 µl RDD-Puffer auf 

die RNeasy Membran in den Säulen gegeben wurde. Es folgte eine Inkubation für 30 min bei 

Raumtemperatur. Im Anschluss wurde die Membran einmal mit 500 µl RW1 und zweimal mit 

500 µl RPE Puffer gewaschen. Durch eine weitere Zentrifugation für 2 min bei 12.000 rpm 

wurde die Membran getrocknet und im Anschluss die RNA mit 20 µl RNase-freiem Wasser 

durch Zentrifugation bei 12.000 rpm für 1 min eluiert. Die gewonnene RNA wurde bei -80 °C 

gelagert.  

 

3.7.2 RNA-Konzentrationsbestimmung 

Die Konzentrationsbestimmung der isolierten RNA erfolgte mit Hilfe des NanoDrop 2000 

Spektralphotometers durch Messung von 1 µl RNA-Eluat bei 260 nm. Als Referenzwert diente 

RNase-freies Wasser.  

 

3.7.3 cDNA-Synthese 

Die Synthese von cDNA aus dem RNA-Template erfolgte über eine Reverse Transkription und 

wurde mit Hilfe des Maxima® First Strand cDNA Synthesis Kits durchgeführt. Dieses enthält 

eine Reverse Transkriptase (RNA-abhängige DNA-Polymerase), welche auch bei 
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Temperaturen zwischen 42 – 50 °C aktiv bleibt. Folgender Reaktionsansatz wurde für die 

Reaktion angesetzt: 

2 µl Maxima Enzym Mix 

4 µl Reaction Mix 

1 µg RNA-Template 

Mit RNase-freiem Wasser wurde auf ein Gesamtvolumen von 20 µl aufgefüllt. Anschließend 

erfolgte die cDNA-Synthese im PCR-Cycler mit dem folgenden Programm:  

Tabelle 3 Cycler Programm zur Synthese von cDNA 

Schritt Dauer in min Temperatur in °C 
1. 10 25 
2. 15 50 
3. 5 85 
4. 5 4 

 

Die gewonnene cDNA wurde bei -80 °C gelagert. 

 

3.7.4 Quantitative Real-Time PCR 

Die Analyse der Genexpression erfolgte mittels quantitativer Real-Time PCR nach dem 

TaqManTM Prinzip. Hierbei wurden spezifische Gensonden eingesetzt. Diese besitzen am 5‘-

Ende des Oligonukleotids einen fluoreszierenden Reporter-Farbstoff, während am 3‘-Ende ein 

Quencher-Molekül sitzt und durch einen Phosphatrest blockiert wird. Aufgrund der räumlichen 

Nähe zum Quencher wird die Fluoreszenz des 5‘-Endes mittels Fluoreszenz-Resonanz-

Energie-Transfers (FRET) unterdrückt. Während der PCR wird im ersten Schritt durch 

Erhöhung der Temperatur die doppelsträngige DNA zu Einzelsträngen voneinander gelöst. 

Durch die Senkung der Temperatur im nächsten Reaktionsschritt, können Primer und die 

spezifische Sonde mit der Zielsequenz hybridisieren. Anschließend erfolgt die DNA Synthese 

mittels Taq-Polymerase. Diese trifft daraufhin auf die Sonde und welche durch die 5‘-

Nukleaseaktivität gespalten wird. Damit wird der Farbstoff vom Quencher getrennt. Mit jedem 

Zyklus nimmt die Akkumulation des Amplifikat zu und steigert hiermit die Fluoreszenz des 

Reporters. Die nach jedem Amplifikationszyklus gemessene Fluoreszenzintensität ist somit 

proportional zur Quantität des PCR-Produkts. Glycerinaldehy-3-Phosphat-Dehydrogenase 

(GAPDH) diente bei den Messungen stets als Referenzgen. Als Reporter-Fluorophor wurden 

FAMTM oder VIC® genutzt. Der qRT-PCR Ansatz setzte sich wie folgt zusammen:  
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Tabelle 4 Reaktionsansatz zur quantitativen Real-Time PCR 

Aqua dest 6 µl 
2x TaqMan®-Universal PCR Master Mix 5 µl 

TaqMan®-Sonde 1 µl 
cDNA 1 µl 

 

Die qRT-PCR wurde mit Hilfe des Thermo Scientific Piko Real 96 Real-Time PCR System 

nach folgendem Programm durchgeführt: 

Tabelle 5 Real-Time PCR Programm des Piko Real 96 

PCR-Schritt Temperatur Dauer 
Hold 50 °C 2 min 
Hold 95 °C 10 min 

40 Zyklen 95 °C 15 Sekunden 
60 °C 1 min 

Hold 60 °C 30 Sekunden 
 

Eine anschließende Auswertung der Ergebnisse erfolgte quantitativ nach der Delta-Delta-Ct-

Methode. Dabei wurde die Expression der Zielgene mit Hilfe des Vergleichs zum Referenzgen 

normalisiert. Der Ct-Wert entspricht dabei der Anzahl der Zyklen, in denen sich die 

Fluoreszenzintensität des Gens signifikant von der Hintergrund-Fluoreszenz abhebt. Die 

Berechnung der Ratio dient der Ermittlung des Expressionsunterschieds zwischen der 

internen Kontrolle und den Zielgenen. Berechnet wird diese wie folgt:  

Δ Ct  
 

= Ct Zielgen – Ct Referenzgen 

ΔΔ Ct = Δ Ct Zielgen – Δ Ct Referenzgen 
 

Ratio = 2 -ΔΔ Ct 
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Abbildung 7 Schematische Abbildung einer quantitativen Real Time PCR, verändert nach ‚Fluorescent 

Probe-Based Real Time PCR‘ von BioRender.com 

3.8 Methoden zur Proteinanalyse 

3.8.1 Proteinpräparation 

Zellen wurden in einer Dichte von 5 x 105 in 6-Well-Kulturplatten ausgesät, gegebenenfalls 

transfiziert und für 48 h inkubiert. Durch Zugabe von 500 µl PBS und mit Hilfe eines 

Zellschabers wurden die Zellen von der Oberfläche gelöst und für 5 min bei 12.000 rpm 

zentrifugiert. Anschließend wurde das erhaltene Pellet in RIPA-Lysepuffer resuspendiert. Die 

Zellsuspension wurde daraufhin auf Eis inkubiert und im Abstand von 5 min mit Hilfe des 

Vortexers gemischt. Danach wurde zur Trennung des Zelllysats von seinen unlöslichen 

Bestandteilen ein weiteres Mal für 10 min bei 12.000 rpm zentrifugiert. Die Überstände wurden 

in frische Eppendorfgefäße überführt und bis zur weiteren Verwendung bei -80°C gelagert.  

3.8.2 Proteingehaltsbestimmung mittels BCA Assay Kit 

Die Proteingehaltsbestimmung wurde mit Hilfe des QuantiPro BCA Assay Kits durchgeführt. 

Dafür wurde zunächst eine BSA Eichgerade im Doppelansatz erstellt und in eine 96-Well 

Mikrotiterplatte aufgetragen. 
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Tabelle 6 Pipettierschema der BSA - Eichgerade 

BSA 0,1 mg/ml (µl) Aqua dest (µl) Lysis Puffer 1:10 (µl) 
0 140 10 

2,25 137,5 10 
3,75 136,25 10 
7,5 132,5 10 
10 130 10 
15 125 10 
20 120 10 
30 110 10 

 

Die Proben wurden mit 10 µl in die Vertiefungen gegeben und mit Aqua dest auf ein 

Gesamtvolumen von 150 µl pro Well aufgefüllt.  

In Abhängigkeit der Anzahl der Proben wurde ein MasterMix aus im QuantiPro BCA Assay Kit 

enthaltenen Puffern QA, QB und QC angesetzt.  

Tabelle 7 Mastermix Zusammensetzung des Pro BCA Assay Kit in Abhängigkeit der Probenanzahl 

Probenanzahl QA (ml) QB (ml) QC (ml) 
6 0,5 0,5 0,02 
34 2,5 2,5 0,10 
68 5,0 5,0 0,20 
96 7,25 7,25 0,29 

105 7,75 7,75 0,31 
 

Von diesem Puffergemisch wurden jeweils 150 µl zu den Ansätzen in der 96-Well-

Mikrotiterplatte gegeben. Diese wurden für 60 min bei 60 °C inkubiert, ehe die 

Extinktionsmessung bei 562 nm am Luminometer Victor3 1420 Multilabel Counter erfolgte. 

Diese Form der Proteinbestimmung wurde insbesondere im Anschluss an die Bestimmung der 

ATP/ADP Ratio und der Glucose-stimulierten Insulinsekretion Bestimmung durch einen ELISA 

durchgeführt. 

 

3.8.3 Proteinbestimmung nach Bradford 

Die Proteinbestimmung mittels Bradford-Reagenz ist eine photometrische Methode zur 

Quantifizierung des enthaltenen Proteins in Lösung. Hierbei bildet der 

Triphenylmethanfarbstoff Coomassie-Brilliant-Blau G-250 (CBBG) in saurer Lösung 

Proteinkomplexe aus. CBBG wird in seiner blauen, unprotonierten, anionischen Sulfatform 

stabilisiert, womit sich sein Absorptionsmaximum von 470 auf 595 nm verschiebt. Dadurch 

können die komplexierten Proben photometrisch gegen den freien Farbstoff gemessen 

werden, um ein Maß für die Proteinkonzentration in der Lösung zu erhalten. Für die 

Kalibrierung wurde eine Eichreihe in Doppelbestimmung von 1 bis 30 µg BSA erstellt. Für die 

Konzentrationsbestimmung in den Proteinproben wurden zu 2 µl Protein, 200 µl Bradford-
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Reagenz (Roti®-Quant) zugegeben und mit Aqua dest. auf ein Volumen von 1 ml aufgefüllt. 

Die Reaktionsgefäße wurden nach Zugabe aller Bestandteile gemischt und für 5 min bei 

Raumtemperatur inkubiert, ehe sie in Küvetten überführt wurden. Die Messung der Extinktion 

erfolgte bei 595 nm. Die Proteinkonzentration in µg/µl wurd wie folgt berechnet:  

 

 

3.8.4 SDS – PAGE 

Die Auftrennung der Proteine erfolgte mit Hilfe einer diskontinuierlichen vertikalen SDS-PAGE 

(Sodiumdodecylsulfat-Polyacrylamidgel-Elektrophorese), welche Proteine nach ihrem 

Molekulargewicht separiert. Dabei handelt es sich um ein Polyacrylamidgel, welches aus 

einem Sammel- und einem Trenngel besteht. Die beiden Gele unterscheiden sich in ihrem pH-

Wert und Polyacrylamidanteil. Letzterer entscheidet über die Porengröße innerhalb des Gels. 

Im Sammelgel werden die Proteine aus der Lösung konzentriert, ehe sie im Trenngel ihrer 

Größe nach aufgetrennt werden. Zu Beginn wurden die Acrylamid – Gele in ihrer jeweiligen 

Konzentration zwischen zwei Glasplatten gegossen und entsprechende Spacer eingesetzt. 

Mittels Tetramethyldiamin (TEMED) und Ammoniumperoxiddisulfat (APS) wurden die Gele 

polymerisiert. Eine Überschichtung mit Isopropanol hatte die Glättung des Trenngels zur 

Folge. Sobald dieses entfernt wurde, wurde das Sammelgel gegossen und zügig ein für die 

Anzahl der Proben geeigneter Kamm eingeführt, der zur Ausbildung von Taschen für die 

Befüllung der Proben diente. Die Auspolymerisation der Gele war nach 1 h abgeschlossen. 

Anschließend konnten die Gele in der Elektrophoresekammer eingespannt und mit 1x SDS – 

Laufpuffer übergossen werden. Die Proben wurden durch Zugabe von Natrium-Dodecyl-Sulfat 

(SDS) gleichmäßig negativ beladen. Dafür wurden zu 30 µg Protein 1:1 zweifacher SDS – 

Loadingpuffer hinzugefügt und gründlich vermengt. Die Denaturierung erfolgte durch 

Aufkochen der Proteinproben für 15 min bei 95 °C, ehe die diese mit dem gesamten Volumen 

auf das Gel aufgetragen wurden. Als Größenstandard wurde zusätzlich ein 

Molekulargewichtsmarker mitgeführt. Für die Auftrennung des Proteingemischs wurde 

schließlich eine Stromquelle an die Apparatur angeschlossen und das Gel 1 h bei 97 Volt 

laufen gelassen.  
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Abbildung 8 Schematische Darstellung der Durchführung einer SDS - Page, erstellt mittels BioRender.com 

 

3.8.5 Western Blot 

Mit Hilfe eines diskontinuierlichen Semi-Dry Blots wurden die in der SDS-Page aufgetrennten 

Proteine im nächsten Schritt auf eine PVDF-Membran übertragen. Dafür wurde der folgende 

Aufbau genutzt:  

 
Abbildung 9 Schematischer Aufbau eines Western Blots: Auf die Kathode werden vier in Kathodenpuffer 

getränkte Blotpapiere gelegt, darauf folgt das Polyacrylamidgel, anschließend die PVDF 
Membran, die in Anodenlösung II und Isopropanol äquilibriert wird. Vor der Anode werden 
vier in Anodenpuffer I getränkte und zwei in Anodenpuffer II getränkte Blottingpapiere 
aufgelegt.  
 

Für die Übertragung der Proteine aus dem Gel in die PVDF Membran, wurde im Trans-Blot 

Turbo Transfer System von Bio Rad das entsprechende Turbo – Programm ausgewählt mit 

einer elektrischen Spannung von 1.300 mA für 7 min. Die Detektion der Proteine erfolgte über 

die Hybridisierung mit spezifischen primären Antikörpern auf der PVDF – Membran. Zuerst 

wurde die Membran für 30 min bei Raumtemperatur auf dem Schüttler in Odyssey Blocking 

Puffer (1:4 Verdünnung mit 1xPBS) inkubiert, um unspezifische freie Proteinbindestellen zu 

blockieren. Anschließend wurde der 1:1000 in Antikörperpuffer (Odyssey Blocking Puffer + 

0,1% Tween) verdünnte primäre Antikörper über Nacht bei 4 °C inkubiert. Nach dreimaligem 

Waschen mit einem Waschpuffer aus PBS mit 0,1 % (v/v) Tween 20 auf dem Schüttler, erfolgte 

die Inkubation mit dem Fluoreszenz gekoppelten Sekundärantikörper (Verdünnung 1:2 000 in 
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Antikörperpuffer) für 2 h bei 37 °C im Drehgestell. Die Detektion des Fluoreszenzsignals des 

sekundären Antikörpers erfolgte anschließend mit Hilfe des Odyssey Infrared Imager von LI-

COR. 

3.8.6 Revert 700 Total Protein Stain Normalization 

Zur internen Ladungskontrolle wurde die geblottete Membran mit Revert 700 Total Protein 

Stain von LI-COR gefärbt. Dafür wurde die Membran zunächst für 10 min bei 37 °C vollständig 

getrocknet. Darauf folgte eine Rehydrierung durch eine 30-sekündige Inkubation in 100 % 

Methanol.  

Anschließend wurde die Membran für 5 min in 1x PBS bei Raumtemperatur geschwenkt. 

Danach wurde sie mittels destilliertem Wasser gespült, ehe sie in 5 ml der Revert 700 Total 

Protein Stain unter schütteln inkubiert wurde. Im Anschluss wurde die Membran mit 5 ml 

Revert 700 Wash Solution zweimal für jeweils 30 Sekunden und unter vorsichtigem 

Schwenken bei Raumtemperatur gewaschen. Die Membran wurde in destilliertem Wasser 

feucht gehalten und zügig im 700 nm Kanal am Odyssey® Imaging System ausgelesen. Für 

eine Detektion von Antikörpern ebenfalls im 700 nm Kanal, wurde die Membran anschließend 

wieder entfärbt. Dafür wurde sie für 5 bis 10 min unter Schwenken in 5 ml Revert Destaining 

Solution inkubiert, ehe mit dem Blockieren und der Immunmarkierung fortgefahren wurde. 

3.9 Immunfluoreszenz 

Bei der Immunfluoreszenz nutzt man die Möglichkeit Protein mittels Bindung eines 

spezifischen Antikörpers mit zellulär räumlicher Auflösung zu detektieren. Bei der indirekten 

Immunfluoreszenzfärbung hybridisieren Proteine mit spezifischen primären Antikörpern, 

welche durch einen sekundären Fluorophor-gekoppelten Antikörper sichtbar gemacht werden. 

Ein Proteinnachweis erfolgt durch die Anregung mit Licht einer entsprechenden Wellenlänge.  

3.9.1 Indirekte Immunfluoreszenz 

Zellen wurden in einer Dichte von 5 x 105 Zellen pro Well auf x-Well mit Zellkulturkammern 

ausgesät und über Nacht in Zellkulturmedium im Brutschrank bei 37 °C und 5 % CO2 inkubiert. 

Am folgenden Tag wurde das Medium entfernt, die Zellen mit PBS dreimal gewaschen und 

anschließend mit Hilfe einer 15-minütigen Inkubation in 4 % Formalin fixiert. Anschließend 

wurde das Formalin wieder entfernt und die Zellen erneut mit PBS gewaschen. Die 

Permeabilisierung der Zellmembran erfolgte durch eine 5-minütige Inkubation mit 500 µl Triton 

X100.  

Nach wiederholtem Waschen wurde der primäre Antikörper in einer 1:100 Verdünnung in PBS, 

für mindestens 2 h bei Raumtemperatur inkubiert. Durch erneutes Waschen mit PBS wurden 

ungebundene Antikörperreste entfernt. Im Anschluss wurde ein Fluoreszenzfarbstoff 

gekoppelter Sekundärantikörper mit einer 1:250 Verdünnung (in PBS) für 1 h im Dunkeln auf 
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dem Schüttler bei Raumtemperatur inkubiert. Nach erneutem Waschen der Zellen, wurde das 

Präparat mit Eindeckmedium (Roti®-Mount FluorCare DAPI) stabilisiert. Dieses enthält den 

Farbstoff Dapi (4,6-Diamidin-2-Phenylindol), so dass die Zellkerne gleichzeitig gegengefärbt 

wurden. Abschließend wurde das Präparat mit einem Deckglas versiegelt. Die Auswertung der 

Immunfluoreszenzfärbung wurde am konfokalen Laserscannmikroskop FluoView 10i mit 

einem UPLASAPO 60x Ölobjektiv (NA 1.35) durchgeführt. Mittels einer Laserdiode erfolgte die 

Anregung entsprechend des sekundären Antikörpers. 

Tabelle 8 Darstellung verwendete Fluorophore und ihr Spektrum 

Fluorophor Excitation 
Maximum 

Emission Maximum Laserquelle 

DAPI 359 nm 461 nm 405 nm 
Alexa Fluor 488 499 nm 520 nm 473 nm 
Alexa Fluor 594 590 nm 618 nm 559 nm 

 

 
Abbildung 10 Schematische Darstellung der Immunfluoreszenz, erstellt mittels BioRender.com 

 

3.10 Analyse des mitochondrialen Membranpotentials 

Das Membranpotential der Mitochondrien wurde mit Hilfe des Fluoreszenzfarbstoffs TMRE 

(Tetramethylrhodaminester) untersucht. Hierbei handelt es sich um eine Technik der 

Lebendzellfärbung. TMRE ist ein stabiler, Membran-gängiger, orangeroter Lebendfarbstoff 

und wird bei Licht einer Wellenlänge von 559 nm angeregt. TMRE ermöglicht eine quantitative 

Analyse des mitochondrialen Membranpotentials aktiver Mitochondrien, in welchen er 

aufgrund seiner positiven Ladung akkumuliert. Für die Untersuchung wurden Zellen in einer 

Dichte von 5 x 105 auf den Collagen beschichteten Glasboden eines Dishes der Firma MatTek 

ausgesät und über Nacht im Brutschrank bei 37 °C und 5 % CO2 inkubiert. Die Zellen wurden 

anschließend gewaschen und für 30 min in Zellkulturmedium, in welchem TMRE 1:20.000 

verdünnt wurde, bei 37 °C inkubiert. Danach wurden die Zellen erneut mit PBS gewaschen 

und mit vorgewärmten Kulturmedium versorgt. Die Auswertung erfolgte am konfokalen 
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Laserscanmikroskop Olympus Flouview 10i mit einem UPLASAPO 60x Ölobjektiv (NA 1.35). 

Eine quantitative Analyse wurde in der Software Olympus Fluoview FV10-ASW- Viewer 

Software Ver.4.1 durchgeführt.  

Tabelle 9 Darstellung verwendeter Lebendzellfarbstoffe und ihrer Spektren 

Lebendzellfarbstoff Excitation 
Maximum 

Emission 
Maximum 

Laserquelle 

Fluorescein (FITC) 495 nm 519 nm 473 nm 
Tetramethylrhodamine 

(TRITC) 
552 nm 578 nm 559 nm 

MitoSOX™ Red 396 nm 610 nm 559 nm 
 

3.11 Analyse der mitochondrialen Morphologie mittels Lebendzellfärbung 

Die mitochondriale Morphologie wurde mit Hilfe einer Lebendzellfärbung mit dem 

Fluoreszenzfarbstoff MitoTracker Green® (MTG®) durchgeführt. MTG gelangt durch passive 

Diffusion in die Mitochondrien und akkumuliert in der mitochondrialen Matrix nach Bindung an 

mitochondriale Proteine. Der Farbstoff reagiert dabei mit einer freien Thiol-Gruppe Cystein-

haltiger Proteine. Die Bindung erfolgt unabhängig ihres mitochondrialen Membranpotentials. 

Für die Färbung wurden Zellen in einer Dichte von 5x105 pro Collagen beschichteten, 

Glasboden Dish der Firma MatTek ausgesät und über Nacht bei 37 °C und 5 % CO2 im 

Brutschrank inkubiert. Die Zellen wurden anschließend mit PBS gewaschen und für 30 min mit 

MTG® in einer 1:10.000 Verdünnung in Kulturmedium bei 37 °C inkubiert. Danach wurden die 

Zellen erneut mit PBS gewaschen und mit vorgewärmten Kulturmedium versorgt. Die 

Auswertung erfolgte am konfokalen Laserscanmikroskop Olympus Fluoview 10i mit einem 

UPLASAPO 60x Ölobjektiv (NA 1.35). Eine quantitative Analyse wurde mit der Olympus 

Fluoview FV10-ASW- Viewer Software Ver.4.1 durchgeführt.  

In der Software Imaris wurden die 3D Datensätze hinsichtlich des Mitochondrien Netzwerkes 

ausgewertet. Mit dem Schwellenwertverfahren (Thresholding) wird anhand der 

Fluoreszenzmarkierung eine Oberfläche erstellt. Hierbei kommen Algorithmen zum Einsatz, 

die die Intensität zur lokalen Umgebung berücksichtigen. Nachfolgend wird jedes als solches 

detektierte Objekt (Mitochondrium) einzeln erfasst, mit einer ID Nummer klassifiziert und seine 

Eigenschaften bestimmt. Die Ergebnisse können in Form einer Excel-Tabelle ausgelesen 

werden und dienten der quantitativen 3D Bilddatenauswertung in Prism. 

3.12 Bestimmung der ATP/ADP Ratio 

Für die Untersuchung der ATP/ADP Ratio wurde das ATPLite Luminescencence Assay 

System Kit verwendet. Hierfür wurden 5 x 105 Zellen pro Well in 6-Well-Zellkulturplatten 

ausgesät. Diese wurden zweimal mit PBS gewaschen und im Anschluss mit 200 µl Lysis Puffer 

für 5 min auf dem Schüttler inkubiert. Das Zelllysat wurde in Eppendorfgefäße überführt und 
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für 5 min auf Eis inkubiert. 70 µl des Zelllysats wurden mit 630 µl Puffer A versetzt und auf 

zwei 350 µl Ansätzen verteilt. Ein Ansatz diente der ADP Bestimmung, welches über dessen 

Umsetzung zu ATP durch Zugabe von Phosphenolpyruvat untersucht wurde: 

Phosphenolpyruvat + ADP → Pyruvat + ATP 

Für diese Reaktion wurde ein Mastermix aus 30 mM Phosphenolpyruvat (PEP) und 4 U 

Pyruvatkinase angesetzt in einem Volumen von 20 µl, dem ADP-Ansatz hinzugegeben und 

die Proben für 15 min bei 25 °C inkubiert. Im Anschluss wurden die ADP-Ansätze mit dem 

PEP und Pyruvat versetzt. Die andere Hälfte des Zelllysats, welche für die Messung des ATP-

Gehalts diente, wurde mit jeweils 100 µl pro Vertiefung in Doppelansätzen in 96-Well-

Mikrotiterplatten gegeben. Um einer Überstrahlung der Signale zu vermeiden, wurde zwischen 

den befüllten Vertiefungen immer eine Vertiefung in jede Richtung ausgelassen. Zu jeder 

Probe wurden 50 µl Substrat hinzugegeben und die Platte abgedunkelt für 2 min auf dem 

Schüttler bei Raumtemperatur inkubiert. Die Messung erfolgte nach einer zusätzlichen 8-

minütigen Inkubationszeit bei Raumtemperatur, am Luminometer Victor3 1420 Multilabel 

Counter. Zusätzlich mitgeführt wurde eine ATP-Standardreihe. Hierbei wurden 10 mM ATP in 

Puffer A verdünnt. 

Tabelle 10 ATP - Standardreihe 

Konzentration µmol/l 10 mM ATP Stock (µl) Puffer A (µl) 
0 0 250 
50 1 199 

100 1 99 
500 2,5 47,5 

1 000 5 45 
2 500 10 20 
5 000 20 20 

 

Der Lysis Puffer wird 1:10 mit Puffer A verdünnt und je 100 µl in eine Mikrotiterplatte gegeben. 

Dazu werden 10 µl der unterschiedlichen ATP Konzentrationen hinzugefügt. Zu jeder Probe 

wurden 50 µl Substrat hinzugegeben und die Platte im Luminometer gemessen.  

3.13 Bestimmung Glucose-stimulierter Insulin Sekretion 

Für die Untersuchung der Glucose-stimulierten Insulinsekretion wurden MIN 6 Zellen mit einer 

Dichte von 5 x 105 Zellen je Well in 6er-Well- Kulturplatten ausgesät und über Nacht im 

Brutschrank bei 37 °C inkubiert. Das Medium wurde von den Zellen entfernt und diese zweimal 

mit einer vorgewärmten Krebs-Ringer-Gebrauchslösung (Krebs-Ringer mit 0,1% BSA) 

gewaschen. Danach wurden die Zellen mit 2 ml der Gebrauchslösung bedeckt und für 1 h bei 

37 °C inkubiert. Im Anschluss wurde die Lösung vollständig entfernt und die Zellen mit 1,5 ml 

einer Krebs-Ringer-Lösung mit 3 mM oder 25 mM Glucose für 1 h bei 37 °C inkubiert. Danach 
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wurden jeweils 1 ml der Überstände in ein Eppendorfgefäß überführt. Die Zellen wurden 

dreimal mit reiner Krebs-Ringer-Lösung gewaschen, mit einem Zellschaber von der 

Oberfläche der Kulturplatte abgelöst, in 1 ml Krebs Ringer Lösung aufgenommen und 

ebenfalls in Eppendorfgefäße überführt. Der Aufschluss der Zellen erfolgte auf Eis durch eine 

Ultraschallbehandlung für 45 Sekunden in 5 Zyklen mit 90 % Beschallungsintensität. Zur 

Separierung des Zellinhalts und der festen Zellbestandteile wurden diese daraufhin für 5 min 

bei 10.000 rpm zentrifugiert und die Zelllysate 1:5 mit Krebs-Ringer-Lösung verdünnt. Die 

Überstände der Glucose-Stimulierung wurden 1:2 in reiner Krebs-Ringer-Lösung verdünnt und 

bei – 80 °C gelagert.  

 

3.13.1 Insulin-ELISA 

Zur Bestimmung des sezernierten Insulins wurde ein ELISA (Enzyme Linked 

Immunoabsorbend Assay) durchgeführt. Hierbei handelt es sich um ein Enzym gekoppeltes 

Immunabsorbtionsverfahren, welches durch die Bildung eines Sandwich-Komplexes aus 

einem primären Antikörper und nachzuweisenden Molekül mit einem weiteren Antikörper 

erfolgt. 

 
Abbildung 11 Schematischer Aufbau eines Sandwich-ELISA erstellt mittels BioRender.com 

Dafür wurden mit einem primären Antikörper gegen Insulin beschichtete Mikrotiterplatten 

verwendet. Auf diese wurden die verdünnten Überstände zur Messung der in ihnen 

enthaltenen Mengen des sekretieren Insulins und die Zelllysate zur Bemessung des 

Insulingehalts der Zellen aufgebracht. Das Konjugat wurde zunächst 1:10 in Konjugatpuffer 

verdünnt und mit 75 µl zu jedem Well hinzugefügt. Die Inkubation bei Raumtemperatur erfolgte 

für 2 h auf dem Schüttler bei 700 – 900 rpm. Die Detektion erfolgte mit Hilfe eines 

Reporterenzyms, welches an einen weiteren Antikörper gebunden ist. Dieser bindet spezifisch 

an den zuvor entstandenen Antikörper-Insulin-Komplex, so dass ein Antikörper-Antigen-

Antikörper Sandwich-Komplex ausgebildet wird. Im Anschluss zur Inkubation mit dem 
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Konjugat wurde die Platte sechsmal gründlich mit Waschpuffer gewaschen, um ungebundene 

Antikörperreste zu entfernen. Der Nachweis erfolgte durch das Hinzufügen der chromogenen 

3,3’-5,5’-Tetramethylbenzidinelösung (TMB), welches durch das enthaltene Enzym zu einem 

Farbumschlag führte. Dafür wurde zu jedem Well 100 µl TMB Reagenz hinzugefügt, die Platte 

abgedunkelt und für 30 min bei RT auf dem Schüttler bei 700-900 rpm inkubiert. Durch die 

anschließende Zugabe von Schwefelsäure wurde die Reaktion abgestoppt und daraufhin die 

Extinktion bei 450 nm im Luminometer Victor3 1420 Multilabel Counter gemessen. Für eine 

quantitative Auswertung wurde eine Standardkurve mit folgenden Konzentrationen 0 ng/ml, 3 

ng/ml, 7,5 ng/ml, 30 ng/ml, 75 ng/ml und 150 ng/ml erstellt. Zur ergänzenden Bestimmung der 

enthaltenden Proteinmenge wurde außerdem eine Proteingehaltsbestimmung mit Hilfe des 

QuantiPro BCA Assay Kits durchgeführt. 

 

3.14 Statistische Auswertung 

Alle dargestellten grafischen Auswertungen in Form von Diagrammen wurden mit der Software 

GraphPad Prism erstellt. Für die Mittelwerte der jeweiligen Datengruppen wurden die Daten 

mit dem jeweiligen Standardfehler des Mittelwerts (SEM) aufgetragen. Um eine 

redundanzfreie Darstellung der Daten zu erlangen, wurden die Datengruppen normalisiert. 

Dafür wurde der Mittelwert der Kontrolle 100% und 0% dem Wert 0 zugeordnet. Für den 

Vergleich zwischen Datengruppen wurde der Student’s t-Test angewendet.  

Analysen, die einen Vergleich von mehr als zwei Datengruppen erforderten, wurden mittels 

One – Way – ANOVA mit einem anschließenden Bonferroni-Post-Test statistisch ausgewertet. 

Ein Signifikanzwert (P-Wert) wurde innerhalb der Diagramme in den Stufen * P < 0,05; ** P < 

0,01 und ***, P < 0,001 angegeben. Dabei entspricht das Symbol ‚*‘ signifikanten 

Unterschieden zwischen den untersuchten Datensätzen. 
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4. Ergebnisse 

4.1 Verwendete Zelllinien 
In dieser Arbeit wurde die Rolle des Drp1 für die Morphologie und Funktion der Mitochondrien 

in den Insulin sezernierenden MIN 6 Zellen untersucht. Dabei handelte es sich um eine Zelllinie 

aus einem Maus Insulinoma, welche die Charakteristika pankreatischer Betazellen besitzen.  

Für die Untersuchungen wurde das Protein Drp1 unterschiedlich beeinflusst. Betrachtet wurde 

A) eine Überexpression des Proteins durch die stabile Expression des pcDNA 3.1 Drp1+ 

Vektor (weiterhin als Drp1+ bezeichnet), B) eine Minderung der Aktivität des Drp1 durch die 

stabile Expression der Negativmutante K38A (weiterhin als K38A bezeichnet), welche eine 

Punktmutation in der GED-Domäne des Proteins besitzt, die die Hydrolyse von GTP verhindert 

und C) eine Hemmung der Drp1-Aktivität durch die Verwendung des chemischen Inhibitors 

mdivi-1.  

Als Kontrolle dienten mit dem Leervektor pcDNA stabil transfizierte Zellen. Für die 

Vergleichbarkeit der Daten, wurden auch die Zellen für Untersuchungen mit mdivi-1 zunächst 

mit pcDNA transient transfiziert. Eine mdivi-1 unbehandelte Charge hiervon diente in den 

Analysen zur Kontrolle. 

Tabelle 11 Beeinflussung von Drp1 in MIN 6 Zellen 

Verwendete Zelllinie Effekt Expression 
pcDNA 3.1 Drp1+ Drp1 Überexpression Stabil exprimiert 

pcDNA K38A Negativmutante Stabil exprimiert 
pcDNA Keine Auswirkung auf Drp1 Stabil exprimiert 
Mdivi-1 Chemischer Inhibitor Temporär inkubiert 
pcDNA Keine Auswirkung auf Drp1  Transient transfiziert 

 

4.1.1 Morphologie der verwendeten Zelllinien 

Die native unbehandelte MIN 6 Zelle zeigte einen flächigen Auswuchs mit spitzen Ausläufern 

und einer hohen Konnektivität zu anderen MIN 6 Zellen. Die Zellen fanden sich häufig in 

großflächigen Kolonien adhärent am Boden der Zellkulturgefäße zusammen. Eine stabile wie 

transiente Transfektion mit dem Leervektor hatte keinerlei Einfluss auf die Morphologie der 

MIN 6 Zellen (siehe Abb.12). K38A resultierte bei stabiler Expression in einer Verkleinerung 

der Zellen, so wie einer stärkeren Konnektivität, die zur Ausbildung kleinerer Kolonien führte 

(siehe Abb.12 K38A). Dies zeigte sich in einer geminderten Proliferation der Zellen. Die stabile 

Expression von Drp1+ hatte eine Verringerung der Konnektivität der Zellen untereinander zur 

Folge. Es zeigten sich eine Vielzahl weniger dichter Kolonien innerhalb der Zellkulturgefäße 

im Gegensatz zur unbehandelten oder Kontrollzelle (siehe Abb. 12, Drp1+).Die Inkubation mit 

mdivi-1 hatte deutliche Auswirkungen auf die Zellen in Form von Abrundungen und 

vergleichsweise weniger Verbindungen zu den umliegenden Zellen (siehe Abb. 12, mdivi-1). 
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Abbildung 12 Exemplarische Darstellung mikroskopischer Aufnahmen von MIN 6 Zellen stabil transfiziert 

mit pcDNA als Kontrolle, stabil transfiziert mit der Drp1 Negativmutante K38A, stabil 
transfiziert mit einem Drp1 Überexpressionsvektor (Drp1+) und behandelt mit dem 
chemischen Drp1 Inhibitor mdivi-1. Vergrößerung 60-fach 

 

 

 

 

 



Ergebnisse 54 

 
 

4.1.2 Zellvitalitätsmessung bei Behandlung mit mdivi-1 

Um die korrekte Konzentration des chemischen Inhibitors mdivi-1 für die MIN 6 Zellen zu 

ermitteln, wurde ein Vitalitäts-Assay mittels Alamar Blue durchgeführt. Die Untersuchung, 

welche eine Aussage zum Wachstum der Zellen durch die Reduzierung des Mediumfarbstoffs 

Alamar Blue und einem damit einhergehenden Farbumschlag ermöglichte, ergab eine 

signifikante Reduktion des Zellwachstums bei mdivi-1 Konzentrationen über 50 µmol/l. Bis zu 

einer Konzentration von 50 µmol/l ist die Reduzierung der Zellvitalität nicht signifikant (siehe 

Abb. 13). Aus diesem Grund wurde eine Konzentration von 50 µmol/l mdivi-1 für die folgenden 

Untersuchungen zur Beeinflussung der Drp1-Aktivität gewählt. 
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Abbildung 13 Darstellung der Zellvitalität von MIN 6 Zellen, die mit unterschiedlichen mdivi-1 
Konzentrationen behandelt wurden. (n=4) 

 

4.2 Die Expression von Drp1 

Die Veränderungen der an der mitochondrialen Dynamik beteiligten Proteine, nach 

Beeinflussung des Drp1-Gehalts und seiner Aktivität in MIN 6 Zellen, wurde mittels 

Genexpressionsanalyse der bekannten Teilungs- und Fusionsproteine untersucht. Hierzu 

wurde Drp1 in MIN6 Zellen verstärkt exprimiert (Drp1+), eine GTPase-inaktive Drp1-

Negativmutante zusätzlich exprimiert (K38A) oder die endogene GTPase Aktivität mit Hilfe des 

Inhibitors mitochondrial division inhibitor (mdivi-1) blockiert. Die Genexpressionsanalyse 

erfolgte mittels einer quantitativen Real-Time PCR. Eine Analyse der Proteinexpression wurde 

mit Hilfe von Western Blots durchgeführt. Zusätzlich konnte der Gehalt von Drp1 

immunhistochemisch durch die Verwendung eines geeigneten spezifischen Antikörpers 

quantifiziert werden.  
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4.2.1 Genexpressionsanalyse von Drp1 in K38A, Drp1+ und mdivi-1 Zellen 

Die Analyse der Drp1 Expression zeigte, dass sowohl die stabile Transfektion mit der 

Negativmutante K38A, als auch die Vektor vermittelte Drp1 Überexpression, die Expression 

des Proteins verdoppelte im Vergleich zu den Kontrollzellen. In MIN 6 Zellen, welche mit 

pcDNA transfiziert und für 24 h mit 50 µmol/l mdivi-1 inkubiert wurden, zeigte sich keine 

Veränderung in der Genexpression von Drp1 im Vergleich zu kontrolltransfizierten Zellen. 

 

Abbildung 14 Vergleich der relativen mRNA Expression des Teilungsprotein Drp1 in stabil transfizierten 
MIN 6 Zellen mit pcDNA, Drp1 Negativmutante K38A und Drp1 Überexpressionsvektor und in 
MIN 6 Zellen mit pcDNA transifziert und mit 50 µmol/l mdivi-1 behandelt für 24 h. Die 
Genexpression wurde auf das Referenzgen GAPDH normalisiert ***, P < 0,001 (Student’s t-
Test) (n=6-20) 
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4.2.2 Proteinexpressionsanalyse von Drp1 in K38A und Drp1+ Zellen 

Die Analyse der Proteinexpression von Drp1 in Min6 Zellen, welche stabil mit der Drp1-

Negativmutante transfiziert wurden, ergab eine geminderte Expression des mitochondrialen 

Teilungsproteins Drp1 im Vergleich zu kontrolltransfizierten Zellen (siehe Abb. 15 A). Die 

Untersuchung der Drp1 Expression in Min6 Zellen mit einer stabilen Überexpression des 

mitochondrialen Teilungsproteins Drp1 bestätigte eine signifikante Steigerung der 

Proteinexpression in Drp1+ Zellen, verglichen mit den pcDNA transfizierten Kontrollzellen 

(siehe Abb. 15 B).  

 

Abbildung 15 Proteinexpression von Drp1. Quantifiziert und mit repräsentativem Blot in stabil transfizierten 
K38A Klonen (A) und stabilen Drp1 Überexpressionsklonen Drp1+ (B). Normiert wurde auf die 
Proteinmenge des GAPDH. (n=4) * P < 0,05,*** P < 0,001 (Student’s t-Test).  

 

4.2.3 Proteinexpressionsanalyse in mdivi-1 behandelten Zellen 

Eine Untersuchung der Proteinexpression des mitochondrialen Teilungsprotein Drp1 in MIN 6 

Zellen, welche 24 h mit 50 µmol/l mdivi-1 behandelt wurden, ergab – ähnlich wie bei der 

Inaktivierung durch Expression der Negativmutante – keine signifikante Änderung im 

Expressionslevel des Proteins bei einer Gegenüberstellung mit kontrolltransfizierten Zellen 

(siehe Abb. 16). Aufgrund dessen, dass eine Wirkung von mdivi-1 auf die Expression des 

Referenzproteinen nicht ausgeschlossen werden konnte, wurde zur Normalisierung eine Total 

Protein Färbung durchgeführt.  
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Abbildung 16 Proteinexpression von Drp1 quantifiziert und mit repräsentativem Western Blot in MIN 6 

Zellen, die für 24 h mit 50 µmol/l mdivi-1 behandelt und mit pcDNA transient transfiziert 
wurden. Normiert wurde durch eine Total Protein Färbung und Ermittlung des Lane 
Normalization Factor (LNF). (Student’s t-Test) 

 

4.2.4 Immunhistochemische Untersuchung nach Drp1 Beeinflussung 

Die Auswirkung der stabilen Transfektion mit einem Drp1 Überexpressionsvektor oder einer 

Drp1-Negativmutante, sowie die Behandlung von MIN 6 Zellen mit mdivi-1, auf den Drp1 

Gehalt und die Verteilung in der Zelle, wurde zusätzlich mit Hilfe von Immunfärbungen mit 

einem Antikörper gegen das endogene Drp1 untersucht. Die Markierung mittels sekundären 

Fluoreszenz-gekoppelten Antikörper ermöglichte die Detektion. Bei der stabilen 

Transfektionen mit einer Drp1-Negativmutante wie auch bei der Überexpression von Drp1 

konnte im Vergleich zur Kontrolle ein erhöhter Drp1 Gehalt nachgewiesen werden (siehe Abb. 

17). Wobei in Zellen der Negativmutante zusätzlich teilweise eine Clusterung des Proteins bei 

der Verteilung des Drp1 zu beobachten ist (siehe Abb. 17 A). In MIN6 Zellen, die transient mit 

pcDNA transfiziert und mit mdivi-1 behandelt wurden, zeigte sich dagegen kein Unterschied 

im Drp1 Gehalt im Vergleich zu ihrer Kontrolle, bestehend aus nur mit pcDNA transient 

transfizierten Zellen (siehe Abb. 17). 
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Abbildung 17 Exemplarische immunhistochemische Darstellung und Quantifizierung des Drp1 Gehalts in 

stabil transfizierten MIN 6 Zellen mit pcDNA, Drp1 Negativmutante K38A (A) und mit dem Drp1 
Überexpressionsvektor (B) und in MIN 6 Zellen mit pcDNA transifziert und 50 µmol/l mdivi-1 
behandelt für 24 h (C). Rot=Drp1; Blau=Dapi); *, P < 0,05; ***, P < 0,001 (Student’s t-Test) 
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4.3 Expressionsanalyse ausgewählter Gene mit Einfluss auf die 

mitochondriale Dynamik 

Die Auswirkungen der Veränderung des Drp1 Gehalts oder seiner Aktivität auf die Regulation 

der mitochondrialen Dynamik wurde anhand von Genexpressionsanalysen von bekannten 

Fusions- und Teilungsproteinen in den MIN 6 Zellen untersucht. Als Referenzgen diente 

GAPDH. 

4.3.1 Genexpressionsanalyse der Fusionsproteine Mfn1, Mfn2 und Opa1 

Die homologen Fusionsproteine Mitofusion 1 und Mitofusion 2 (Mfn1 und Mfn2), der äußeren 

mitochondrialen Membran, wurden in den K38A Zellen zu 65 % erhöht exprimiert, während sie 

in den Zellen mit Drp1 Überexpression keinen signifikanten Unterschied in ihrem 

Expressionslevel im Vergleich zu den Kontrollzellen zeigten (siehe Abb. 6 A und B). In den mit 

mdivi-1 behandelten Zellen konnte im Vergleich zur Kontrolle, kein Unterschied in der 

Expression des Mfn1 gezeigt werden, während das Homolog Mfn2 zu ca. 40 % verstärkt 

exprimiert wurde (siehe Abb. 18 A und B).Auch das Fusionsprotein der inneren Membran der 

Mitochondrien – Optic atrophy 1 (Opa1) – , wurde sowohl in den K38A Zellen, als auch den 

Zellen der Drp1 Überexpression gegenüber der Kontrolle um 115 % vermehrt exprimiert. 

Zellen, welche mit mdivi-1 behandelt wurden, zeigten ebenso wie bei der Reduzierung der 

Drp1-Aktivität mittels K38A, eine signifikant erhöhte Expression (20%) auf mRNA Ebene (siehe 

Abb. 18 C).  
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Abbildung 18 Vergleich der relativen mRNA Expression der Fusionsproteine Mfn1 (A), Mfn2 (B) und Opa1 

(C) in stabil transfizierten MIN 6 Zellen mit pcDNA, Drp1 Negativmutante K38A und Drp1 
Überexpressionsvektor und in MIN 6 Zellen mit pcDNA transfiziert und 50 µmol/l mdivi-1 
behandelt für 24 h. Die Genexpression wurde auf das Referenzgen GAPDH normalisiert* P < 
0,05; ** P < 0,01  *** P < 0,001 (Student’s t-Test) (n = 6 - 20) 

 

4.3.2 Genexpressionsanalyse der mitochondrialen Teilungsproteine Fis1 und 

Mff 

Das Protein der mitochondrialen Teilung Mitochondrial Fission Protein 1 (Fis1) zeigte im 

Vergleich zur Kontrolle eine um 50 % gesteigerte Expression in den K38A Zellen. Eine 

Überexpression von Drp1 in den Zellen, führte dagegen zu ca. 25 % verminderter Fis 1-

Expression. MIN 6 Zellen, die mit mdivi-1 inkubiert wurden, wiesen keinen Unterschied im 

Expressionslevel von Fis1, verglichen mit der Kontrolle auf (siehe Abb. 19 A). Einer der Drp1-
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Rezeptoren, welcher die Rekrutierung des Drp1 an die mitochondriale Membran vermittelt – 

Mitochondrial fission factor (Mff) – wurde weder in Zellen mit der Drp1 Negativmutante K38A, 

noch in Drp1 überexprimierenden Zellen, verglichen mit der Kontrolle, signifikant verändert 

exprimiert. Zellen, welche mit dem Inhibitor mdivi-1 behandelt wurden, zeigten im Vergleich 

zur Kontrolle keinen signifikanten Unterschied im Expressionslevel (siehe Abb. 19 B).  

 
Abbildung 19 Vergleich der relativen mRNA Expression der Teilungsproteine Fis1 (A) und Mff (B) in stabil 

transfizierten MIN 6 Zellen mit pcDNA, Drp1 Negativmutante K38A und Drp1 
Überexpressionsvektor und in MIN 6 Zellen mit pcDNA transfiziert und 50 µmol/l mdivi-1 
behandelt für 24 h. Die Genexpression wurde auf das Referenzgen GAPDH normalisiert*, P < 
0,05; **, P < 0,01 ; ***, P < 0,001 (Student’s t-Test) (n=6-20) 

 

4.4 Genexpressionsanalyse ausgewählter Proteine der Autophagie und 

Mitophagie 

Anhand von Genexpressionsanalysen wurde untersucht, welchen Einfluss eine veränderte 

Drp 1 Expression bzw. eine verminderte Drp1 Aktivität auf die Regulation der Autophagie und 

im Besonderen auf die  – für den Abbau der Mitochondrien spezifische – Mitophagie hatte. 

4.4.1 Genexpressionsanalyse der Autophagie Proteine LC3/ATG8 und ATG9A 

Das Markerprotein der Autophagie LC3 wurde mittels einer Sonde für das aus der Hefe 

homologe ATG8 untersucht. In den Zellen, welche stabil mit der Drp1 Negativmutante 

transfiziert wurden, war die ATG8 Expression im Vergleich zur Kontrolle stark erhöht. Die Drp1 
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überexprimierenden Zellen zeigten kein signifikant verändertes ATG8 Expressionslevel, 

während Zellen, die mit mdivi-1 inkubiert wurden, ähnlich wie die K38A Zellen, ATG8 um 50 

% vermehrt exprimierten (siehe Abb. 20 A). Das Autophagosomen bildende Protein ATG9A 

wurde im Unterschied zur Kontrolle, in K38A Zellen ebenfalls erhöht exprimiert. In Zellen mit 

Drp1 Überexpression zeigte sich kein signifikanter Unterschied im Expressionslevel verglichen 

mit den Kontrollzellen. Zellen, die mit dem Drp1 Inhibitor mdivi-1 behandelt wurden, wiesen 

hier (im Gegensatz zur K38A Mutante), keine signifikante Veränderung in der Expression von 

ATG9A im Vergleich zu ihren Kontrollzellen auf (siehe Abb. 20 B).  

 
Abbildung 20 Vergleich der relativen mRNA Expression der Autophagie assoziierten Proteine ATG8 (A) und 

ATG9A (B) in stabil transfizierten MIN 6 Zellen mit pcDNA, Drp1 Negativmutante K38A und 
Drp1 Überexpressionsvektor und in MIN 6 Zellen mit pcDNA transfiziert und 50 µmol/l mdivi-
1 behandelt für 24 h. Die Genexpression wurde auf das Referenzgen GAPDH normalisiert; ***, 
P < 0,001 (Student’s t-Test) (n=6-20) 

4.4.2 Genexpressionsanalyse der Mitophagie-assoziierten Proteine PINK1 und 

Parkin 

Die Kinase PTEN-induced kinase 1 (PINK1) und die Protein-Ubiquitin-Ligase Parkin, die mit 

dem Signalweg der Mitochondrien spezifischen Autophagie – der Mitophagie – assoziiert 

werden, wurden mittels Genexpressionsanalyse untersucht. In den K38A Zellen war das 

Expressionslevel von PINK1 im Vergleich zu den mit pcDNA kontrolltransfizierten Zellen 

sechsfach erhöht. Die Zellen mit einer Drp1 Überexpression zeigten keinen Unterschied in der 

PINK1-Expression.  
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Auch in Zellen, welche eine Behandlung mit dem Drp1 Inhibitor mdivi-1 erhielten, konnte keine 

signifikant veränderte Expression von PINK1 nachgewiesen werden, im Gegensatz zur 

Aktivitätsreduzierung durch die Expression der Negativmutante (siehe Abb. 21 A). Die K38A 

Zellen zeigten eine signifikant erhöhte Expression der Ubiquitin-Ligase Parkin, verglichen mit 

den pcDNA Kontrollzellen. Drp1 überexprimierende Zellen wiesen im Vergleich zu ihrer 

Kontrolle keinen Unterschied im Expressionslevel von Parkin auf. MIN 6 Zellen, welche mit 

mdivi-1 inkubiert wurden, zeigten eine gesteigerte Expression von Parkin von etwa 130 %, im 

Vergleich zu den Kontrollzellen und ähnlich der K38A Zellen (siehe Abb. 21 B).  

 
Abbildung 21 Vergleich der relativen mRNA Expression der Mitophagie assoziierten Proteine PINK1 (A) und 

Parkin (B) in stabil transfizierten MIN 6 Zellen mit pcDNA, Drp1 Negativmutante K38A und Drp1 
Überexpressionsvektor und in MIN 6 Zellen mit pcDNA transfiziert und 50 µmol/l mdivi-1 
behandelt für 24 h. Die Genexpression wurde auf das Referenzgen GAPDH normalisiert*, P < 
0,05; **, P < 0,01 ; ***, P < 0,001 (Student’s t-Test) (n=6-20) 

 

4.5 Genexpressionsanalyse ausgewählter Proteine der mitochondrialen 

Atmungskette 

Zur Untersuchung der Auswirkungen der Beeinflussungen von Drp1 auf den Energiehaushalt 

der Zelle, wurden einige ausgewählte kerncodierte und mitochondrial codierte Proteine der 

Komplexe der Atmungskette mittels Genexpressionsanalyse untersucht.  
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4.5.1 Genexpressionsanalyse der kerncodierten Proteine der Atmungskette 

Atp5a1 und Ndufb8 

Die untersuchten kerncodierten Untereinheiten der Atmungskette, waren die ATP Synthase 

F1 Subunit Alpha (Atp5a1) - die Untereinheit der ATPase des Komplex V und eine Untereinheit 

der NADH-Dehydrogenase des Komplex I, die NADH Ubiquinone Oxidoreductase Subunit 8 

(Ndufb8). In den Zellen, welche die Drp1 Negativmutante K38A exprimierten, wurde kein 

Unterschied im Expressionslevel von Atp5a1 im Vergleich zur Kontrolle nachgewiesen. Die 

Drp1 Überexpressionszellen wiesen eine um 50 % erhöhte Expression des Atp5a1 verglichen 

mit den pcDNA Zellen auf. In MIN 6 Zellen, welche mit mdivi-1 behandelt wurden, konnte keine 

signifikante Veränderung des Expressionslevels nachgewiesen werden, gleich wie bei der 

Aktivitätsminderung durch die Expression von K38A (siehe Abb. 22 A). Die 

Atmungskettenuntereinheit Ndufb8 wurde in den K38A Zellen 70 % stärker exprimiert, als es 

in den Kontrollzellen festgestellt wurde. Auch in Drp1 überexprimierenden Zellen war die 

Expression des Ndufb8 im Vergleich zur Kontrolle um 230 % gesteigert. Keine signifikante 

Veränderung im Expressionslevel zeigte sich zwischen Kontrollzellen und Zellen, welche mit 

mdivi-1 inkubiert wurden (siehe Abb. 22 B).  

 
Abbildung 22 Vergleich der relativen mRNA Expression einer Auswahl kerncodierter Bestandteile der 

mitochondrialen Atmungskette Atp5a1 (A) und Ndufb 8 (B) in stabil transfizierten MIN 6 Zellen 
mit pcDNA, Drp1 Negativmutante K38A und Drp1 Überexpressionsvektor und in MIN 6 Zellen 
mit pcDNA transfiziert und 50 µmol/l mdivi-1 behandelt für 24 h. Die Genexpression wurde auf 
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das Referenzgen GAPDH normalisiert*, P < 0,05; **, P < 0,01 ; ***, P < 0,001 (Student’s t-Test) 
(n=6-20) 

4.5.2 Genexpressionsanalyse mitochondrial codierter Untereinheiten der 

Atmungskette ATP8 und ND5/ND6 

Als Auswahl an auf der mtDNA codierten Bestandteile der Atmungskette wurde die 

Untereinheit 8 der ATP Synthase F0 des Komplex V (ATP8) und eine Untereinheit der NADH-

Oxidoreduktase des Komplex I, das ND5/ND6 analysiert. MIN 6 Zellen, welche stabil die Drp1 

Negativmutante K38A exprimierten, zeigten eine um 65 % geminderte Expression von ATP8, 

während die Zellen mit Überexpression von Drp1 eine zu 50 % verringerte Expression 

aufwiesen, verglichen mit den Kontrollzellen. In MIN 6 Zellen, die eine Behandlung mit mdivi-

1 erhalten hatten, war das Expressionslevel von ATP8 um ca. 20 % im Vergleich zur Kontrolle 

signifikant reduziert. Damit wurde ähnlich wie bei Zellen, die K38A exprimieren eine Reduktion 

beobachtet, die aber weniger ausgeprägt war (siehe Abb. 23 A). Bei der Expression von 

ND5/ND6 konnte keine Veränderung der Expression zwischen Kontrolle und K38A-Zellen 

bemessen werden. Die Drp1 überexprimierenden Zellen wiesen eine um 100 % gesteigerte 

Expression auf. Genau wie bei der Aktivitätsinhibition durch die Negativmutante, wurde auch 

bei der Aktivitätssenkung durch mdivi-1 kein Unterschied im Level der Genexpression im 

Vergleich zur Kontrolle nachgewiesen (siehe Abb. 23 B).  

 
Abbildung 23 Vergleich der relativen mRNA Expression der mitochondrial exprimierten Bestandteile der 

Atmungskette der Mitochondrien ATP8 (A) und ND5/ND6 (B) in stabil transfizierten MIN 6 
Zellen mit pcDNA, Drp1 Negativmutante K38A und Drp1 Überexpressionsvektor und in MIN 6 
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Zellen mit pcDNA transfiziert und 50 µmol/l mdivi-1 behandelt für 24 h. Die Genexpression 
wurde auf das Referenzgen GAPDH normalisiert*, P < 0,05; **, P < 0,01 ; ***, P < 0,001 
(Student’s t-Test) (n=6-20) 

 

4.6 Genexpressionsanalyse von antioxidativ wirksamen Proteinen 

Zur Untersuchung, ob die Zellen nach Beeinflussung von Drp1 oxidativen Stress ausgesetzt 

sind, an den möglicherweise eine Anpassung erfolgt, wurde die Genexpression anti-oxidativ 

wirksamer Proteine analysiert. 

4.6.1 Genexpressionsanalyse der Superoxiddismutasen 1 und 2 , der Catalase, 

der Gluthationperoxidase und dem Peroxiredoxin 

Der Radikalfänger, die Superoxiddismutase 1 (SOD1), zeigte in Zellen, welche Drp1 

überexprimierten im Vergleich zur Kontrolle, eine signifikant erhöhte Expression, aber in den 

Zellen mit Drp1 Negativmutante K38A keinen Unterschied. Auch in Zellen, welche mit mdivi-1 

behandelt wurden, wurde kein Unterschied in der Expression von SOD1 im Vergleich zu der 

Kontrolle festgestellt (siehe Abb. 12 A). Für die Superoxiddismutase 2 (SOD2) zeigte sich 

sowohl in den Zellen der Drp1 Überexpression, als auch den K38A Zellen eine Steigerung der 

Expression um 85 % (K38A) und 300 % (Drp1+). Auch MIN 6 Zellen, deren Drp1 Aktivität 

durch mdivi-1 inhibiert war, wiesen ein 60 % höheres Expressionslevel für SOD2 auf im 

Vergleich zu ihrer Kontrolle (siehe Abb. 12 B). Im Gegensatz dazu kam es zu einer 

signifikanten Reduktion der Expression von Catalase um mehr als 90 % sowohl nach Drp1 

Überexpression, als auch bei der Expression der K38A Negativmutante. Eine Inkubation der 

MIN 6 Zellen mit mdivi-1 führte hingegen zu einem signifikanten Anstieg der Catalse 

Expression (220 %) (siehe Abb. 12 C). Weiterhin wurden zwei weitere Enzyme der zellulären 

antioxidativen Abwehr, die Glutathionperoxidase (Gpx) und das Peroxiredoxin (Prdx) 

hinsichtlich ihres Expressionslevel analysiert. Die Glutathionperoxidase zeigte keine 

veränderte Expression, weder in K38A, noch Drp1+ Zellen, im Vergleich zu ihren 

Kontrollzellen. Auch mdivi-1 hatte keine signifikante Auswirkung auf die Expression, verglichen 

mit der Kontrolle (siehe Abb. 25 A). Beim Peroxiredoxin wurde ebenfalls keine Veränderung 

der Expressionslevel in den unterschiedlich behandelten Zellen zur Drp1 Beeinflussung 

nachgewiesen, verglichen mit ihren jeweiligen Kontrollen (siehe Abb. 25 B).  
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Abbildung 24 Vergleich der relativen mRNA Expression der antioxidativ wirksamen Proteine der SOD1 (A), 

der SOD2 (B) und der nachgeschalteten Catalase (C) in stabil transfizierten MIN 6 Zellen mit 
pcDNA, Drp1 Negativmutante K38A und Drp1 Überexpressionsvektor und in MIN 6 Zellen mit 
pcDNA transfiziert und 50 µmol/l mdivi-1 behandelt für 24 h. Die Genexpression wurde auf das 
Referenzgen GAPDH normalisiert*, P < 0,05; **, P < 0,01 ; ***, P < 0,001 (Student’s t-Test) (n=6-
20) 
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Abbildung 25 Vergleich der relativen mRNA Expression der antioxidativ wirksamen Proteine der Gpx (A) 

und  Prdx (B) in stabil transfizierten MIN 6 Zellen mit pcDNA, Drp1 Negativmutante K38A und 
Drp1 Überexpressionsvektor und in MIN 6 Zellen mit pcDNA transfiziert und 50 µmol/l mdivi-
1 behandelt für 24 h. Die Genexpression wurde auf das Referenzgen GAPDH normalisiert 
(Student’s t-Test) (n=6-20) 

 

4.7 Proteinexpressionsanalyse des mitochondrialen oxidativen 

Phosphorylierungs Systems (OXPHOS) in K38A, Drp1+ und midivi-1 

Zellen 

4.7.1 Proteinexpressionsanalyse des mitochondrialen oxidativen 

Phosphorylierungssystems (OXPHOS) in K38A Zellen 

Für die Analyse der Proteinexpression des Oxidativen Phosphorylierungssystems wurden 

verschiedene Untereinheiten des Systems näher betrachtet: das kerncodierte Ubiquinol-

Cyctochrom C Reductase Core Protein (Uqcrc2) des Atmungskomplex III, die Mitochondrially 

Encoded Cyctochrom C Oxidase I (Mtc01) aus dem Atmungskomplex IV, die Succinate 

Dehydrogenase Complex Iron Sulfur Subunit B (SDHB) des Atmungskomplex II und die 

Ubiquinone Oxidoreductase  Subunit B8 (Ndufb8) aus dem Atmungskomplex I stammend. 

Alle vier untersuchten Untereinheiten zeigten, verglichen mit der Kontrolle und bezogen auf β-

Actin, eine gesteigerte Proteinexpression. Insbesondere SDHB und Ndufb8 zeigten in der 
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Analyse eine 15- (SDHB) bis 25-fache (Ndufb8) Erhöhung ihres Expressionslevel in den K38A 

Zellen (siehe Abb. 26). 

 
B 

 
Abbildung 26 Western Blot zur Proteinexpression des OXPHOS in stabil transfizierten K38A Klonen (A) 

Quantitative Auswertung und (B) repräsentativer Western Blot. Die relative 
Proteinexpressionsanalyse wurde auf die β-Actin-Menge normalisiert; (n=3) * P < 0,05; ** P < 
0,01 (Student’s t-Test) 
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4.7.2 Proteinexpressionsanalyse des mitochondrialen oxidativen 

Phosphorylierungs Systems (OXPHOS) in Drp1+ Zellen 

Für die Analyse des oxidativen Phosphorylierungssystems wurden vier Untereinheiten aus vier 

Komplexen der Atmungskette näher betrachtet und quantifiziert. Sowohl die kerncodierten 

(Uqcrc2, SDHB, Ndufb8), als auch die mitochondrial codierte Untereinheit (Mtc01), die hier 

analysiert wurden, zeigten eine erhöhte Expression im Vergleich zur Kontrolle in Drp1+ Zellen, 

die aber durch die Varianz der Werte keine Signifikanz erreichte (siehe Abb. 27).  

   
B 

 
Abbildung 27 Western Blot zur Proteinexpression des OXPHOS in stabil transfizierten Drp1 

Überexpressionsklonen (A) in quantitativer Auswertung und (B) repräsentativer Western Blot. 
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Die relative Proteinexpressionsanalyse wurde auf die β-Actin Menge normalisiert; (n=3) 
(Student’s t-Test) 

4.7.3 Proteinexpressionsanalyse des mitochondrialen oxidativen 

Phosphorylierungssystems (OXPHOS) in midivi-1 Zellen 

Die Analyse der Proteinexpression des oxidativen Phosphorylierungssystems in Zellen, die 

transient mit pcDNA transfiziert und dann zu einem Teil mit mdivi-1 behandelt wurden ergab, 

dass sowohl die kerncodierten Bestandteile des Systems Uqcrc2 und Ndufb8 als auch die 

beiden untersuchten mitochondrial codierten Komplexe Atp5a und Mtc01 eine signifikant 

niedrigere Expression im Vergleich zu den Kontrollzellen aufwiesen (siehe Abb. 28).Aufgrund 

der Tatsache, dass eine Beeinflussung von mdivi-1 auf die Expression von Referenzproteinen 

nicht ausgeschlossen werden konnte, wurde stattdessen mittels Total Protein Färbung eine 

Ladungskontrolle durchgeführt, durch welche der Lane Normalization Factor (LNF) bestimmt 

und zur Normierung verwendet wurde. 
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B 

 
Abbildung 28 Western Blot zur Proteinexpression des OXPHOS in MIN 6 Zellen transient mit pcDNA 

transfiziert und für 24 h mit 50 µmol/l mdivi-1 behandelt in (A) quantitativer Auswertung und 
(B) mit repräsentativem Western Blot. Zur Normalisierung wird eine Total Protein Färbung 
durchgeführt und der LNF bestimmt.(n=4) *, P < 0,05; **, P < 0,01, ***P < 0,001  (Student’s t-
Test) 

 

4.8 Immunhistochemische Untersuchungen 

4.8.1 Immunhistochemische Untersuchung zur Insulin und Glucokinase 

Expression in K38A, Drp1+ und mdivi-1 Zellen 

Die Auswirkung der Beeinflussung von Drp1 auf die Funktion der Betazelle des Pankreas 

wurde mittels Immunfluoreszenz Färbung des Glucosesensor-Enzyms Glucokinase und des 

Hormons Insulin untersucht. Die Quantifizierung ergab, dass die Herabsetzung der Aktivität 

von Drp1 durch die Expression einer Drp1 Negativmutante K38A, eine gesteigerte Expression 

von Glucokinase und Insulin zur Folge hatte (siehe Abb. 29). In Zellen, mit Drp1 

Überexpression, waren weder die Glucokinase noch das Insulin in ihrer in den Zellen 

vorkommenden Menge verändert, verglichen mit dem Gehalt in der pcDNA Kontrolle (siehe 

Abb. 30). Zellen, die mit mdivi-1 behandelt wurden, zeigten in der Quantifizierung eine 

signifikant erhöhte Expression von Insulin, (genau wie bei Zellen der genetischen 

Aktivitätsminderung durch K38A), während die Glucokinase Expression nur eine tendenzielle 

Erhöhung aufwies (siehe Abb. 31).  
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Abbildung 29 Exemplarische immunhistochemische Darstellung der Glucokinase und des Insulins in stabil 

transfizierten MIN 6 Zellen mit pcDNA als Kontrolle und dem Drp1 Negativmutante K38A; Rot= 
Glucokinase; Grün=Insulin (A) und Quantifizierung des Glucokinase und Insulin Gehalts in 
den Zellen (B) (n=18) ;***P < 0,001 (Student’s t-Test).  

                        

 
Abbildung 30 Exemplarische immunhistochemische Darstellung der Glucokinase und des Insulins in stabil 

transfizierten MIN 6 Zellen mit pcDNA als Kontrolle und dem Drp1 Überexpressionsvektor; 
Rot= Glucokinase; Grün=Insulin (A) und Quantifizierung des Glucokinase und Insulin Gehalts 
in den Zellen (B) (n=15) (Student’s t-Test). 
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Abbildung 31 Exemplarische immunhistochemische Darstellung der Glucokinase und des Insulins  in MIN 

6 Zellen mit pcDNA transfiziert und 50 µmol/l mdivi-1 behandelt für 24 h; Rot= Glucokinase; 
Grün=Insulin (A) und Quantifizierung des Glucokinase und Insulin Gehalts in den Zellen (B) 
(n=21) ;* P < 0,05 (Student’s t-Test). 
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4.8.2 Immunhistochemische Untersuchung zur LC3 Expression in K38A, Drp1+ 

und mdivi-1 Zellen 

Die Expression von LC3 als Autophagiemarker, wurde mit Hilfe einer Immunfluoreszenz 

Färbung bei unterschiedlichen Drp1 Beeinflussungen untersucht. Die Quantifizierung ergab, 

dass im Vergleich zur Kontrolle, die Steigerung des Drp1 Gehalts in Drp1+ Zellen eine 

signifikante Steigerung des LC3 Gehalts zur Folge hatte. Die Inhibition der Drp1-Aktivität über 

eine Negativmutante oder den chemischen Inhibitor mdivi-1, besaßen keinen signifikanten 

Einfluss auf den LC3 Gehalt, verglichen mit der Kontrolle (siehe Abb. 32).   

 
Abbildung 32 Exemplarische immunhistochemische Darstellung und Quantifizierung der LC3 Expression 

in stabil transfizierten MIN 6 Zellen mit pcDNA, Drp1 Negativmutante K38A (A) und Drp1 
Überexpressionsvektor (B) und in MIN 6 Zellen mit pcDNA transfiziert und 50 µmol/l mdivi-1 
behandelt für 24 h (C). Rot=LC3; Blau = Dapi; ***P < 0,001 (Student’s t-Test) 
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4.9 Analyse des mitochondrialen Netzwerks nach Beeinflussung der Drp1 

Expression und seiner Aktivität 

Die Beeinflussung von Drp1 als zentraler Mediator der mitochondrialen Teilung hat einen 

großen Einfluss auf die Form des Mitochondrien-Netzwerks in den Zellen. Für die Analyse der 

mitochondrialen Morphologie wurden die zu untersuchenden Zellen mit MitoTrackerTM Green 

FM angefärbt und anschließend mittels konfokaler Laserscanmikroskopie untersucht. 

4.9.1 Analyse der Mitochondrienmorphologie nach Beeinflussung von Drp1 

Die Kontrollzellen zeigten nach Anfärbung mit MitoTrackerTM Green FM ein homogenes, 

tubuläres, mitochondriales Netzwerk (Abb. 33, Kontrolle). Im Gegensatz dazu, zeigte sich in 

K38A Zellen, ein in großen Teilen inhomogenes mitochondriales Netzwerk mit elongierten 

Mitochondrien. Zusätzlich führte die Expression der Drp1 Negativmutante K38A zu einer 

verstärkten mitochondrialen Clusterung nahe des Nucleus (Abb. 33, K38A). In den Zellen, die 

Drp1 überexprimierten, wies das mitochondriale Netzwerk eine starke Fragmentierung der 

Mitochondrien auf. Die fragmentierten Mitochondrien zeigten sich verkürzt und geschwollen. 

Zusätzlich wurde eine verstärkte Clusterung der Mitochondrien beobachtet (Abb. 33, Drp1+). 

Zellen welche zur Kontrolle transient mit pcDNA transfiziert wurden, zeigten ein 

ausgeglichenes Netzwerk aus fusionierten und fragmentierten Mitochondrien, ähnlich der 

stabil transfizierten Zellen. MIN 6 Zellen, welche mit pcDNA transfiziert und anschließend mit 

mdivi-1 behandelt wurden, charakterisierten sich durch eine Verschiebung zu vermehrt 

fusionierten Mitochondrien. Dies verdeutlichte sich insgesamt in einem elongierten zellulären 

Netzwerk, ebenso wie es bei K38A Zellen beobachtet werden konnte (Abb. 33, mdivi-1). 
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Abbildung 33 Exemplarische Darstellung der mitochondrialen Morphologie in MIN 6 Zellen, welche stabil 

den Leervektor pcDNA exprimierten, die Drp1 Negativmutante K38A, einen Drp1 
Überexpressionsvektor oder mit 50 µmol/l für 24 h des chemischen Drp1 Inhibitors mdivi-1 
behandelt wurden. Rote Pfeile zeigen Clusterungen der Mitochondrien an. Grün = 
MitoTrackerTM Green FM 
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4.10 Analyse der Sphärizität der Mitochondrien und des mitochondrialen 

Volumens in K38A, Drp1+ und mdivi-1 Zellen 

Die Sphärizität ist eine Kenngröße, welche beschreibt, wie sehr ein Körper der Form einer 

Kugel gleicht. Für die Mitochondrien ergibt sich damit eine zu bestimmende Größe für den 

Grad der Fragmentierung mit anschließender Schwellung, denn fragmentierte Mitochondrien 

unterscheiden sich in ihrer Größe deutlich von elongierten Mitochondrien. Dies ermöglicht die 

mittels Immunfluoreszenz gezeigten Veränderungen durch Verwendung der Imaris Software 

zu quantifizieren. Der Wert der Sphärizität kann in Verbindung gebracht werden mit dem 

Volumen der Mitochondrien innerhalb des zellulären Netzwerks, um die Ergebnisse zusätzlich 

auf der dreidimensionalen Ebene bewerten zu können.  

 

4.10.1 Vergleich der Sphärizität und des mitochondrialen Volumens in K38A 

Zellen 

Für MIN 6 Zellen, welche die Drp1 Negativmutante K38A exprimierten, konnte in der 

Strukturanalyse des mitochondrialen Netzwerks gezeigt werden, dass sie ein im Mittel 

gesteigertes Volumen gegenüber den Mitochondrien in Kontrollzellen besitzen. Die Sphärizität 

der einzelnen Mitochondrien zeigte ein signifikant niedrigeres Level, als es in Zellen der 

Kontrolle bemessen wurde (Abb. 34), womit die quantitative Analyse die subjektive visuelle 

Beurteilung der Immunfluoreszenzbilder bestätigte. 
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Abbildung 34 Exemplarische Darstellung der Verteilung des mitochondrialen Volumens in MIN 6 Zellen mit 

einer stabilen Expression der Drp1 Negativmutante K38A im Vergleich zu den pcDNA stabil 
exprimierenden Kontrollzellen sowie Verteilung und Quantifizierung der Sphärizität der 
Mitochondrien innerhalb der Zellen, nach Partikelidentifizierung und Oberflächenanalyse 
mittels der Software Imaris (Bitplane). Der Grad der Sphärizität ist dargestellt in Form einer 
Farbskalierung von blau = geringe Sphärizität bis hin zu rot = hoher Grad an Sphärizität (A) 
Darstellung und Quantifizierung der Volumengröße mittels Farbskala von blau = geringes 
Volumen zu rot = großes Volumen. (B). * P < 0,05 ;**, P < 0,01 ;(Student’s t-Test) (n=10-12). 

 

 

4.10.2 Vergleich der Sphärizität und des mitochondrialen Volumen in Drp1+ 

Zellen 

In MIN 6 Zellen, die Drp1 stabil überexprimierten, konnte der visuelle Eindruck der Clusterung 

der Mitochondrien quantitativ über das höhere mitochondriale Volumen dargestellt werden. Als 

Kontrolle dienten mit pcDNA Leervektor transfizierte Zellen. In der mittleren Sphärizität zeigte 

sich dagegen kein Unterschied zur Kontrolle (Abb. 35).  
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Abbildung 35 Exemplarische Darstellung der Verteilung des mitochondrialen Volumens in MIN 6 Zellen mit 

einer stabilen Expression der Drp1 Überexpression Drp1+ im Vergleich zu den pcDNA stabil 
exprimierenden Kontrollzellen sowie Verteilung und Quantifizierung der Sphärizität der 
Mitochondrien innerhalb der Zellen, nach Partikelidentifizierung und Oberflächenanalyse 
mittels der Software Imaris (Bitplane). Der Grad der Sphärizität ist dargestellt in Form einer 
Farbskalierung von blau = geringe Sphärizität bis hin zu rot = hoher Grad an Sphärizität (A). 
Darstellung und Quantifizierung der Volumengröße mittels Farbskala von blau = geringes 
Volumen zu rot = großes Volumen.  (B). * P < 0,05 (Student’s t-Test)(n=8-9) 

 

4.10.3 Vergleich der Sphärizität und des mitochondrialen Volumens in mdivi-1 

Zellen 

Die Sphärizität der Mitochondrien war bei den mdivi-1 behandelten Zellen im Vergleich zur 

Kontrolle signifikant niedriger, was den erhöhten Elongationsgrad auch quantitativ 

widerspiegelt  (Abb. 36 A). MIN 6 Zellen, welche zuvor für 24 h mit dem Drp1 Inhibitor mdivi-1 

behandelt wurden, wiesen (ebenso wie die Zellen der Negativmutante K38A) ein signifikant 

erhöhtes mitochondriales Volumen auf (Abb. 36 B).  
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Abbildung 36 Exemplarische Darstellung der Verteilung des mitochondrialen Volumens in MIN 6 Zellen mit 

einer transienten Expression des Leervektor pcDNA und einer Inkubation mit 50 µmol/l mdivi-
1 für 24 h im Vergleich zu den transient transfizierten pcDNA Kontrollzellen  sowie Verteilung 
und Quantifizierung der Sphärizität der Mitochondrien innerhalb der Zellen, nach 
Partikelidentifizierung und Oberflächenanalyse mittels der Software Imaris (Bitplane). Der 
Grad der Sphärizität ist dargestellt in Form einer Farbskalierung von blau = geringe Sphärizität 
bis hin zu Rot = hoher Grad an Sphärizität (A). Quantifizierung und Darstellung der 
Volumengröße mittels Farbskala von blau = geringes Volumen zu Rot = großes Volumen (B). 
**, P < 0,01 (Student’s t-Test) (n=9-11). 

 

4.11 Analyse des mitochondrialen Membranpotentials in K38A, Drp1+ und 

mdivi-1 Zellen 

4.11.1 Quantifizierung des mitochondrialen Membranpotentials in Drp1 

beeinflussten Zellen 

Um das mitochondriale Membranpotential in den unterschiedlich behandelten Zellen zu 

analysieren, wurden diese mit Tetramethylrhodamin-Ethylester (TMRE) gefärbt und 

anschließend am konfokalen Laserscanningmikroskop ausgewertet. Zur Verifizierung der 

Erfassung aller Mitochondrien wurde zusätzlich eine Lebendzellfärbung mit MitoTrackerTM 

Green FM durchgeführt und die Ratio aus der Fluoreszenzintensität beider Färbungen 

gebildet. 

Die Analyse der MIN 6 Zellen, welche die Drp1 Negativmutante K38A stabil exprimierten 



Ergebnisse 82 

 
 

ergab, dass diese eine signifikant gesteigerte TMRE Fluoreszenzintensität aufwiesen und 

somit ein erhöhtes Membranpotential. Dieses Ergebnis wurde zusätzlich durch die Ratio, die 

sich mit der Mito TrackerTM Green FM Färbung ergab, bestätigt (Abb. 37 B). In Zellen mit einer 

Drp1 Überexpression waren die reine Fluoreszenzintensität und die Ratio der beiden 

Lebendzellfärbungen unverändert, verglichen mit den Kontrollzellen (Abb. 37 C). MIN 6 Zellen, 

welche eine Behandlung mit mdivi-1 erhalten hatten, zeigten in der Fluoreszenzintensität von 

TMRE (ähnlich der K38A Zellen) einen eindeutigen Trend zur Erhöhung des 

Membranpotentials jedoch keinen signifikanten Unterschied zu den Werten der Kontrollzellen 

aufgrund der Varianz der Einzelwerte. Nach Bildung der Ratio mit der Fluoreszenzintensität 

von Mito TrackerTM Green FM, zeigte sich eine signifikante Steigerung des Membranpotentials 

in mdivi-1 behandelten Zellen (Abb. 37 D).  
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Abbildung 37 Exemplarische Lebendzellfärbung zur Detektion und Quantifizierung des Membranpotentials 

in stabil transfizierten MIN 6 Zellen mit dem Leervektor pcDNA (A), Drp1 Negativmutante K38A 
(B), Drp1 Überexpressionsvektor (C) und in transient transfizierten MIN 6 Zellen mit pcDNA 
(Kontrolle) und mit 50 µmol/l mdivi-1 für 24 h behandelt (D). Die Quantifizierung erfolgte durch 
Bestimmung der Fluoreszenzintensität und Bestimmung der Ratio der membrangängigen 
Lebendzellfärbungen mit TMRE und MitoTrackerTM Green FM. Rot=TMRE; Grün= 
MitoTrackerTM Green FM. (n=9-10); **, P < 0,01; ***P < 0,001 (Student’s t-Test). 
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4.12 Analyse der Anreicherung an reaktiven Sauerstoffspezies in K38A, 

Drp1+ und mdivi-1 Zellen 

Zur Untersuchung des mitochondrialen oxidativen Stresslevels, wurde die Entstehung von 

Superoxid-Radikalen betrachtet. Dies erfolgte mit Hilfe einer Lebendzellfärbung mit dem 

Farbstoff MitoSOXTM. Dabei handelt es sich um einen zellgängigen Farbstoff, der bei Oxidation 

durch Superoxid-Anione rot fluoresziert und sich spezifisch in Mitochondrien anreichert. Eine 

gesteigerte MitoSOXTM Fluoreszenzintensität korreliert dementsprechend mit einem hohen 

Superoxid-Anion Gehalt. In Zellen, welche stabil die Drp1 Negativmutante K38A exprimierten, 

konnte eine Steigerung der Superoxid-Anionen um 25 % gegenüber den Kontrollzellen 

festgestellt werden (Abb. 38 B). Bei den Drp1 überexprimierenden Zellen war der Gehalt an 

Superoxid-Anionen um ca. 10 % erhöht (Abb. 38 C). MIN 6 Zellen, welche zuvor mit mdivi-1 

behandelt wurden, zeigten dagegen keinerlei Veränderungen in der Menge der messbaren 

Superoxid-Anionen im Vergleich zu ihren Kontrollzellen (Abb. 38 D).  
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Abbildung 38 Exemplarische immunhistochemische Darstellung und Quantifizierung der Superoxidgehalte 

in stabil transfizierten MIN 6 Zellen mit dem Leervektor pcDNA (A), der Drp1 Negativmutante 
K38A (B) und dem Drp1 Überexpressionsvektor (C) und in MIN 6 Zellen mit pcDNA transfiziert 
und 50 µmol/l mdivi-1 behandelt für 24 h (D). Rot = MitoSOXTM , (n=13-15); **, P < 0,01; ***P < 
0,001 (Student’s t-Test). 
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4.13 Bestimmung der ATP/ADP Ratio in K38A, Drp1+ und mdivi-1 Zellen 

Zur Untersuchung der Folgen, die eine Beeinflussung von Drp1 auf den Energiehaushalt der 

Zellen hat, wurde eine Analyse der ATP/ADP Ratio durchgeführt. Hierfür wurde der ATP und 

ADP Gehalt in den zu untersuchenden Zellen mittels Lumineszenz-Test von PerkinElmer 

ATPLiteTM quantifiziert sowie die Ratio von ATP zu ADP berechnet. Die Drp1 Negativmutante 

exprimierenden Zellen zeigten im ATP und ADP Gehalt keine Veränderung zu den 

Kontrollzellen. Dementsprechend wurde in der Ratio ATP/ADP ebenfalls kein signifikanter 

Unterschied nachgewiesen (Abb. 39 A). In Drp1 überexprimierenden Zellen wurde ein 

signifikant erhöhtes ATP Level im Vergleich zu den K38A – und den Kontrollzellen gemessen. 

Bei tendenziell erniedrigten  ADP Gehalt ergab sich in der daraus gebildeten Ratio ATP/ADP 

eine signifikante Erhöhung im Vergleich zu den pcDNA Zellen als Kontrolle und der Drp1 

Negativmutante K38A (Abb. 39 A). MIN 6 Zellen, in denen durch mdivi-1 Behandlung 

endogenes Drp1 inhibiert wurde, zeigten einen signifikant niedrigeren Gehalt an ATP und an 

ADP, verglichen mit ihrer Kontrolle. Insgesamt konnte aber keine signifikante Veränderung der 

ATP/ADP Ratio zur Kontrolle nachgewiesen werden, da die Varianz der ermittelten Ratio 

Werte vergleichsweise weit gestreut war (Abb. 39 B).   
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Abbildung 39 Bestimmung des ATP und ADP Gehalts in Abhängigkeit zum enthaltenen Protein in den 
Zellen, welche den Leervektor pcDNA als Kontrolle exprimieren, solche die eine Drp1 
Negativmutante K38A exprimieren und solche, die stabil einen Überexpressionsvektor für 
Drp1 exprimieren (A). Zusätzlich wurden MIN 6 Zellen untersucht, die transient pcDNA 
exprimieren und zum Teil mit dem Drp1-Inhibitor mdivi-1 mit 50 µmol/l für 24 h behandelt 
wurden (B). **, P < 0,01 ; ***, P < 0,001 (Student’s t-Test) n=6 

 

4.14 Untersuchung der Glucose stimulierten Insulinsekretion in K38A und 

Drp1+ Zellen 

Eine Funktionsanalyse der unterschiedlich transfizierten Zelllinien hinsichtlich ihrer Glucose-

stimulierten Insulinsekretion erfolgte mittels eines Insulin-ELISA. Die Insulinsekretion wurde 

nach 1 h hungern in Krebs-Ringer-Lösung und anschließender Inkubation für 1 h mit 3 oder 

25 mM Glucose im Überstand bestimmt. Der Insulingehalt wurde durch Aufschluss der Zellen 

erhalten. Die Insulinsekretion wurde abschließend auf den Insulin- und Proteingehalt der 

Zellen bezogen dargestellt. Im Vergleich zu den Kontrollzellen kam es sowohl in den K38A als 

auch in den Zellen mit Drp1 Überexpression zu einem Verlust der Glucose Responsivität. In 

K38A Zellen entsprach die basale Insulinsekretion demselben Level, wie nach einer 

Stimulierung mit 25 mM Glucose. Sie war signifikant erhöht, 20-fach im Vergleich zur nicht 

stimulierten Kontrolle und 4-fach im Vergleich zur mit Glucose stimulierten Kontrolle. (siehe 

Abb. 40). In Zellen der Drp1 Überexpression war die Insulinsekretion basal und nach Glucose 

Stimulation auf dem Level der Kontrollzellen nach Stimulation. In den Zellen der Drp1 
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Negativmutante K38A zeigte sich basal, als auch nach Stimulierung mit 25 mM Glucose in den 

Zellen ein Insulingehalt, der signifikant erhöht war verglichen mit der Kontrolle. In den Drp1 

überexprimierenden Zellen wurde eine tendenzielle Erhöhung im basalen und stimulierten 

Insulingehalt gemessen, ohne Signifikanz zu erreichen. Nach Bezug der Insulinsekretion auf 

Protein- und Insulingehalt der Zellen, zeigte sich wiederum eine Responsivität der 

Kontrollzellen, die sowohl in den K38A als auch Drp1+ Zellen nicht dargestellt werden konnten. 

Beide zeigten sowohl im basalen Zustand als auch nach Stimulation höhere Werte , als die 

Kontrolle, aber keinen signifikanten Unterschied zwischen der basalen und der stimulierten 

Sekretion. In den Zellen der Drp1 Überexpression war sowohl die basale, als auch die 

stimulierte Insulinsekretion dennoch insgesamt signifikant höher, verglichen mit der Sekretion 

in Kontrollzellen als auch in den Zellen, die die Negativmutante K38A exprimierten (siehe Abb. 

40). 
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Abbildung 40 Untersuchung der Glucose-stimulierten Insulinsekretion einschließlich der Insulinsekretion 

(A), des Insulingehalts (B) und der Insulinsekretion bezogen auf Insulin- und Proteingehalt (C) 
von Zellen stabil transfiziert mit dem Leervektor pcDNA, der Drp1 Negativmutante und der 
Drp1 Überexpression. **, P < 0,01 ; ***, P < 0,001 (ANOVA/Bonferroni-Test),(n=3-12). 

 

4.15 Untersuchung der Glucose stimulierten Insulinsekretion in mdivi-1 

behandelten Zellen 

Die Insulin-sezernierende Zelllinie MIN 6, welche transient mit pcDNA transfiziert und 

anschließend zusätzlich für 24 h mit 50 µmol/l mdivi-1, einem Drp1 Inhibitor, behandelt wurde, 

wurde hinsichtlich der Glucose-stimulierten Insulinsekretion mittels Insulin-ELISA untersucht. 

Nachdem die Zellen 1 h in Glucose-freiem Medium inkubiert worden waren, wurden sie mit 3 

oder 25 mM Glucose versetzt. Die Messung der Sekretion erfolgte im Überstand der Zellen, 

während der Insulingehalt in den mechanisch lysierten Zellen bestimmt wurde. Bei der 

Insulinsekretion wurde eine Responsivität auf die Stimulierung mit Glucose im Vergleich zur 

Basalsekretion beobachtet, die in mit mdivi-1 behandelten Zellen deutlicher war, als in den 

Kontrollzellen (siehe Abb. 41 B). Der Insulingehalt zeigte sich durch die Behandlung mit mdivi-

1 verglichen mit der Kontrolle nur tendenziell reduziert (siehe Abb. 41 A). Aufgrund der 

Tatsache, dass eine Beeinflussung von mdivi-1 auf die Proteinexpression nicht 

ausgeschlossen werden konnte, wurde ein solcher Bezug in diesem Fall nicht geführt. 
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Abbildung 41 Untersuchung der Glucose-stimulierten Insulinsekretion einschließlich der Insulinsekretion 

(A) und des Insulingehalts (B) von MIN 6 Zellen, die mit dem Leervektor pcDNA transient 
transfiziert und mit 50 µmol/l mdivi-1 für 24 h behandelt wurden, **, P < 0,01 ; ***, P < 0,001, 
(ANOVA/Bonferroni-Test) (n=4-8). 
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5. Diskussion 

Ein Diabetes mellitus Typ 2 ist charakterisiert durch eine Insulinresistenz oder mangelnde 

Insulinproduktion der Betazelle und eine daraus resultierende chronische Hyperglykämie [1]. 

Eine pankreatische Betazellinsuffizienz steht häufig in Verbindung mit einer Dysfunktion des 

mitochondrialen Netzwerks [3, 4]. Um langfristig die mitochondriale Qualität zu erhalten, sind 

ständige Fusions- und Teilungsprozesse innerhalb des Netzwerks notwendig [105]. Der 

Hauptmediator der Teilung ist hierbei das Dynamin Related Protein 1 – Drp1. Dabei handelt 

es sich um ein Protein der Dynamin Familie, welches GTPase Aktivität besitzt. Durch 

Oligomerisierung [159, 160] an der äußeren mitochondrialen Membran von elongierten 

Mitochondrien und durch Kontraktion der dabei ausgebildeten Spiralen kommt es zur 

Abschnürung und Ausbildung von zwei Organellen [146].  

Studien zeigen, dass bei Patienten mit Diabetes mellitus Typ 2 und einer geminderten 

Insulinsensitivität die zelluläre Mitochondrien Population von signifikant geringerer Größe ist 

[49]. Daraus lässt sich ableiten, dass mitochondriale Veränderungen zur Pathogenese des 

Diabetes mellitus beitragen. Aus diesem Grund wird das mitochondriale Netzwerk und der 

zugrunde liegende Lebenszyklus in der Betazelle als vielversprechendes Ziel für zukünftige 

Therapieansätze diskutiert. 

Ein erster Ansatz dafür ist ein chemischer Inhibitor der Drp1 GTPase-Aktivität – das mdivi-1 

[173]. Es supprimiert die mitochondriale Teilung, in dem es eine GTP Hydrolyse am Drp1 und 

die daraus resultierende Kontraktion der Drp1-Spirale und Abschnürung der Mitochondrien 

voneinander verhindert [173]. Der Inhibitor zeigte in durchgeführten Studien insbesondere in 

Geweben mit hohem Energieverbrauch, wie Herz, zentralem Nervensystem und Muskeln, 

aber auch Krebszellen, ausgeprägte Effekte. Ein Großteil der Studien hat einen protektiven 

Effekt durch die Behandlung mit mdivi-1 nachgewiesen [169]. Zu diesen gehörte die Senkung 

der ROS Produktion in Mitochondrien [184, 186], eine Steigerung des ATP Gehalts [12] und 

der Erhalt der mitochondrialen Struktur [183] – einschließlich des mitochondrialen 

Membranpotentials [4, 177]. Einige Studien beschreiben außerdem eine Minderung der Drp1 

aktivierenden Phosphorylierung am Serin616 – mit positiven Folgen für das untersuchte 

Gewebe [175, 193]. 
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Abbildung 42 Forschungsgebiete des mdivi-1 nach [176] 

 

Seine potentielle Wirkung in Form einer Diabetes Therapie wurden bereits in der Verhinderung 

der Ausbildung einer Insulinresistenz im Skelettmuskel [186, 194], einer Reduktion des 

Betazellmasseverlusts unter hypoxischen Bedingungen [189] und durch die Wiederherstellung 

Kognitiver- und Gedächtnisleistungen in Kombination mit Metformin beschrieben [195]. 

Weiterhin intensiv untersucht wurden die positiven Eigenschaften des Moleküls auf neuronale 

Zellen [180, 183, 193, 196] und seine Wirksamkeit gegen die Aggressivität von Tumoren [197, 

198].  

Insbesondere die Suppression der krankhaften Teilung von Mitochondrien als Resultat von 

Gewebeschädigungen [199] und die Blockierung der daraus resultierende Ansammlung von 

ROS, erwies sich in vorangegangenen Arbeiten als vermutlich wichtigste Eigenschaft des 

mdivi-1 [185]. Eine mögliche Hypothese für die zytotoxische Wirkung auf hoch proliferative 

Zellen ist die mangelnde Bereitstellung an Energie, durch die Minderung der mitochondrialen 

Masse in Folge der Hemmung der mitochondrialen Teilung [198]. Zu den zytotoxischen 

Eigenschaften des mdivi-1 auf Krebszellen gehören die Initiierung des Noxa-abhängigen 

Apoptosewegs, die Störung der DNA Replikation und die Induktion eines G2/M Zellzyklus-

Stops [176]. 

Einige Studien der letzten Jahre beschreiben dagegen allerdings auch Drp1 unabhängige 

Effekte des mdivi-1 [175, 180, 187]. So zeigen sich in den untersuchten NCI - H460 Zellen von 

Dai et al. [187] zwar ein elongiertes, mitochondriales Netzwerk, aber seine Wirkung auf den 

oxidativen Metabolismus der Krebszellenlinie war unabhängig von den veränderten Drp1 

Eigenschaften. Auch zytotoxische Wirkungen des mdivi-1 werden mittlerweile als Drp1 
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unabhängige Wirkungen des Moleküls diskutiert [176]. Diese und weitere widersprüchliche 

Ergebnisse, insbesondere eine Veröffentlichung der Arbeitsgruppe um Bordt et al. von 2017 

[178], in der die Spezifität des mdivi-1 auf das Drp1 in Frage gestellt und stattdessen ein 

inhibitorischer Effekt auf den Komplex I der Atmungskette postuliert wurde, haben zu einer 

anhaltende Diskussion über die Wirkung des mdivi-1 geführt [179]. So schreiben Bordt et al. 

in Ihren weiterführenden Untersuchungen 2022 dem mdivi-1 eine Funktion als Antioxidans zu 

[200]. Mögliche Ursachen für die insgesamt teilweise wenig reproduzierbaren und 

kontroversen Ergebnisse der Untersuchungen mit mdivi-1 ergeben sich in der Varianz der 

verwendeten Konzentrationen, der Inkubationszeiten und dem verwendeten Lösungsmittel.  

Unumstritten besitzt mdivi-1 ein großes Potential als Therapeutikum bei Herzkrankheiten 

[201], neurodegenerativen Erkrankungen [202], als Unterstützung in der Krebstherapie [197, 

198] sowie bei Stoffwechselerkrankungen wie dem Diabetes mellitus Typ 2 [186, 194, 195]. 

Aufgrund der anhaltenden Diskussionen im Hinblick auf seine Spezifität für das 

Teilungsprotein Drp1 und seine Wirkung auf Insulin-sekretierende Zellen, wird das mdivi-1 in 

der vorliegenden Arbeit im Vergleich zu einer Drp1 Überexpression und der Expression einer 

Drp1 Negativmutante K38A in der Maus Insulinoma Zelllinie MIN 6 untersucht. Es wurde dabei 

ein Versuchsansatz gewählt, der einen bestmöglichen Vergleich erlaubt.  

 

Abbildung 43 Streuung der eingesetzten mdivi-1 Konzentrationen in vitro (links) und in vivo/ ex vivo (rechts) 
Untersuchungen nach [176] 
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5.1 Mitochondriale Dynamik 

Mitochondrien sind hoch dynamische Organellen, die ständig ihre Gestalt und Lokalisation 

innerhalb der Zelle verändern, um sich den gewebsspezifischen Energieanforderungen 

anzupassen [107, 108]. Hinzu kommt die Dynamik innerhalb der Population in Form von 

Fusions- und Teilungsprozessen. Diese unterliegen einer strengen Regulation durch 

Proteinkomplexe. Für die Fusion verantwortlich sind die großen GTPasen Mfn1, Mfn2 und 

Opa1 [125]. Die Teilung wird über die Rezeptoren Fis1 [138], Mff [139], MiD 49, MiD 51 [140] 

und dem Hauptmediator Drp1 vermittelt. Die Aufrechterhaltung der mitochondrialen Dynamik 

sorgt für den Erhalt einer gesunden Population von Mitochondrien. Eine weitere Dimension 

der Dynamik bildet die Balance zwischen Biogenese und dem spezifischen Abbau 

beschädigter Mitochondrien durch den Prozess der Mitophagie [116]. Die Mitophagie ist 

hierbei der zielgerichtete Abbau von Mitochondrien durch dafür von der Zelle gebildete 

Autophagosomen. Aufgrund ihrer zentralen Rolle zur Energieversorgung in den Geweben, 

birgt eine Störung der mitochondrialen Dynamik ein hohes Risiko zur Ausbildung 

schwerwiegender Erkrankungen [105, 116], wie beispielsweise der Verlust einer adäquaten 

Insulinantwort in Betazellen des Pankreas [115, 203]. Gleichzeitig besitzt das Verständnis der 

mitochondrialen Dynamik ein großes Potential, Zielstrukturen für mögliche Therapieansätze 

zu identifizieren [114]. 

Im Rahmen dieser Arbeit war es das Ziel, die Effekte einer Behandlung mit mdivi-1 im 

Vergleich mit einer Drp1 Überexpression und der Expression der Drp1 Negativmutante K38A 

auf die mitochondriale Dynamik von MIN 6 Zellen zu untersuchen. Eine Behandlung mit dem 

Inhibitor mdivi-1 hatte, wie auf Basis der Literatur erwartet, weder auf der Gen- noch der 

Protein Ebene einen Effekt auf den Drp1 Gehalt. Dies konnte auch mittels Immunfluoreszenz 

noch einmal nachgewiesen werden. Die Überexpression von Drp1 konnte ebenfalls mittels 

unterschiedlicher Methoden dargestellt werden. Eine Expression der Drp1 Negativmutante 

K38A konnte auf Genebene in einem verstärkten Drp1 mRNA Expressionslevel gezeigt 

werden. Auf Proteinebene ergaben sich diskrepante Ergebnisse. In der Immunfluoreszenz 

Färbung zeigte sich ein gesteigertes Vorliegen in der Zelle, während bei Western Blot 

Analysen ein Rückgang des Drp1 Gehalts im Vergleich zur Kontrolle gemessen wurde. Andere 

Arbeitsgruppen erhielten an dieser Stelle abweichende Ergebnisse. Hier ergab eine Prüfung 

der Expression der Drp1 Negativmutante in verschiedenen Zellmodellen mittels 

Proteinexpressionsanalyse eine vergleichbare Überexpression, wie die des Drp1 Wildtyps 

[204, 205]. Ursache für die niedrig ausfallende Proteinexpression der Negativmutante in dieser 

Arbeit könnte in einem Schutzmechanismus der Zelle liegen, die bei einem vermehrten 

Auftreten funktionsunfähigen Drp1 mit einem raschen Abbau des Proteins reagiert, um 

Schäden durch eine gestörte Teilung der Organellen vorzubeugen. Eine weitere Möglichkeit 
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wäre eine Akkumulierung der Drp1 Moleküle, wie sie auch von der Arbeitsgruppe Jia et al., 

[205] bei der Expression der Negativmutante K38A beschrieben wurde. In der Untersuchung 

des Drp1 Gehalts mittel Immunfluoreszenz ist auch im Zuge dieser Arbeit eine Clusterung der 

Drp1 Moleküle in der Zelle sichtbar. Aufgrund der Akkumulierung wäre ein Nachweis über die 

beim Proteinnachweis zur Detektion verwendeten Antikörper durch Blockade der spezifischen 

Bindungsstellen, nicht möglich. 

Eindeutig fielen hingegen diejenigen Effekte aus, die eine Expression der Drp1 

Negativmutante auf die Zelle zeigten. So konnte eine Genexpressionsanalyse der Proteine 

der mitochondrialen Fusion: Mfn1, Mfn2 und Opa1, mit einem signifikant höheren 

Expressionslevel in K38A Zellen gemessen werden. Bei der Inhibition durch Behandlung mit 

mdivi-1 zeigten Mfn2, als auch Opa1 eine gesteigerte Expression. Diese zelluläre 

Veränderung, die durch die Negativmutante und mdivi-1 gleichermaßen induziert wurde, 

resultiert in einer Verschiebung der mitochondrialen Dynamik hin zu Fusionsprozessen. Dabei 

handelte es sich um einen Effekt, der auch von anderen Arbeitsgruppen bestätigt wurde [171, 

206]. Bereits bekannt ist, dass insbesondere das Mfn2 eine essentielle Rolle in der 

Aufrechterhaltung des mitochondrialen Metabolismus besitzt [129, 130] und eine Steigerung 

der Mitofusine einen protektiven Effekt auf die Insulinsensitivität hat [184]. In der Behandlung 

von HeLa Zellen mit mdivi-1 wurde der Mfn2 Expressionsanstieg als essentieller Faktor für die 

Elongation diskutiert [177]. Die Überexpression von Drp1 hatte eine eindeutige 

Fragmentierung der Mitochondrien zur Folge. Hier zeigte das Fusionsprotein der inneren 

mitochondrialen Membran, Opa1, eine vermehrte Expression. Grund dafür ist, dass die 

Fragmentierung zu einer Veränderung der Form der Mitochondrien und damit einhergehenden 

Umstrukturierungen der Cristae im Inneren führt. Vermittelt wird die Cristae Ausbildung durch 

das Opa1 [125] so dass hier von einer kompensatorischen Adaption auszugehen ist. Während 

ein Knockout des Drp1 in Untersuchungen anderer Arbeitsgruppen keinen signifikanten Effekt 

auf den Gehalt von Fis1 und Mff in den untersuchten Zellen hatte [207], wird Fis1 von K38A-

Zellen verstärkt exprimiert. Dies mag eine Anpassung der Zelle an die niedrige Aktivität des 

Drp1 bei Auftreten der Negativmutante sein, um die Teilungsprozesse minimal aufrecht zu 

erhalten. Anders verhält es sich in Zellen der Drp1 Überexpression, in welchen beide 

Adapterproteine tendenziell auf geringerem Niveau als in der Kontrolle exprimiert wurden – im 

Falle des Fis1 dies auch signifikant. Dabei handelt es sich vermutlich um einen protektiven 

Effekt der Zelle, um sich vor Schäden durch die übermäßige Teilung der Organellen, 

hervorgerufen durch die nicht reguliert erhöhte Drp1 Expression, zu schützen. In anderen 

Untersuchungen zeigte sich, dass Reize, die stimulierend auf die Drp1 Expression wirken, 

auch einen stimulierenden Reiz auf die Expression des Mff haben [189]. Dies ist interessant, 

da Mff die Rolle eines Regulators für die Dynamik von Mitochondrien und Peroxisomen 
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zugesprochen wird [208, 209] und es somit einen wichtigen Einfluss auf den zellulären 

Metabolismus besitzt [210]. 

Die Autophagie ist ein Prozess der Zelle, der diese zum einen bei längeren Hungerperioden 

durch zelleigene Bestandteile mit den notwendigen Nährstoffen versorgt, zum anderen dem 

Schutz vor Dysfunktionen durch Eliminierung beschädigter Zellbestandteile dient. Dies erfolgt 

durch die Aufnahme und den Abbau von cytosolischen Materials in Autophagosomen, welche 

sich mit Lysosomen zu Autophagolysosomen vereinen. Die zielgerichtete Entfernung von 

beschädigten Mitochondrien, wird als Mitophagie bezeichnet. Zur Untersuchung der 

Autophagie in Zellen, in denen Drp1 moduliert wurde, wurden spezifische assoziierte Proteine 

der Autophagosomen Bildung, das ATG8 – ein Homolog des menschlichen LC3 Proteins – 

und das ATG9A auf ihre Genexpression analysiert. Bei einer Inaktivierung der Drp1 Funktion 

durch die Negativmutante K38A oder den chemischen Inhibitor ergab sich eine verstärkte 

Expression des ATG8. K38A Zellen zeigten außerdem ein erhöhtes Expressionslevel des 

ATG9A, das in den mit mdivi-1 behandelten Zellen nicht gemessen werden konnte. Bereits die 

Arbeit von Parone et al. [133] beschrieb, dass eine Herabsetzung der mitochondrialen Teilung 

zu einer Steigerung im Autophagie Prozess führt. Die weitere Untersuchung des LC3 Gehalts 

auf Proteinebene durch eine Immunofluoreszenzfärbung im Zuge der hier dargelegten Arbeit 

ergab allerdings keine signifikante Veränderung in den Drp1 Zellen. Drp1 überexprimierende 

Zellen zeigten dagegen keine signifikante Veränderung in der  Genexpression der 

untersuchten Proteine. Das Ergebnis der Immunfluoreszenzuntersuchung wies allerdings eine 

signifikante Steigerung im LC3 Gehalt auf Proteinebene auf. In einer anderen Arbeit wurde die 

Entstehung vermehrter ungleicher Tochterzellen, die in Folge einer gestärkten mitochondrialen 

Teilung zu beobachten waren und zur Ausbildung einer Subpopulation von Mitochondrien 

führte, die nicht erneut fusionierten und mittels Mitophagie aus der Zellen entfernt werden 

mussten als Ursache für eine gesteigerte Mitophagie beschrieben [104]. Jedoch konnte dieses 

Ergebnis in der vorliegenden Arbeit durch eine Genexpressionsanalyse der zentralen 

Regulatoren der Mitophagie, PINK1 und Parkin, nicht reproduziert werden. Stattdessen zeigte 

sich ein erhöhtes Expressionslevel beider Proteine in den Zellen der Drp1 Negativmutante. 

Auch eine Inhibition mittels mdivi-1 erzielte eine signifikant verstärkte Expression des Parkin. 

Aus anderen Arbeiten geht hervor, dass die Expression der Drp1 Negativmutante K38A in INS 

Zellen zu einer Minderung der Mitophagie und Akkumulierung von oxidierten mitochondrialen 

Proteinen führte [104]. Auch protektive Eigenschaften des mdivi-1 auf Cardiomyocyten wird 

auf eine Inhibition der Mitophagie insbesondere des PINK1/Parkin Signalwegs zurückgeführt 

[201]. Eine Abweichung der Ergebnisse könnte darin begründet sein, dass Yin et al. [201] 

einen Nachweis über den direkten Proteingehalt in ihrer Arbeit erbrachten, während die 

Ergebnisse dieser Arbeit sich auf die Genexpressionsanalyse beschränkten. 
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5.2 Mitochondriales Netzwerk und Morphologie 

Mitochondrien besitzen je nach Gewebe unterschiedliche Formen und liegen unterschiedlich 

ausgeprägt fusioniert oder fragmentiert vor [88]. Mit ihrer zentralen Funktion in der 

Energiebereitstellung für die Zellen, hat jede Veränderung der mitochondrialen Morphologie 

eine Auswirkung auf die Bioenergetik der Zelle [86]. Daraus ergibt sich, dass sich gerade bei 

Stoffwechselkrankheiten ein stark verändertes Bild der Form und Vernetzung der 

Mitochondrien zeigt. Bekannt ist bereits, dass bei einem Diabetes mellitus zwar eine höhere 

Dichte an Mitochondrien auftritt, diese aber eine abgerundete Form und nur geringe Größe 

aufweisen [211, 212]. Für die im Zuge dieser Arbeit untersuchten Drp1 – Aktivitätszustände, 

wurde ebenfalls eine Analyse der mitochondrialen Morphologie und des Netzwerks mittels 

Lebendzellfärbung mit MitoTracker™ Green FM durchgeführt. Während die Kontrollzellen 

jeweils ein homogenes mitochondriales Netzwerk, das von einer Balance aus Fusions- und 

Teilungsprozessen geformt wurde, zeigten, kam es in den untersuchten Zellen zu deutlichen 

Veränderungen. 

Die Expression der Drp1 Negativmutante hatte eine Elongation des mitochondrialen 

Netzwerks und Clusterungen nahe dem Zellkern zur Folge. Diese Veränderungen waren das 

Ergebnis eines Ausbleibens von Teilungsereignissen und einer Verschiebung hin zu 

vermehrter Fusion der Mitochondrien. Das gleiche Bild der Elongation ergab sich auch für 

Zellen, welche mit dem chemischen Inhibitor mdivi-1 behandelt wurden. Die Fusion dient als 

wichtiger Schutzmechanismus, in dem sie den Mitochondrien erlaubt bei mtDNA Schäden – 

oder anderweitig auftretenden Mutationen – genetische Informationen untereinander 

auszutauschen, um ein gesundes Netzwerk aufrecht zu erhalten [213, 214]. Weiterhin wurde 

bei Nährstoffmangel beobachtet, dass die Mitochondrien im fusionierten Zustand verbleiben, 

um eine ATP Versorgung der Zelle zu gewährleisten [108]. Auch in diesem Falle zeigten die 

Zellen ein typisches Wachstum und die mitochondriale Organisation blieb stabil, so dass 

davon ausgegangen werden konnte, dass es sich um einen transienten Zustand eines 

gesunden mitochondrialen Netzwerks handelte. MIN 6 Zellen mit einer Drp1 Überexpression 

dagegen wiesen ein eindeutig inhomogenes fragmentiertes Netzwerk auf. Die Mitochondrien 

zeigten sich verkürzt, geschwollen und abgerundet. Eine morphologische Veränderung, wie 

man sie auch bei der Pathogenese des Diabetes mellitus Typ 2 beispielsweise beobachtet [12, 

211]. Dabei handelt es sich um die für eine Drp1 Überexpression typische, bereits 

beschriebene Reaktion des mitochondrialen Netzwerks [215, 216]. Auch Stimuli des Drp1, wie 

zum Beispiel mittels der Fettsäure Palmitat, die eine gesteigerte Aktivität des Proteins zur 

Folge haben, induzierten eine Fragmentierung des zellulären Netzwerks der Mitochondrien 

[45, 115]. Neben der essentiellen Aufgabe der ausgeglichenen Verteilung von Mitochondrien 

auf entstehende Tochterzellen [163], hat die gesteigerte Teilung sowohl einen teilweise 
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schützenden Effekt, als auch negative Wirkungen auf das Gewebe. Die Teilung ermöglicht es 

der Zelle, geschädigte Teile der mitochondrialen Population abzuspalten und mittels 

Mitophagie zu eliminieren [116]. Weiterhin leitet eine gesteigerte Teilung die Apoptose 

geschädigter Zellen ein [148], was sich insbesondere in der Tumortherapie zu Nutze gemacht 

wird [217]. Als negative Folgen der Fragmentierung werden der Verlust des ATP Gehalts [12, 

115], eine reduzierte Aktivität des Komplex I [12] und der Verlust von mtDNA beschrieben 

[122].  

Zur näheren Verifizierung der Veränderungen des Netzwerks wurde in dieser Arbeit zusätzlich 

eine 3D Analyse zur Untersuchung der Sphärizität und des Volumens der Mitochondrien 

mittels der Imaris Software durchgeführt. Die Sphärizität beschreibt dabei wie nahe ein Objekt 

die Form einer Kugel annimmt.  

Auf diese Weise war es möglich die visuell detektierbaren Ergebnisse der Lebendzellfärbung 

für die Negativmutante K38A und die Behandlung mit dem mdivi-1 weiter zu analysieren. In 

beiden Fällen zeigte sich eine signifikante Minderung der Sphärizität der Mitochondrien bei 

gleichzeitiger signifikanter Zunahme des mitochondrialen Volumens. Damit wurde eine 

Elongation des Netzwerks erfolgreich quantifiziert und in ihrer Dreidimensionalität verifiziert. 

Für die Drp1 Überexpression ergab sich in den Imaris Untersuchungen keine Veränderung in 

Sphärizität oder Volumen der Mitochondrien im Vergleich zur Kontrolle. Die Vermutung liegt 

nahe, dass eine genaue Zuordnung der einzelnen Partikel und anschließenden 

Oberflächenanalyse, mit der die Software vorgeht, im Falle der Fragmentierung und 

gleichzeitigen engen Clusterung der Mitochondrien verhindert wird. Damit scheint eine 

Formveränderung zur Fragmentierung und begleitender Clusterung durch die hier gewählte 

Auswerteroutine und Mittelwertdarstellung nicht ausreichend erfassbar zu sein. 

 

5.3 Membranpotential und ATP/ADP Ratio 

Das Membranpotential baut sich zwischen zwei unterschiedlich geladenen 

Flüssigkeitsräumen auf, die durch eine Membran getrennt werden. Es kann von jeder Zelle 

ausgebildet werden. Insbesondere für erregbare Zellen, wie die Nerven- und Sinneszellen, 

besitzt es eine besondere Bedeutung, um eine Signalübertragung zu ermöglichen. In den 

Mitochondrien ist das Membranpotential unerlässlich, um die Atmungskette und damit die ATP 

Produktion zu gewährleisten [218]. Auch eine Fusion der Mitochondrien ist nur bei einem 

intakten Membranpotential der jeweiligen beteiligten Mitochondrien sichergestellt [87]. Eine 

Schädigung der mitochondrialen Dynamik hat in den meisten Fällen den Verlust des 

Membranpotentials zur Folge [124, 126, 139, 216]. Folge eines solchen Defizits ist in der Regel 

ein anschließender Abbau durch Mitophagie [104]. Daher lässt das Membranpotential eine 

Aussage über das metabolische Reservoir und die Vitalität der Mitochondrien zu [218].  
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Die Untersuchungen zum Membranpotential im Zuge dieser Arbeit wurden mit Hilfe einer 

Membranpotential spezifischen Lebendzellfärbung und in Bezug auf eine Färbung der 

gesamten mitochondrialen Masse durchgeführt. Daraus ergab sich für Zellen, welche die Drp1 

Negativmutante K38A exprimierten, dass diese ein gesteigertes Membranpotential in der 

alleinigen Färbung und in Bezug auf die MitoTracker™ Green FM Färbung des Netzwerks 

zeigten. Im Vergleich dazu war die Steigerung des Membranpotentials in der spezifischen 

Färbung mittels TMRE in den mit mdivi-1 behandelten Zellen nicht direkt signifikant. In Bezug 

zum Gesamtnetzwerk gesetzt, zeigte sich eine signifikante Erhöhung des Membranpotentials 

in den Zellen. Das Stabilisieren des Membranpotentials unter lipotoxischen Bedingungen 

durch die Zugabe von mdivi-1, wurde bereits in der Literatur beschrieben [219]. Ebenso wie 

die Stabilisierung des Membranpotentials in den Podozyten eines diabetischen Mausmodells 

nach der Behandlung mit mdivi-1 [4]. Die Steigerung des Membranpotentials in Folge einer 

Reduzierung der Drp1 Aktivität, lässt darauf schließen, dass diese Beeinflussung einen 

positiven Effekt auf das mitochondriale Netzwerk der Zelle besitzt. Ein hohes mitochondriales 

Membranpotential fördert zusätzlich die Elongation der Mitochondrien [87] und damit den 

Austausch zwischen den Organellen zum Erhalt einer gesunden Population. Bei der 

Überexpression des Drp1 hingegen, war weder in der spezifischen TMRE Färbung, noch bei 

Bezug auf die Färbung des gesamten Netzwerks eine Veränderung im mitochondrialen 

Membranpotential zu messen. Obwohl bereits häufig eine hohe Heterogenität der 

Mitochondrien nach Fragmentierung in anderen Arbeiten beschrieben wurde [122, 218], 

beobachteten auch Szabadkai et al. (2004) [215] bei einer Drp1 Überexpression – transient 

oder stabil – in HeLa Zellen, keine Auswirkung auf das mitochondriale Membranpotential. Der 

Unterschied könnte in der zielgerichteten und kontrolliert verstärkten Expression des Proteins 

gegenüber der indirekten Stimulierung durch andere Einflüsse wie Hyperglykämie [218] oder 

dem Verlust der Mitofusine für die Fusion [122] liegen. Ein Ausbleiben eines Membranpotential 

Kollapses zeigt, dass das mitochondriale Netzwerk trotz der Drp1 Überexpression 

anpassungsfähig und intakt ist. Dies zeigte sich auch im regelmäßigen Wachstum der Zellen. 

Ein intaktes Membranpotential ist essentiell für die ATP Generierung in den Mitochondrien. 

Zur Prüfung der Energiehomöostase der unterschiedlich in ihrem mitochondrialen 

Teilungsverhalten aktiven Zellen, wurden diese auf ihre ATP/ADP Ratio mittels ATPlite 

Luminescence Assay System untersucht. Dabei ergab sich bei der Expression der Drp1 

Negativmutante K38A keine Veränderung weder im ATP, noch dem ADP Gehalt und daraus 

resultierend auch keinen Unterschied in der ATP/ADP Ratio im Vergleich zu Kontrollzellen.  

Zellen, welche eine mdivi-1 Behandlung erfahren hatten, zeigten sowohl im ATP Gehalt, als 

auch im ADP Gehalt eine signifikante Reduktion verglichen zu ihrer Kontrolle. In der Ratio 

dagegen blieb zwar ein Trend hin zur Verminderung, der aber keine Signifikanz erreichte. 

Dabei war außerdem zu beachten, dass die Werte der mdivi-1 behandelten Zellen deutlich 
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niedriger ausfielen, als in den Untersuchungen der stabilen Klone. Untersuchungen anderer 

Arbeitsgruppen zeigten einen positiven Effekt der Behandlung von mdivi-1 auf neuronale 

Zellen, in denen das ATP Level durch eine Inkubation mit dem Inhibitor gesteigert werden 

konnte [12]. Eine Zusammenstellung von bisherigen Ergebnissen zu mdivi-1 zeigt allerdings, 

dass eine Erhöhung der ATP Produktion in den Zellen bisher vor allem in neuronalen Zellen 

nachgewiesen werden konnte [176]. Die Verwendung unterschiedlicher Zelltypen könnte eine 

Rolle bei der Wirkung des mdivi-1 auf die ATP Produktion spielen. So ergab eine 

Untersuchung in HeLa Zellen, bei der die Drp1 Aktivität durch eine Suppression mittels siRNA 

gemindert wurde, dass die damit hervorgerufene mitochondriale Dysfunktion einen 

geminderten ATP Gehalt in den Zellen zur Folge hatte [133]. Die Transfektion von 

Cardiomyocyten mit Drp1-K38A erzielte in anderen Arbeiten eine Steigerung des ATP Level 

in den Zellen und konnte den Verlust des ATP Gehalts bei Ischämie/Reperfusions-Schäden 

verhindern [220]. In Insulin-sekretierenden INS-1E Zellen dagegen hatte die Expression der 

K38A-Mutante im Basalzustand keine Auswirkung auf das ATP Level. Erst in Folge der 

Stimulierung mit Glucose zeigte sich eine signifikante Reduzierung [203]. Ähnlich wie bei der 

Behandlung mit mdivi-1 wäre es möglich, dass die Auswahl der zu analysierenden Zellen und 

die Auswahl der Versuchsbedingungen den entscheidenden Unterschied machen, wie stark 

eine Minderung der Drp1 Aktivität sich auf die ATP Menge der Zelle auswirkt. Eine 

Untersuchung in MEF Zellen mit einem genetischen Drp1 Knockout zeigte beispielsweise 

ebenfalls keine Veränderung des ATP Gehalts [153]. Häufig beschrieben ist, dass eine 

Fragmentierung des mitochondrialen Netzwerks eine Verringerung des ATP Gehalts in den 

Zellen zur Folge hat [115, 221]. Bei der Untersuchung von Muskelzellen eines transgenen 

Mausstamms, der Drp1 überexprimierte, konnte dagegen keinerlei Veränderung des ATP 

Gehalts nachgewiesen werden [222]. Die Arbeitsgruppe um Kabra et al. (2022) [223] fand bei 

der Analyse des ATP Gehalts in MIN 6 Zellen nach Überexpression von Drp1 ebenfalls keinen 

Unterschied zur Kontrolle. Hierbei ist allerdings zu beachten, dass die Ergebnisse des ATP 

Gehalts in diesem Fall auf den DNA Gehalt der Zelle bezogen wurden, während in der 

vorliegenden Arbeit mit dem Proteingehalt gearbeitet wurde, was eine direkte Vergleichbarkeit 

der Ergebnisse in Frage stellt. 

 

5.4 Auswirkung auf zellulären oxidativen Stress 

Als zellulärer oxidativer Stress ist ein Zustand beschrieben, in welchem die Anzahl oxidativer 

Substanzen in einem Kompartiment größer ist, als die antioxidativer. Oxidative Moleküle, sind 

aufgrund ihrer Ladung besonders reaktiv und gehen daher schnell unspezifische und zumeist 

schädliche Verbindungen für die Zellen ein. Insbesondere in Mitochondrien kommt es im Zuge 

der oxidativen Phosphorylierung zur ATP Generierung, häufig zur Bildung von reaktiven 
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Sauerstoffspezies (ROS). Durch fehlende Reparaturmechanismen bergen die entstehenden 

ROS besonders für das ebenfalls in den Organellen gelegene eigene Genom ein großes Risiko 

Dysfunktionen hervorzubringen. Ein Ansammlung dieser von ROS verursachten Schäden an 

der mtDNA, wie sie im Laufe des Lebens im Alter auftritt wurde hypothetisiert als begünstigend 

für typische im Alter gehäuft auftretende Krankheiten [112]. Darunter unteranderem auch das 

früher als Alters-Diabetes bekannte Diabetes mellitus Typ 2. Teil dieser Arbeit war auch die 

Untersuchung von oxidativen Stress in MIN 6 Zellen mit modulierter Drp1 Expression. Um 

einen kausalen Zusammenhang mit der Kapazität der Atmungskette herstellen zu können, 

wurde eine Genexpression von gleichermaßen nukleären und mitochondrial codierten 

Bestandteilen durchgeführt, so wie ein Western Blot auf Untereinheiten von Komplexen der 

oxidativen Phosphorylierung. 

Die Genexpressionsanalyse der kerncodierten Bestandteile der Atmungskette Atp5a1 

(Komplex V) und Ndufb8 (Komplex I), ergab bei der Drp1 Inhibition durch die Expression von 

K38A eine signifikant vermehrte Expression des Ndufb8. Diese wurde im OXPHOS Western 

Blot noch einmal bestätigt. Eine gesteigerte Expression ergab sich im Western Blot für alle 

weiteren darin untersuchten kerncodierten Proteine: Uqcrc2 (Komplex III) und SDHB (Komplex 

II). In den Untersuchungen zu den mitochondrial codierten Bestandteilen wurde eine 

herabregulierte Expression des ATP8 (Komplex V) in der Genexpressionsanalyse und des 

Mtc01 (Komplex IV) in der Proteinexpression detektiert. Das Ergebnis signifikant gesteigert 

exprimierter OXPHOS Komplexe, wurde durch die Arbeit von Kraus et al. [135] bestätigt, die 

herausfanden, dass ein elongiertes mitochondriales Netzwerk vermehrt zur 

Energiebereitstellung auf OXPHOS zurückgreift, statt diese auf den glykolytischen Weg zu 

gewinnen [107]. Allerdings zeigte sich dafür kein eindeutiges Bild der Herauf- oder 

Herabregulation der Atmungskettenbestandteile in K38A Zellen. Eindeutig war jedoch ein 

Eingriff in die Atmungskette, den die Inhibition mittels Negativmutante ausübt. 

Während die Genexpressionanalyse der kerncodierten Proteine für mdivi-1 keine signifikante 

Veränderung zeigen konnten, ergab die Proteinexpressionsanalyse für alle untersuchten 

kerncodierten Bestandteile eine signifikante Minderung in der Expression. Bei der Expression 

der mitochondrial codierten Bestandteile konnte in der Genexpression eine signifikante 

Senkung der ATP8 Expression und im Western Blot bei Mtc01 nachgewiesen werden.  

Untersuchungen in neonatalen primären Cardiomyocyten [224] und in hepatischen Sternzellen 

[225], konnten ebenfalls eine geminderte Expression der OXPHOS Bestandteile messen.  

Eine mögliche Ursache für diesen Effekt lag bei Aishwarya et al. [224] allerdings in der 

supprimierenden Wirkung des mdivi-1 auf die Drp1 Expression in ihren Analysen. Ein Effekt, 

der in der vorliegenden Arbeit in einer insulinproduzierenden Zelllinie nicht reproduziert werden 

konnte. Dagegen zeigten die Analysen von Kabra et al. (2017) zur Auswirkung des Drp1 

Silencing mittels Lentivirus, dass eine Minderung der Drp1 Aktivität in MIN 6 Zellen keine 
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Auswirkung auf die Atmungskette der Mitochondrien aufwies [171]. Eine Überexpression von 

Drp1 dagegen, hatte auf der Ebene der Genexpression eine signifikante Steigerung aller 

untersuchten Bestandteile zur Folge. Auf Ebene der Proteinexpression erreichte die 

Steigerung der Expression keine Signifikanz. Anders herum wurde die Fragmentierung der 

Mitochondrien in Folge einer Inhibition der Atmungskettenkomplexe bereits in anderen 

Arbeiten als Anpassung an die niedrige Energiebereitstellung gezeigt [226]. Durch Erhöhung 

der Mitochondrien Masse, kann die Zelle auch die Menge an Atmungskettenkomplexen als 

Bestandteile der mitochondrialen Membran steigern, um die ATP Generierung zu steigern. 

Andere Untersuchungen zur Drp1 Überexpression in MIN 6 Zellen auf die Atmungskette, 

ergaben allerdings keinen Unterschied, zumindest in der Konzentration respiratorischer 

Komplexe [223]. Gewebeanalysen zu Krankheitsbildern, wie der Fanconi Anämie zeigten, 

dass eine krankhafte Fragmentierung auch zu einer Störung der Atmungskette innerhalb der 

Mitochondrien und zu einer gestörten Intermembranen Struktur führt [227]. Ein Bild, das sich 

so auch bei der Behandlung isolierter Mitochondrien mit zusätzlichem Drp1 zeigte [228]. 

Betrachtet man die Entstehung von ROS bei Drp1 Überexpression in den Zellen, die anhand 

einer Färbung mit dem Lebendzellfarbstoff MitoSOXTM analysiert wurden, ergab sich durch die 

erhöhte Expression der Atmungskettenbestandteile auch eine damit einhergehende 

signifikante Steigerung der auftretenden reaktiven Spezies. Der Zusammenhang zwischen 

einer erhöhten Expression des Drp1 und dem vermehrten Auftreten von ROS in den 

betroffenen Zellen, wurde bereits in anderen Arbeiten beschrieben [205, 228].  

MIN 6 Zellen, welche die Drp1 Negativmutante K38A exprimierten zeigten ebenfalls ein 

vermehrtes Auftreten von ROS innerhalb der Zellen. Die Minderung der mitochondrialen 

Teilung ist nachweislich ein Mediator der ROS Produktion [133, 172, 229]. Dies zeigt die 

essentielle Rolle, die die mitochondriale Teilung in der Eliminierung von beschädigten 

Mitochondrien hat, um diese aus der Population mittels Mitophagie zu entfernen. Sobald die 

Teilung ausbleibt, kommt es zur Ansammlung dysfunktionaler Mitochondrien und häufig einer 

Störung oder einem vollständigen Verlust der Funktion des betroffenen Gewebes.  

Die Analyse der mit mdivi-1 behandelten Zellen ergab keine Veränderung der ROS Produktion. 

In anderen Untersuchungen zeigte sich darüber hinaus, dass die ROS Produktion bei 

Behandlung mit mdivi-1 sogar bei Inkubation der Zellen mit potentiell schädlichen Substanzen 

[4, 183] gleich blieb. Die Arbeitsgruppe von Bordt et al., welche die spezifische Wirkung des 

mdivi-1 auf das Dpr1 in Frage stellte 2017 [178], hatte in einer Untersuchung eine Minderung 

der ROS Generierung nach der Behandlung mit mdivi-1 festgestellt und hypothetisierte 2022 

daraufhin eine antioxidantische Wirkung des Moleküls [200].  

Zur weiteren Verifizierung des Ausmaßes an oxidativen Stress für die Zellen, wurde die 

Genexpression des entsprechenden Abwehrsystems in Form der SOD1 und 2, 
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Glutathionperoxidase, Peroxiredoxin und Catalase untersucht. Die antioxidative SOD2 wurde 

bei Drp1 Aktivitätsreduzierung durch die Expression der Negativmutante signifikant in ihrem 

Expressionslevel erhöht gemessen, während die Catalase in ihrer Expression deutlich 

gemindert war. Die Ergebnisse der Drp1 Inaktivierung mittels des Inhibitor mdivi-1 

unterschieden sich insoweit, dass nicht nur die SOD2 Expression, sondern auch die Catalase 

Expression signifikant gesteigert war im Vergleich zu der untersuchten Kontrolle. Der Effekt, 

der vermehrten Expression von SOD und Catalase in mdivi-1 behandelten Zellen wurde auch 

von Liu et al. in ihren Untersuchungen beschrieben [230] und für die geringe ROS Produktion 

verantwortlich gemacht – gemeinsam mit der Öffnung von Calcium- und Kaliumkanälen. 

Eine andere Studie zeigte, dass die Expression der K38A Mutante in optischen Ganglien zu 

einer Minderung der SOD Expression führte, was gleichgesetzt wurde mit einer Senkung des 

oxidativen Stress in der Zelle [231]. Dementsprechend scheint eine Steigerung der SOD2 

Expression in Bezug auf die vermehrte ROS Produktion, die bereits mittels Lebendzellfärbung 

nachgewiesen wurde, eine logische Folge auf den damit ausgelösten oxidativen Stress für die 

Betazelle. Ungewöhnlich war die Herabgesetzte Expression der Catalase, welche der SOD2 

nachgeschaltet in der oxidativen Abwehr ist und die endgültige Reaktion vom entstehenden 

H2O2 hin zum nicht toxischen H2O katalysiert. Möglicherweise ist darin auch der Unterschied 

begründet, dass in den MIN 6 Zellen, welche die Drp1 Negativmutante exprimieren der 

oxidative Stress mit einem gesteigerten ROS Gehalt weiterhin besteht, während in mit mdivi-

1 behandelten Zellen die oxidative Abwehr gleichmäßig gesteigert reagiert und somit, keine 

Steigerung der ROS Produktion zulässt. Zellen welche Drp1 überexprimieren, besaßen ein 

höheres Expressionslevel sowohl für die SOD1, als auch die SOD2, während die Catalase ein 

gemindertes Expressionslevel aufwies. Passend zu den bereits beschriebenen Ergebnissen 

auch von anderen Arbeitsgruppen, zeugten die erhöhten Werte der Dismutasen von einem 

verstärkten oxidativen Stress, der durch den Mangel der Catalase-Aktivität nicht aufgehoben 

werden kann. 
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Abbildung 44 Übersicht der generierter Ergebnisse für MIN 6 Zellen, welche i) stabil Drp1 überexprimieren 
(Drp1+), ii) stabil eine Drp1 Negativmutante exprimieren (K38A) und iii) mit pcDNA transfiziert 
und mdivi-1 behandelt wurden; Abbildungen erstellt mittels BioRender.com 

 

5.5 Insulinsekretion 

Abschließend stellte sich die Frage, welchen spezifischen Einfluss die Veränderung der Drp1 

Expression auf insulinproduzierende Zellen hat. Hierzu wurde in den MIN 6 Zellen der Insulin- 

und Glucokinase Gehalt mittels Immunfluoreszenzfärbung verglichen und der Insulingehalt in 

Verbindung mit der Insulinsekretion mittels ELISA bestimmt. Das Enzym Glucokinase besitzt 

eine geringe Affinität zum Substrat Glucose und eine Kooperativität, so dass die Aktivität 

postprandial zunimmt. Aus diesem Grund wird die Glucokinase als Glucosesensor der Zellen 

bezeichnet [232]. Höheren Mengen des Glucokinase Enzyms in Betazellen, haben eine 

gesteigerte Insulinsekretion zur Folge [68].  

Die genetische Aktivitätsminderung des Drp1 durch Expression der Negativmutante ergab 

immunhistochemisch einen gesteigerten Glucokinase- und Insulingehalt in den Zellen. Mittels 

ELISA zeigte sich, dass die Insulinmenge der Zellen, ebenso wie die entsprechend sekretierte 

Menge deutlich höher war als in den weiteren untersuchten Zellen in dieser Arbeit. Zwischen 

basalem und Glucose stimulierten Zustand konnte in den MIN 6 Zellen, welche die Drp1 

Negativmutante K38A exprimierten keinen Unterschied im Insulingehalt oder der 

Insulinsekretion nachgewiesen werden. Auch nach Korrelation auf die Proteinmenge der 
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Zellen, bestätigte sich der Verlust der Glucose Responsivität im Vergleich zu Kontrollzellen. 

Im Gegensatz zu den K38A Zellen konnte hier aber eine deutliche Sensibilität der Zellen 

aufgezeigt werden. Durch Stimulation mittels Glucose, steigerte sich die Insulinsekretion 

signifikant gegenüber der basalen Ausschüttung. Dabei war der Effekt allerdings im Vergleich 

zu Kontrollzellen nur tendenziell erhöht. Eine signifikante Verbesserung konnte in diesem 

Versuchsansatz nicht nachgewiesen werden. Dies zeigte sich auch im Insulingehalt der Zellen, 

der bei  der Behandlung mit mdivi-1 keine Veränderung zeigte. 

Aus Untersuchungen wird postuliert, dass eine inhibierte Teilung die Plastizität der 

Mitochondrien aufhebt, so dass es ihnen nicht möglich ist, eine adäquate Insulinantwort auf 

die Steigerung des Blutzuckerspiegels auszulösen. Stattdessen kommt es zur Blockierung der 

Insulinsekretion und zum Protonenverlust [203]. Eine solche Herabsetzung der 

mitochondrialen Plastizität wird als begünstigende Ursache für die Ausbildung eines Diabetes 

mellitus Typ 2 beschrieben [96]. 

Die Folge der geminderten Insulinsekretion in MIN 6 Zellen nach genetischem Silencing von 

Drp1 wurde auch in anderen Studien nachgewiesen [171]. Die Behandlung mit mdivi-1 wurde 

in einer Studie als förderlich für die Insulinantwort der Betazellen beschrieben [184]. Zwar fehlt 

der signifikante Nachweis im Vergleich zu Kontrollzellen in dieser Studie, aber der positive 

Effekt konnte durch eine hohe Signifikanz der Glucose Responsivität selbst eindeutig bestätigt 

werden. Weitere Studien fokussieren sich auf das insulinsensitive Gewebe und weniger auf 

die Betazellfunktion. In Mäusen beispielsweise, die eine Hochfettdiät erhielten, konnte die 

Behandlung mit mdivi-1 die Ausbildung einer Insulinresistenz verhindern [186]. Bei einer 

akuten Insulinresistenz in Mäusen, konnte die Behandlung mit mdivi-1 eine Besserung der 

mitochondrialen Funktion herbeiführen, unteranderem durch Aktivierung der mitochondrialen 

Biogenese und Steigerung der Insulinsensitivität [194].  

Bei einer Drp1 Überexpression wurde kein Unterschied im immunhistochemisch bestimmten 

Glucokinase- und Insulingehalt ermittelt. Die Überexpression von Drp1 in den MIN 6 Zellen 

hatte zudem keinen direkten Einfluss auf den mittels ELISA bestimmten Insulingehalt oder die 

Menge des sekretierten Insulins. Eine Reaktion auf die Stimulierung mittels Glucose wurde in 

gleichem Ausmaß, wie in den untersuchten Kontrollzellen detektiert. Auch der Bezug der 

Insulinsekretion auf Insulin- und Proteingehalt ergab das gleiche Ergebnis in den Drp1 

überexprimierenden Zellen. Die Fragmentierung der Mitochondrien in Inselzellen von 

Patienten mit Diabetes mellitus wurde bereits beschrieben [49]. Genaue Analysen ergaben 

einen geringeren ATP Gehalt, einen niedrigeren Insulingehalt und daraus resultierenden eine 

gestörte Insulinsekretion der Inselzellen [211]. Auch in der Arbeit von Kabra et al. (2022) wurde 

bestätigt, dass eine Überexpression des Drp1 in MIN 6 Zellen, zwar zunächst keine 

Auswirkung auf den Phänotyp besitzt, aber die langfristige Anwesenheit des Proteins eine 



Diskussion 106 

 
 

Minderung des Insulingehalts zur Folge hatte, der sich schlussendlich negativ auf die 

Insulinsekretion auswirkte [223]. Als Ursache wurde hier der durch die Drp1 Überexpression 

ausgelöste ER-Stress hypothetisiert, der in einer gestörten Insulinproduktion resultierte [223].  

Das Ausbleiben der Übereinstimmung der Ergebnisse zum Insulingehalt und seiner Sekretion 

zwischen der vorliegenden Arbeit und der von Kabra et al. (2022) könnte darin begründet sein, 

dass Kabra et al. ihre Ergebnisse auf den DNA Gehalt der Zellen beziehen, während in dieser 

Arbeit ein Bezug zum absoluten Proteingehalt gezogen wurde. Außerdem untersuchte Kabra 

et al. nur transient mit Drp1 transfizierte Zellen gegenüber dem in dieser Arbeit vorliegenden 

stabilen Klon. Weiterführend sind hier Untersuchungen an isolierten Primärzellen notwendig, 

um den Aspekt tiefgehender zu betrachten.  
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6. Zusammenfassung 

Die Stoffwechselerkrankung des Diabetes mellitus wird als eine weltweit steigende Pandemie 

bezeichnet [18, 25]. Charakterisiert wird die Krankheit durch eine chronische Hyperglykämie 

ausgelöst durch einen Insulinmangel oder eine Insulinresistenz [22]. Der kontinuierlich erhöhte 

Blutzuckerspiegel kann schwerwiegende Folgen für die Gewebe haben [12] und zur 

Ausbildung von unterschiedlichen Komplikationen führen [10, 11, 13]. Als 

Hauptenergieproduzenten mittels oxidativer Phosphorylierung, sind Mitochondrien essentielle 

Bestandteile der Zelle. Aus diesem Grund wird eine Dysfunktion der Organellen unter anderem 

auch mit der Ausbildung von Stoffwechselkrankheiten assoziiert [55]. Insbesondere beim 

Diabetes mellitus besitz die Generierung von ATP durch Mitochondrien für den Sekretionsreiz 

des Blutzucker senkenden Hormons Insulin eine wesentliche Bedeutung [45, 94]. Um ihre 

Aufgabe zu erfüllen, sind die Mitochondrien in dynamischen Netzwerken organisiert, die durch 

Fusions- und Teilungsprozesse auf Veränderungen in den Bedürfnissen der Zelle reagieren 

können und durch Informationsaustausch und Qualitätskontrolle eine gesunde Population 

erhalten [107]. Eine Störung der Plastizität der Organellen ist somit immer mit einem Verlust 

an Energie für die Zelle verbunden [96, 203]. Im Falle des Diabetes mellitus Typ 2 wird eine 

Veränderung des mitochondrialen Netzwerks hin zur Fragmentierung beobachtet, die nicht nur 

mit Verlust der Insulinsensitivität [49], sondern auch dem Insulingehalt und der Sekretion in 

Betazellen des Pankreas einhergeht [211]. Eine übermäßige Fragmentierung der 

Mitochondrien ist die Folge einer Störung der mitochondrialen Dynamik, die durch 

unterschiedliche Proteine reguliert wird. Die Fusion der äußeren Membran der Organellen wird 

durch die Mitofusine 1 und 2 [124, 129] vermittelt, während die innere Membran durch das 

Opa1 miteinander verbunden wird [125, 126]. Auf die Fusion folgt in der Regel eine Teilung 

der Mitochondrien voneinander [104]. Der Hauptmediator dieses Prozesses bildet das Drp1. 

Die Bindung des Proteins an seine Rezeptoren in der äußeren Mitochondrien Membran bildet 

den Initiationsprozess der Teilung [134]. Die Balance zwischen Fusion und Teilung ist 

wesentlich, um eine gesunde mitochondriale Population aufrecht zu erhalten [90, 116]. Aus 

diesem Grund bildet der Erhalt bzw. die Wiederherstellung des Gleichgewichts in der 

mitochondrialen Dynamik ein vielversprechendes Ziel bei der Therapie verschiedener 

Krankheiten [116]. Insbesondere für den Diabetes mellitus Typ 2 erscheint eine Therapie in 

Form der pharmazeutischen Regulation der Fragmentierung der Mitochondrien als 

Behandlungsmethode attraktiv. Aus diesem Grunde wurde in der vorliegenden Arbeit die 

Bedeutung des Drp1 in der Funktion der Betazelle untersucht.  

Dafür wurde die Aktivität des Proteins unterschiedlich beeinflusst, um seine Rolle zu validieren. 

Zu diesem Zweck wurden MIN 6 Zellen, die i) Drp1 stabil überexprimieren; ii) eine Drp1 

Negativmutante mit einer Punktmutation in der GTPase stabil exprimieren und iii) mit dem 
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chemischen Inhibitor mdivi-1 behandelt wurden, verglichen. Besondere Aufmerksamkeit lag 

dabei auf dem vielversprechenden, aber auch kontrovers diskutierten, mdivi-1 und seine 

Wirkung auf die Betazelle und ihre Mitochondrien. Die Überexpression des Drp1 Proteins 

zeigte sich zunächst nicht dementsprechend beeinträchtigt, wie die Ergebnisse aus der 

Literatur zur Fragmentierung von Mitochondrien in Betazellen erwarten ließ. Zwar war eine 

signifikante Fragmentierung der Organellen in Folge der erhöhten Drp1 Expression zu 

beobachten, allerdings zeigte diese keine Auswirkung auf die Betazellfunktion. Erwähnenswert 

ist die Steigerung in der Expression der Atmungsketten Komplexe, die eine Erhöhung des ATP 

Gehalts und der ATP/ADP Ratio zur Folge hat. Daraus resultiert im Endeffekt, eine vermehrte 

Sekretion von Insulin. Kurzzeitig hat die Steigerung der Mitochondrien Anzahl für die Zelle – 

den Ergebnissen zu Folge – eine Leistungssteigernde Wirkung. Allerdings resultiert die 

Veränderung der Atmungskette auch in einer amplifizierten Produktion von ROS, die über 

einen längeren Zeitraum zur Reduktion der Zellfunktion führen wird.  

Die zunächst übermäßige Insulinsekretion der Betazelle als Antwort auf eine Insulinresistenz 

und die sich anreichernden Schäden durch die entstehenden ROS bergen ein hohes Risiko 

der Manifestation eines Diabetes mellitus Typ 2. Hier lässt sich anhand der in dieser Studie 

erhobenen Ergebnisse ein Zusammenhang mit einer erhöhten Drp1 Expression und 

Fragmentierung der Mitochondrien postulieren. Für die Inaktivierung des Drp1 konnte gezeigt 

werden, dass sich die Beeinträchtigung der Drp1 Aktivität durch die Expression der 

Negativmutante neben einigen Gemeinsamkeiten ber insgesamt von der mittels chemischen 

Inhibitor, mdivi-1, unterscheidet. Der Effekt auf die Morphologie der Mitochondrien war in der 

Verschiebung zu vermehrten Fusionsereignissen und Clusterungen der Mitochondrien in 

Nucleus Nähe vergleichbar. Diese Veränderung des Netzwerks konnte durch die 3D 

Bilddatenanalyse des erhöhten Volumens und der geminderten Sphärizität in beiden Fällen 

auch quantitativ als signifikant verifiziert werden. Beide Inhibitionsformen haben zusätzlich den 

positiven Einfluss eines gesteigerten Membranpotentials der Mitochondrien – ein Parameter, 

der häufig für die Untersuchung der Gesundheit und Vitalität der Organellen genutzt wird – 

gemeinsam. 

Während mdivi-1 behandelte Zellen eine Tendenz zur gesteigerten Glucose Responsivität in 

der Insulinsekretion zeigten, kam es bei MIN 6 Zellen mit Expression der Negativmutante K38A 

zum Verlust derselben. Diese protektive Eigenschaft der mdivi-1 Behandlung steht in Einklang 

mit der ermittelten moderaten Erhöhung der Auto- und Mitophagie und Steigerung des 

Membranpotentials bei unveränderter ROS Produktion. Die Inhibition mittels der Drp1 

Negativmutante K38A zeigte dagegen eine Adaptation der Expression von Proteinen, die die 

mitochondriale Dynamik, die Mitophagie und die oxidative Phosphorylierung regulieren. 

Schlussendlich resultierte dieser aber weder in einer Steigerung der ATP Bildung, noch in den 

protektiven Effekten, sondern in verstärkter ROS Bildung. Daraus lässt sich postulieren, dass 
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die erhöhte Drp1 Expression trotz Inaktivierung der GTPase-Aktivität, dauerhaft einen 

negativen Einfluss auf die Betazelle hat. Ob die mit der mdivi-1 Behandlung ermittelten 

Ergebnisse in den MIN 6 Zellen allein auf die spezifische Inhibierung von Drp1 zurückzuführen 

sind, lässt sich mit dem Vergleich der Negativmutante K38A nicht eindeutig schlussfolgern. 

Mdivi-1 könnte auch weitere Zielstrukturen innerhalb der Zelle besitzen. Im Gegensatz zu den 

kontrovers diskutierten Ergebnissen der Arbeitsgruppe um Bordt et al. (2017) [178], die eine 

unspezifische Reaktion des mdivi-1 auf das Drp1 und eine inhibitorische Wirkung stattdessen 

auf den Komplex I postulieren, kann in der vorliegenden Arbeit in MIN 6 Zellen eine Korrelation 

der induzierten Veränderungen mit der Drp1 Aktivität gezeigt werden. Auch Kabra et al. haben 

bereits 2017 MIN 6 Zellen mit mdivi-1 behandelt [171]. Auf Basis dieser Arbeit wird vermutet, 

dass Unterschiede zwischen den Studien hauptsächlich in der Handhabung des Inhibitors 

begründet sind. Bisher mangelt es an einem einheitlichen Protokoll für die Verwendung von 

mdivi-1. Die Unterschiede variieren von der Lagerung, über die Konzentration der 

Stocklösung, das Lösungsmittel, die verwendete Menge und Inkubationszeit. Um das Potential 

eines Drp1 Inhibitors reproduzierbar abzubilden, bedarf es geeigneter Protokolle und noch 

ausstehende Untersuchungen an isolierten Primärzellen und in Tiermodellen. Nur so kann das 

Potential für eine mögliche Pharmakotherapie aussagekräftig bewertet werden.  
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