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1 Einleitung

1.1 Die Alzheimer Erkrankung

Von Alois Alzheimer im Jahre 1907 erstmals beschrieben[1], ist die nach ihrem Entdecker
benannte Alzheimer-Erkrankung eine im Offentlichen Bewusstsein der europdischen
Bevolkerung stindig priasente Grofe. Sie ist die hdufigste nicht vaskuldre Demenzursache im
Alter mit ca. 1.000.000 Betroffener in Deutschland[2]. Die letztliche Ursache dieser
Erkrankung konnte trotz intensiver Forschung bis jetzt noch nicht geklart werden. Neues
Gewicht bekommt die Alzheimer-Krankheit auch im Rahmen einer alternden Gesellschaft. So
macht der Umstand, dass das Erkrankungsrisiko mit steigendem Alter zunimmt, eine intensive
wissenschaftliche Beschiftigung mit Pathogenese und Therapiemoglichkeiten unentbehrlich.

Einen kurzen Uberblick iiber die Krankheit geben die folgenden Seiten.

1.1.1 Klinik und Symptomatologie

Die Alzheimer-Erkrankung manifestiert sich meist jenseits des 65. Lebensjahres. Typische
Symptome  sind langsam  progrediente = Gedéchtnis-,  Aufmerksamkeits- und
Orientierungsstorungen mit gravierenden Beeintrichtigungen des Alltagslebens. Die
Abnahme der Merkleistung zeigt sich in Defiziten von Kurz- und Langzeitgeddchtnis. Die
Féhigkeit zu abstraktem Denken ist ebenso vermindert. Im Gegensatz zu intellektuellen
Féhigkeiten bleiben Merkmale der Personlichkeit relativ lange erhalten, bis sich schlieBlich
im spdteren Verlauf Storungen der emotionalen Kontrolle, der Motivation und des
Sozialverhaltens manifestieren. Die Kommunikation reduziert sich auf stereotype verbale und
gestische AuBerungen, die neuropsychologischen Symptome nehmen kontinuierlich zu, bis
schlieBlich die Pflegebediirftigkeit eintritt. Begleitend kann meist ein oft nur diskret
auftretendes Parkinson-Syndrom und Harninkontinenz beobachtet werden. Weitere

neurologische Ausfille fehlen in der Regel[3].



1.1.2 Diagnostik

Standard in der Demenzdiagnostik ist eine umfassende neuropsychologische Untersuchung
mittels spezifischer Testbatterien. Haufig eingesetzt werden zum Beispiel der Mini-Mental-

State-Test, der Clock-Drawing-Test und eine Untersuchung auf Wortfliissigkeit [4].

Im Elektroenzephalogramm (EEG) kann sich ein verlangsamter Grundrhythmus, ebenso wie
eine verlidngerte Latenz visuell evozierter Potentiale zeigen. Morphologische Korrelate der
klinischen Symptomatik im Computertomogramm, sowie im Kernspintomogramm sind eine
ausgepragte diffuse Hirnatrophie, teilweise mit Betonung der Atrophie im Bereich des

Schlafenlappens.

Die Konzentration des TAU-Proteins, auf das im Rahmen der Atiologie und Pathogenese
noch eingegangen werden soll, ist im Liquor der Patienten erhoht[3, 5, 6]. Bisher existiert in
der Diagnostik noch kein Goldstandard, mit dem die Krankheit eindeutig diagnostiziert
werden kann[7], wenn sich auch neuerdings eine Kombination bestimmter

neuropsychologischer Tests als relativ zuverlédssig gezeigt hat[8].

1.1.3 Atiologie und Pathogenese

Die der Pathologie zugrunde liegende letztliche Ursache der Alzheimer-Erkrankung ist bisher
noch nicht bekannt. In jedoch 5-10% der auftretenden Fille sind Gendefekte auf den
Chromosomen 1, 14, und 21 beschrieben. Hier handelt es sich meist um Mutationen des
Presenilin-1-Gens (Chromosom 14), oder des Prisenilin-2-Gens (Chromosom 1), sowie des
Amyloid-Precursor-Proteins (Chromosom 21). Der Name ,,Presenilin® weist hier auf eine
frithe Manifestation der Krankheit vor dem 65. Lebensjahr hin - bei den meisten Patienten mit
diesem frithen Erkrankungsausbruch wurde einer der drei genannten Gendefekte festgestellt,
deren Hereditit in allen genannten Fillen einem autosomal-dominanten Erbgang entspricht[9-

11].

Histologische Befunde zeigen eine Verdnderung in vor allem drei zerebralen Regionen:

Hippokampus, Locous coeruleus und frontaler Kortex. Die wesentlichen Befunde sind die so
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genannten Alzheimer-Fibrillen, die intraneuronal beobachtet werden und aus pathologischen
Konglomeraten des TAU-Proteins (in helikaler und gestreckter Form) bestehen, ein Protein,
das unter normalen Umstidnden als Stabilisator von Mikrotubuli dient[12-14] und fiir den

axonalen Transport von Mitochondrien zur neuronalen Synapse notwendig ist [15].

Extrazelluldr lassen sich senile Plaques nachweisen. Der Kern wird von A4-B-Amyloid-
Protein gebildet[16], wihrend die dueren Anteile ebenfalls aus TAU-Protein bestehen[17].
Die 1992 von Hardy und Higgins entwickelte “amyloid-cascade-hypothesis® [18] postuliert
A4-B-Amyloid-Protein (ABP) oder auch sein Ausgangsmolekiil, das Amyloid-Precursor-
Protein (APP) als eigentliche Ursache der Alzheimer-Pathologie. ABP, ein Protein aus 39-42
Aminosduren, formt die hydrophobe Komponente einer transmembranen Komponente des
APP. Die Prozessierung von APP ist prinzipiell durch Sekretase oder Lysosomen mdglich.
Wird APP an Stelle von Sekretase durch Lysosomen prozessiert, so entsteht durch diese
Spaltung intaktes ABP, das konsekutiv zu Amyloid-Plaques prezipitiert und die Bildung von
Neurofibrillen und Zelltod nach sich zieht [18]. Die neurotoxische Kapazitit von ABP wurde
schon frith unter unterschiedlichen Gesichtspunkten diskutiert, so wurden direkte toxische
Effekte des APP alleine [19] oder die durch Prezipitation entstehende vermehrte

Vulnerabilitdt der Neurone [20, 21] fiir die entstehenden Schdden verantwortlich gemacht.

Aktivierte Gliazellen und Zytokine innerhalb der Amyloid-Plaques weisen auf einen
autochthonen Abwehrmechanismus hin. Ebenfalls in der Diskussion steht eine

neuroinflammatorische Beteiligung bei der Pathogenese[22, 23].

Ein nachgewiesener Mangel an cholinergen Strukturen, wie der Cholinacetyltransferase
(CAT), die fiir die Synthese von Acetylcholin verantwortlich ist, wird als ursdchlicher Grund
fiir die demenziellen Symptome angesehen[24-26]. Das cholinerge Defizit korreliert mit der
Zahl der Plaques, deren Zahl allerdings keinen Schluss auf das klinische Ausmaf} der Demenz
zuldsst[22]. Tatsdchlich ist entgegen allen Erwartungen die Korrelation zwischen Klinik der

Patienten und Amyloid-Akkumulation gering[27, 28].

Die bisherige Forschung der letzten Jahre hat zwar einige Hinweise gezeigt, ist eine
letztendliche Antwort auf die Frage nach Grund und Ursache des Morbus (M.) Alzheimer
allerdings schuldig geblieben. Auch die pathologische Bedeutung der sogenannten

»Meilensteine” der Alzheimer-Forschung - Aggregation von APP und neurofibrilldren
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Formationen - wird zunehmend diskutiert[28]. Beide Phanomene kdnnen die Pathogenese und
fortschreitende Demenz nicht suffizient erkldren. Die regulatorischen Interaktionen von
neurofibrilliren Biindeln und ABP sind letztlich nicht ursidchlich geklért, und bislang ist es
keiner Arbeitsgruppe gelungen, die Ursache der progressiven Demenz zu erkldren. Auch die
erwihnte ,,amyloid cascade hypothesis*“[29], die sich auf die pathologische Bedeutung des
Amyloid-Precursor-Proteins stiitzt, bietet zu wenig zufriedenstellende Ergebnisse[27]. Ein
manifestes Problem dieser Theorie ist zum Beispiel die schwache Korrelation der Menge der
Amyloid-Plaques mit der tatsdchlichen klinischen Ausprigung der Symptome. Aktuelle
Verfechter dieser Theorie postulieren nun vor allem Oligomere von ABP als pathologisch
urséchliche Entititen. Neue Korrelationen der Préizipitatmenge dieser Oligomere mit den

klinischen Defiziten liegen allerdings noch nicht vor.

Betrachtet man die Arbeiten der letzten Jahre, so scheint es, dass andere Ansatzpunkte notig

sind, das fehlende Glied in der Kette der Pathologie dieser Krankheit zu finden.

Diesbeziiglich hervorzuheben sind die Arbeiten von S.I. Rapoport, die einen besonderen
Fokus auf den neuronalen Energiemetabolismus und die Herabregulierung der
mitochondrialen Atmungskette legen. Ausgehend von der Tatsache, dass Adenosyl-
Triphosphat (ATP), das Endprodukt der mitochondrialen oxidativen Phosphorylierung
(OXPHOS), vor allem an Synapsen und Dendriten konsumiert wird [30], konnte er vor allem
mit Hilfe von Positronenemissionstomographie (PET) durch indirekte Messung des zerebralen
Energieverbrauchs synaptische Verdnderungen zeigen, die mit der Schwere der kognitiven
Defizite korrelieren. Sie treten bereits frith im Krankheitsverlauf auf, sind jedoch potentiell
reversibel und konnen in frilhem Krankheitsstadium durch kognitive oder sensorische
Stimulation liberwunden werden. [31, 32]. Erst in spéteren Stadien der Krankheit mit
fortschreitender Ablagerung der neurofibrilliren Biindel kommt es durch die zunehmende
Schadigung der Zelle zu einer irreversiblen Herabregulierung von OXPHOS und zu einer
fehlenden Aktivierbarkeit der betreffenden Gehirnareale auf Stimulation [15, 33, 34].
Verantwortlich dafiir werden vor allem die Schadigung des axonalen Transports von
Mitochondrien durch die Kooptation des dafiir notwendigen TAU-Proteins zur Synapse

gemacht [15].

Die von Rapoport beobachtete Herabregulierung der neuronalen Energieproduktion durch die

Abnahme von OXPHOS riickt einen Mangel an Mitochondrien an der neuronalen Synapse ins
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Bild. Die Beobachtung eines defizienten Energichaushalts fiihrt zu einem weiteren
Ansatzpunkt, der von einigen Arbeitsgruppen verfolgt wird: Der Hypothese, Alzheimer als
Folge von oxidativem Stress zu betrachten[27]. Schddigung durch freie Sauerstoffradikale ist
eine der wichtigsten Theorien liber das Altern und das Alter ist tatsdchlich einer der
wichtigsten Risikofaktoren fiir die Alzheimer-Erkrankung. Ebenfalls ist bekannt, dass die
Mitochondrien eine Hauptquelle fiir freie oxidative Radikale darstellen[35], wie in dieser
Arbeit unter 1.2.4. ,,Mitochondriale Dysfunktion — Ursache von Altern und Degeneration®
noch ausfiihrlich dargestellt wird. In diesem Kontext soll diese Arbeit einen Beitrag zur
Aufklirung der Atiopathogenese leisten und auf eine mdgliche mitochondriale Beteiligung -
in diesem Fall in Form von Schidden an der mitochondrialen Desoxyribonukleinsdure (DNA

fiir ,,desoxyribonucleic acid®) - an pathologischen Prozessen eingehen.

Im Folgenden sollen die Charakteristika dieser Zellorganellen zum besseren Verstdndnis

ausfiihrlich dargestellt werden.

1.2 Die Mitochondrien

1.2.1 Einfihrung und historischer Uberblick

Uber hundertfiinfzig Jahre sind seit der Entdeckung der ,Kraftwerke der Zelle* vergangen.
Inzwischen hat das Interesse an den Zellorganellen, die ein eigenes Genom besitzen, stetig
zugenommen. Nach der Erstbeschreibung Mitte des 19. Jahrhunderts, wurde der Begriff
,Mitochondrion* - gebildet aus den griechischen Begriffen fiir ,,mitos*: Faden und

,»,chondros®“: Kérnchen - von Claudius Regaud 1909 erstmals eingefiihrt[36].

Ende der flinfziger Jahre postulierten L. Ernster, D. Ikkos und R. Luft die Dysfunktion der
Mitochondrien als wesentlichen Pathogenitétsfaktor eines Hypermetabolismus nicht
thyreoidalen Ursprungs[37]. Noch bevor man von der Existenz einer eigenstindigen

mitochondriellen DNA wusste, war somit die erste mitochondriale Krankheit beschrieben.

Kurz darauf wurden Anfang der sechziger Jahre Hinweise auf DNA-Spuren innerhalb der
Mitochondrien gefunden und das Vorhandensein der mitochondriellen DNA (mtDNA)
11



entdeckt[38]. Die Entwicklung neuer histochemischer Methoden fiihrte zur Entdeckung der
mitochondrialen Myopathien, gekennzeichnet durch sogenannte ,ragged red fibers®-
Muskelfasern, die durch eine pathologische Akkumulation der geschddigten Mitochondrien in

spezieller Farbung rot erscheinen.[39-41]

Nachdem die Sequenz der mtDNA 1981 erstmals entschliisselt wurde[42], folgte Ende der
achtziger Jahre ein weiterer Meilenstein der mitochondrialen Forschung: Wallace et al.
beschrieben die ersten pathologischen Mutationen der mtDNA[43]. Seit dieser Zeit wurde die
Bedeutung der mtDNA in der Pathologie vieler verschiedener Krankheiten und Syndrome
diskutiert und bewiesen. In den letzten Jahren wurden {ber 50 verschiedene
Punktmutationen[44] und iiber 100 verschiedene Deletionen der mtDNA aufgedeckt[45].
Mitochondriale Syndrome wie MELAS (mitochondrial encephalomyopathy, lactic acidosis
and strokelike episodes) oder das Kearns-Sayre-Syndrom sind géngige Begriffe moderner
Medizin. Doch der Begriff ,,mitochondriale Medizin“[46] beinhaltet viel mehr Pathologien als
die nur relativ seltenen ,,Exoten” — die mitochondrialen Erkrankungen im engeren Sinn. Die
Forschung der letzten Jahre hat ergeben, dass eine Dysfunktion der Mitochondrien
wahrscheinlich auch einen Beitrag zu iiberaus hdufigen Krankheiten wie zum Beispiel
malignen Neubildungen leistet. Vor allem auch mit der Pathogenese neurodegenerativer
Erkrankungen, wie Multipler Sklerose, Parkinson, dem natiirlichen Alterungsprozess des
Menschen oder auch der Alzheimer-Erkrankung besteht eine Assoziation[46-48]. Diese
Erkenntnisse bilden auch die Grundlage fiir die Fragestellung dieser Arbeit nach einem
Zusammenhang von Schiden der mtDNA und dem M. Alzheimer. Da die Mitochondrien
jedoch einige Besonderheiten aufweisen, sei an dieser Stelle ein kurzer Uberblick iiber

Funktion, Struktur und genetische Besonderheiten dieser Zellorganellen aufgefiihrt.

1.2.2 Aufbau und Funktion der Mitochondrien

1.2.2.1 Uberblick

Der Ursprung der Mitochondrien in der eukaryoten Zelle geht wohl auf eine

endosymbiotische Beziehung von bakteriendhnlichen Organismen und eukaryoten Zellen
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zuriick. Die Mikroorganismen iibernahmen innerhalb der Symbiose wichtige Aufgaben der
Zelle, so vor allem Energiegewinnung und Entsorgung von {iberfliissigen metabolischen
Abfillen[49] und avancierten so zur wichtigsten Energiequelle der Zelle. Letztendlich
etablierten sie sich als essentielle Ressourcen fiir die zelluldire Homoostase[50]. Im Gegenzug
stellte die Zelle den Mitochondrien aber eine Menge an cytosolischen Proteinen zur
Verfligung, von denen ihr Stoffwechsel weitgehend abhingt[51]. Dieser Proteinaustausch
wurde so exzessiv betrieben, dass heute nur noch 14-16% der modernen mitochondrialen
Proteine auf den eigentlichen bakteriellen Endosymbionten zuriickverfolgt werden

konnen[52].

Eine Doppelmembran aus Lipiden trennt die mitochondriale Matrix vom Cytosol der Zelle.
An der inneren Membran ist die Atmungskette lokalisiert, in der Energie in Form von
Adenosyltriphosphat  (ATP) generiert wird[50]. Um den hierfiir notwendigen
Elektronengradienten aufrechtzuerhalten, ist die innere Membran undurchléssig und dient als

Barriere fir Ionen und andere Molekiile.

Die mitochondriale Matrix selbst enthélt zahlreiche Enzyme des Citratzyklus und der (-

Oxidation, die notwendig fiir den Abbau von Kohlehydraten und Fetten sind[46].

Wihrend die innere Membran eine undurchdringliche Ionenbarriere darstellt, ist die &dufBere
Membran pords und erlaubt den Austausch von Verbindungen niedrigen Molekulargewichts
zwischen Zytosol und Membranzwischenraum. Mittlerweile ist aulerdem bekannt, dass auch
zwischen den Mitochondrien einer Zelle, die dort zu Hunderten vorhanden sind, ein reger
Austausch vor allem genetischen Materials besteht[53]. Der inneren Membran anliegend ist
die mtDNA in die Matrix eingebettet, auf die in Kiirze unter 1.2.3.1. (Aufbau und Funktion

des mitochondrialen Genoms) ausfiihrlicher eingegangen wird.

Obwohl man weit davon entfernt ist, die dynamische Funktion oder gesamte Morphologie der
Mitochondrien ginzlich zu verstehen[46], gibt es doch vielgestaltige Beweise, dass sie
essentiell wichtig fiir die zellulire Funktion sind. Unter anderem ist bekannt, dass die
Mitochondrien an der Signaltransduktion, Stoffwechsel von Lipiden, Steroiden, Nukleotiden
und Aminosiuren und Apoptose Anteil haben. Uber die Regulation der zelluldren
Calciumkonzentration beeinflussen sie iiberdies die Entstehung von Aktionspotentialen, die

Stabilitit des Cytoskeletts und die nukledre Genexpression[54, 55]. Am wichtigsten ist jedoch
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unbestritten ihr Beitrag zum Energiestoffwechsel der Zelle, wie B-Oxidation, Zitratzyklus und

vor allem zur Energieproduktion der Zelle in der Atmungskette[50].

1.2.2.2 Die Atmungskette

Die Atmungskette dient der zelluldren Energiegewinnung und erfiillt die wahrscheinlich
wichtigste ~ Aufgabe der Mitochondrien innerhalb der Zelle: Durch eine

Elektronentransportkette und oxidative Phosphorylation entsteht Energie in Form von ATP.

Die fiinf Proteinkomplexe der Atmungskette sind an der inneren Mitochondrienmembran
lokalisiert und bestehen aus Komplex I (reduziertes Nikotinamid Adenin Dinukleotid-
Dehydrogenase (NADH)-Ubiquinon-Oxidoreduktase), Komplex II (Succinat-Dehydrogenase-
Ubiquinon-Oxidoreduktase), Komplex III  (Ubiquinon-Cytochrom-c-Oxidoreduktase),
Komplex IV (Cytochrom- c-Oxidase) und schlieSlich Komplex V (ATP-Synthase)[56]. AuSer
den groBen Proteinkomplexen besteht die Atmungskette auch aus den zwei kleineren

Elektronentransportern Ubiquinon (oder auch Coenzym Q 10) und Cytochrom c.

TCA Cycle
Fumarate Succinate

H+ \ / H+ Ht HF

MATRIX ——3
I H,O0 ADP ATP
& INNER c—; COX1 5 )
MITOCHONDRIAL COX1IF< Py,
N X 1T
\_  MEMERANE CoQ — ‘e‘. e o q A6 | )
INTERMEMBRANE
SPACE
Subunits Complex I Complex 11 Cumplex InI Complex IV Complex V
mtDNA-encoded: 7 0 3 2
nDNA-encoded: ~36 4 10 10 ~14

Abbildung 1 [57]: Schematische Zeichnung der Atmungskette.

Die mtDNA-kodierten Untereinheiten sind in rot, die nukledr kodierten Untereinheiten in blau dargestellt.
Elektronen (e-) flieRen entlang des Gradienten, gleichzeitig werden Protonen (H+) durch die Komplexe I, 111
und 1V aus der Matrix in den intermembrandsen Spalt gepumpt. Die Protonen flieBen dann durch Komplex V
wieder bei gleichzeitiger ATP-Produktion in die Matrix zurtick.

CoQ: Coenzym Q 10 (Ubiquinon); Cyt c: Cytochrom c; Cyt b: Cytochrom b; COX: Cytochromoxidase; ND 1-
6: Untereinheiten von Komplex I; A8 und A6: Untereinheiten Komplex V (ATP-Synthase)
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Die ATP-Gewinnung steht am Ende zweier wesentlicher Prozesse: Elektronen in Form von
Wasserstoff-lonen, die aus der Reduktion von NADH und FADH (Flavin Adenin
Dinukleotid) durch B-Oxidation und Citratzyklus innerhalb der mitochondrialen Matrix
entstehen, werden innerhalb der Proteinkomplexe transportiert und auf molekularen
Sauerstoff ilibertragen, wobei gleichzeitig Wasser entsteht. Die dadurch gewonnene Energie
wird von den Komplexen dazu benutzt, Protonen aus der Matrix in den intermembrandsen
Spalt zu pumpen. Dadurch entsteht ein Protonengradient, den die ATP-Synthase (Komplex V)
zur Erzeugung von ATP nutzt: sie kann als eine Art Turbine betrachtet werden, deren Rotor
(FO) in die Membran eingebettet ist, durch die die Protonen entlang des Gradienten zuriick in
die Matrix flieBen. Der Stator der Turbine (der F1-Teil des Proteins) ragt in die Matrix hinein
und generiert dort ATP durch die Phosphorylation von Adenosindiphosphat und
anorganischem Phosphat[58, 59].

Die Proteine der Atmungskette werden gemeinsam von nukledrer und mitochondrialer DNA
kodiert, wobei die nukledre DNA einen wesentlich groBeren Anteil an der Kodierung
tragt[60]. Nur ein kleiner Teil der Atmungsketten-Untereinheiten wird von mitochondrialer
DNA kodiert: namlich sieben Untereinheiten von Komplex I, eine Untereinheit von Komplex
III, drei Untereinheiten von Komplex IV und zwei Untereinheiten von Komplex V[61].
Komplex II wird ausschlieBlich von nukledrer DNA kodiert. Trotzdem konnen Schéiden des
mitochondrialen Genoms die Funktion der Atmungskette wesentlich beeintrachtigen[56]. Da
die Zelle vollig von der ATP-Produktion der Atmungskette abhidngig ist, haben
Verdnderungen des ATP-Spiegels ernste Konsequenzen fiir den Zellmetabolismus. Selbst eine

geringe Abnahme der Effizienz der ATP-Produktion kann schon zu Symptomen fiithren[46].

In letzter Zeit wurde gezeigt, dass die Atmungskette nicht nur der Energieerzeugung dient,
sondern auch eine Rolle in anderen zelluldren Signalwegen und Stoffwechselvorgingen spielt.
So wird zum Beispiel durch die Aktivitdit der Cytochromoxidase gleichzeitig die

Apoptose[62] mit reguliert.

Ein auch im Hinblick auf diese Arbeit weiterer wichtiger Aspekt der Atmungskette sind
allerdings die reaktiven Sauerstoffradikale (auch ROS fiir ,,reactive oxygen species‘). Sie
entstehen durch den Elektronentransport der Atmungskette im Rahmen der Reaktionen mit
Sauerstoff als Nebenprodukt. Es wird geschitzt, das bis zu 2% des in der Atmungskette

umgesetzten Sauerstoffs zur Entstehung freier Radikale fiihrt. Durch ihre Konzentration in der
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Zelle regulieren sie ebenfalls mafgeblich den Zellmetabolismus[35]. Eine ihrer wichtigsten
Eigenschaften ist jedoch, dass sie durch ihre Reaktionsfreudigkeit fiir Schiden an der Zelle
verantwortlich sind und somit eine Situation schaffen, die als ,,oxidativer Stress® bekannt
geworden ist - und die schon friih als Ursache fiir Altern, Degeneration und auch Alzheimer

diskutiert wurde.

1.2.2.3 Oxidativer Stress

,»Oxidative stress is an unavoidable consequence of life in an oxygen-rich atmosphere. (...)
Oxidative reactions cause iron to rust, potato chips to spoil, milk to go sour, and oil or meat to

turn rancid.”[63]

Wie alle Dinge, die dem Sauerstoff ausgesetzt sind, ist auch die menschliche Zelle nicht vor
oxidativen Reaktionen gefeit, die ein natiirliches Nebenprodukt der kontinuierlichen
Energieproduktion der Zelle sind. Essentiell fiir die Generierung der Zellenergie, ist
Sauerstoff ein iiberaus toxisches Molekiil. Ubersteigt seine Konzentration die in der
Atmosphire bestehenden 21%, so wirkt Sauerstoff schédlich, bei 100% ist Sauerstoff (O2) fiir
Sdugetiere sogar todlich[64]. Die Geféhrlichkeit von Sauerstoff beruht vor allem auf der
Reaktionsfreudigkeit seiner ,,Abfallprodukte®, sogenannten Oxidantien, (ROS, sieche 1.2.2.2.),
die Biomolekiile durch Oxidation schiddigen. In der Zelle entstehen sie vor allem in den
Mitochondrien im Rahmen der oxidativen Phosphorylation der Atmungskette. Es ist bekannt,
dass sich ihre Konzentration auch durch die Anwesenheit anderer lonen und Verbindungen
regulieren ldsst. So erhoht zum Beispiel eine hohe Eisenkonzentration ihre Bildung[65]. Unter
diesen Oxidantien sind vor allem die Molekiile Superoxid (Oz2¢), Wasserstoffperoxid (H202),
Hydroxyl-Radikale (HOe¢) und moglicherweise auch Singulett-Sauerstoff ('O2) an
entstechenden Schidden beteiligt[66]. Offensichtlich sind sie auch an der Regulation
verschiedenster physiologischer Zellprozesse beteiligt. So wird vor allem H202 eine Rolle in
der Redox-Regulation von Signaltransduktion[67, 68], Zellproliferation[69, 70], der
zelluldren Antwort auf oxidativen Stress[71, 72] und Apoptose[73, 74] zugesprochen.

Ihre Reaktionsfreudigkeit resultiert in der Oxidation zellulirer Makromolekiile

verschiedenster Art, hauptsdchlich betroffen sind jedoch DNA[75], Proteine[76], und
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Lipide[77]. Der Umstand, dass Sauerstoff fiir die Zelle gleichzeitig unersetzlich und doch
auch hochst giftig ist, wurde unter dem Begriff ,the oxygen paradox* von K.J. Davies

pragnant zusammengefasst[78].

Um diesen Schidden entgegenzuwirken, besitzt die Zelle mehrere antioxidative Verbindungen,
die als Radikalfinger die reaktionsfreudigen oxidativen Radikale inaktivieren[79]. Doch
konnen diese multiplen Abwehrsysteme in Form von Vitaminen und verschiedenen
Enzymkomplexen die oxidativen Schiaden zelluldrer Strukturen nicht génzlich verhindern[80].
Der Begriff ,,oxidativer Stress* an sich bezeichnet ein Ungleichgewicht zwischen oxidativen
und antioxidativen Systemen[80] der Zelle. Dieses Ungleichgewicht kann einmal aus einer
erhohten Exposition gegeniiber Oxidantien, ineffektivem Oxidationsschutz, oder einer

Kombination aus beiden Mechanismen resultieren[81].

1.2.2.4 Oxidativer Stress und das mitochondriale Genom

Als zentraler Ort der Energieproduktion durch die Atmungskette sind die Mitochondrien
natlirlicherweise oxidativen Reaktionen besonders ausgesetzt[82]. Fiir H202 stellen sie sogar
den Hauptproduktionsort in der Zelle dar[35]. Weil sie sehr viele freie oxidative Radikale
enthalten[83], weisen insbesondere mitochondriale Strukturen ein hohes Risiko fiir Schiden
durch Oxidation auf. Und in der Tat wurden sowohl an mitochondrialen Proteinen, als auch
an mitochondrialen Lipiden erhohte oxidative Schidden mit steigendem Alter beschrieben[66,
76]. Betrachtet man jedoch die mtDNA, so ldsst sich eine besondere Empfindlichkeit
gegeniiber oxidativen Schiden feststellen: Im Vergleich zu nuklirer DNA lagen die durch
oxidativen Stress erzeugten Schidden der mtDNA - in verschiedenen Geweben gemessen -
zehnfach  hoher[84, 85]. Neben ihrer geringen Gréfe, den mangelnden
Reperaturmechanismen und den fehlenden Histonen[86], werden auch die Lokalisation der
mtDNA an der inneren Mitochondrienmembran - direkt der Atmungskette und somit dem
Produktionsort der oxidativen Radikale benachbart - als moglicher Grund dieser Anfalligkeit
diskutiert. Aus den so entstandenen Schiden der mtDNA resultiert eine abnehmende
Effektivitdt der Atmungskette, deren Proteine unter anderem von der mitochondrialen DNA

kodiert werden. Daraus ergibt sich die Hypothese eines ,circulus vitiosus*“: FEine
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Akkumulation geschadigter mtDNA fiihrt zu einer defekten Atmungskette, die als Effekt
wiederum eine steigende Anzahl reaktiver Oxidantien produziert. Diese schiddigen im
Gegenzug die mitochondriale DNA[82, 87, 88], der letztendlich dazu fiihren kann, dass die
Mitochondrien nicht mehr in ausreichendem Umfang Energie fiir die Zellen bereitstellen
konnen[82]. Die Folge dieser ,respiratorischen Insuffizienz“ ist letztendlich der
Zelluntergang, die zellulare Grundlage neurodegenerativer Prozesse. Zusammenfassend sind

diese Theorien in folgender Grafik schematisch aufgezeichnet:

Intraneuronal inclusions 4
Hyperphosphorylated tau Aging Owicdative -;.arna.gy
Al ,1._

g

Cytosal

Mitochondrial matrix

TAEMDE n Mecvomosces

Abbildung 2 [89]: Schematischer Uberblick (iber die Beziehung von OXPHOS - oxidativem Stress und
Neurodegeneration.

Die Aktivitdt der Atmungskette fuhrt zur Bildung von oxidativen Radikalen (ROS), die durch oxidative
Wirkung fir Schaden an der mtDNA verantwortlich sein kénnten. Dies wiederum fuhrt zu einer Schadigung
der Atmungskette und dadurch konsekutiv zu einem Anstieg der ROS-Produktion. Die ,,vicious cycle theory
of aging“, postuliert einen Zusammenhang von gesteigerter ROS-Produktion und oxidativem Stress mit
Altern und Neurodegeneration.

Eine kurze Beschreibung des mitochondrialen Genoms soll die Grundlage fiir das Verstindnis
der pathologischen Prozesse bilden, auf denen die Theorien beruhen, die fiir die Fragestellung

dieser Arbeit bedeutsam sind.
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1.2.3 Das mitochondriale Genom

1.2.3.1 Aufbau und Funktion des mitochondrialen Genoms

Das mitochondriale Genom wird normalerweise miitterlich vererbt[90], wenn auch vereinzelt
iber viterliche Vererbung berichtet wurde[91]. In jeder Zelle konnen — im Gegensatz zu

nuklearer DNA - tausende von mtDNA Kopien enthalten sein[92].

Die Doppelstrang-DNA ist nicht in helikaler Struktur, sondern ringférmig aufgebaut und an
der inneren Mitochondrienmembran lokalisiert. Insgesamt enthédlt das mtGenom nur 37
Gene[42]. Von diesen Genen sind 24 fiir die Translation der mtDNA und die mitochondriale
Proteinsynthese unerldsslich, die restlichen 13 kodieren fiir Untereinheiten der
Atmungskette[61]. Mit 16.5 Kilobasen (kb) ist das mitochondriale Genom im Vergleich zum
nuklearen Genom, das ca. 3 Milliarden Basenpaare enthilt, relativ klein[42]. Allerdings sind
diese Basenpaare fast ausschlieBlich Exons mit kodierender Funktion. Nur ein kleiner Teil
von 1 kb ist nicht kodierend. Die regelrechte Struktur und Sequenz der restlichen Basenpaare
ist deshalb essentiell wichtig fiir die Funktion der Atmungskette[93] und des zelluldren
Energiestoffwechsels - obwohl die Mehrheit der Untereinheiten der Atmungskette von

nuklearen Genen kodiert wird[60].

Fiir die Replikation, deren genauer Mechanismus zur Zeit noch nicht vollig geklart ist, ist das
Enzym Polymerase Gamma (POLG) zustindig[94]. POLG spielt auch bei der Reparatur von
entstandenen Schiden der mtDNA eine bedeutende Rolle. Das Reparatursystem der mtDNA
als solches ist jedoch im Vergleich mit dem des nukledren Genoms wahrscheinlich
unzureichend angelegt[86, 95, 96] und konnte dadurch die Persistenz einmal entstandener
Mutationen begiinstigen. Andererseits sind es mdglicherweise sogar die vorhandenen
Reparaturmechanismen, die v.a. zur Entstehung von mtDNA-Deletionen fithren[97]. Auf den
genauen Mechanismus wird unter 1.2.3.2. (Mutationen des mitochondrialen Genoms)

detaillierter eingegangen.
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Abbildung 3 [93] : Die mtDNA.

Die nicht kodierende Region ist mit D-Loop fiir ,displacement” bezeichnet. OL bezeichnet den
Replikationsursprung fir den leichten (inneren) Strang, OH den Replikationsursprung des schweren,
auleren Stranges, der in der Replikation die Rolle des Fiihrungsstranges Gbernimmt. Der Bereich zwischen
OH und OL wird ,,major arc* bezeichnet (hier nicht nadher gekennzeichnet). Er umfasst die meisten
Deletionen der mtDNA, u.a. auch die ,,common deletion* [82, 97] mit dem in dieser Arbeit besonders
untersuchten Gen ND4. Demgegentber steht der ,,minor arc”. Er ist deletionsstabil und enthalt das Gen
NDZ1, das in dieser Arbeit ebenfalls besonders untersucht wurde.

Die Vererbung des mitochondrialen Genoms weist einige Besonderheiten auf, die vor allem
hinsichtlich entstehender Pathologien bedeutsam werden konnen (fiir einen Uberblick iiber
mitochondriale Genetik siehe z.B. [50, 97-99]). Von den Mendelschen Regeln, die fiir das
nukledre Genom bedeutsam sind, unterscheidet es sich vor allem wesentlich in drei
Ausnahmen: durch die in der Regel miitterliche Vererbung, durch Heteroplasmie oder den

sog. ,,threshold-effect** und durch das Phdnomen der mitotischen Segregation[56].

Die miitterliche Vererbung kommt allen Anschein nach durch den aktiven Abbau der
spermalen Mitochondrien nach der Befruchtung zustande[100] - so erhilt die Zygote

ausschliefSlich Mitochondrien der Mutter. Eine eventuelle Mutation wird die Mutter eventuell
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an alle Kinder weitergeben - doch nur die Tochter werden sie weitervererben. Gleichwohl
wurden in letzter Zeit einige Ausnahmen dieser bisher allgemein akzeptierten Theorie der

miitterlichen Vererbung berichtet[91].

Da in der Zelle Mitochondrien in hoher Zahl vorhanden sind und jedes Mitochondrium eigene
DNA in zahlreichen Kopien enthélt, kann die Anzahl der mtDNA- Molekiile die Tausend weit
ibersteigen. Eine etwaige Mutation des mtGenoms muss allerdings nicht in jeder Kopie
enthalten sein. Meistens haben sporadische Mutationen keine Konsequenz. Da das mtGenom
sich auch in ruhenden Geweben wie Gehirn und Skelettmuskel kontinuierlich und unabhéngig
vom Zellzyklus teilt und neu bildet[101], wird in einigen Féllen allerdings die mtDNA mit

einer bestimmten Mutation mehrere Male repliziert.

Oft enthilt die Zelle in diesem Fall sowohl Kopien von normaler Wildtyp-mtDNA, als auch
Kopien mutierter mtDNA. Dieses Phdnomen ist als Heteroplasmie bekannt. Der Anteil
mutierter mtDNA an der gesamten mtDNA einer Zelle ist sehr variabel: Er kann zwischen 0
und 100% schwanken. Erst, wenn der Anteil mutierter mtDNA einen gewissen Schwellenwert
tibersteigt, kann es zu Schdden der Atmungskette und zu einer Abnahme der respiratiorischen
Fahigkeit der Zelle kommen, genannt ,,threshold effect*. Dieser Schwellenwert ist ebenfalls
variabel. Er unterscheidet sich von Gewebe zu Gewebe und von Mutation zu Mutation[50,
57]. Typischerweise allerdings liegt dieser Schwellenwert bei Punktmutationen um die

85%][ 102, 103], wihrend er bei Deletionen ca. 60% betragt[104].

Die mitotische Segregation beschreibt die zufillige Verteilung der Mitochondrien bei der
Zellteilung. Teilt sich eine heteroplastische Zelle, so konnen die Tochterzellen eine
unterschiedlich hohe Anzahl mutierter mtDNA erhalten. Das kann dazu fithren, dass eine
Zelle einen sehr hohen Anteil mutierter mtDNA erhilt und respiratorisch insuffizient wird.
Auch kann sich der Gesamtanteil mutierter mtDNA innerhalb eines Gewebes dndern und
somit auch Anderungen in der Effektivitit des Energichaushaltes dieses Gewebes oder Organs
bewirken[105]. Es ist moglich, die respiratorische Insuffizienz einer Zelle sichtbar zu machen:
Zellen, deren Atmungskette signifikant geschidigt ist, werden bei einer Farbung des Enzyms
Cytochromoxidase C (COX, Komplex IV der Atmungskette) nicht angefarbt[106, 107]. Auf
diese Weise wurde gezeigt, dass die Zahl respiratorisch insuffizienter Zellen in verschiedenen

Geweben mit hoherem Alter steigt[108-110] - wie es auch bei Deletionen der mtDNA der Fall
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ist. Tatsdchlich wurde bewiesen, dass die meisten der COX-defizienten Zellen ein grofes

Ausmal} an mtDNA-Deletionen zeigten[106].

1.2.3.2 Mutationen des mitochondrialen Genoms

Mindestens einer unter 8000 Menschen ist Tréger einer pathogenetischen mtDNA-Mutation

[111], im allgemeinen Rearrangements, Punktmutationen und Deletionen.

Die héufigsten Mutationen der mtDNA, die eine direkte pathologische Konsequenz mit
klinischer Manifestation nach sich ziehen, sind Punktmutationen oder Deletionen[97]. Auf

diese soll im Rahmen dieser Arbeit besonders eingegangen werden.

D.C. Wallace erbrachte 1988 den ersten Beweis, dass eine mtDNA-Mutation direkt fiir das
Auftreten einer Krankheit verantwortlich war[43]. Kurz darauf beschrieb die Arbeitsgruppe
um Holt et al. Deletionen der mtDNA als Ursache einer Myopathie[112].

In den letzten Jahren zeichnete sich zunehmend ab, dass Deletionen der mtDNA auf drei
verschiedene Arten mit pathologischen Prozesse in Zusammenhang gebracht werden
konnen[97]: Im ersten Fall ist eine einzige Deletion fiir eine sporadisch aufgetretene
mitochondriale Erkrankung verantwortlich, diese Deletion ist dann auch in jeder Zelle des

betroffenen Gewebes auffindbar und in allen Zellen und Geweben identisch[113].

Im zweiten Fall ldsst sich die Ursache fiir eine mitochondriale Krankheit nicht auf
ausschlieBlich eine einzige Deletion zuriickfithren. Hier zeigen sich verschiedenartige
Deletionen in den betroffenen Geweben (,,multiple Deletionen*), vor allem Muskel und
Nervensystem[109]. Der ursidchliche genetische Defekt betrifft u.a. auch nukledre Gene, die
Proteine fiir den mitochondrialen Nukleotid-Stoffwechsel, als auch fiir die Reparatur der
mtDNA kodieren (v.a. C10orf2 POLG und POLG2)[114]. Mutationen in diesen Proteinen
wiederum konnen letztendlich als Ursache fiir die verschiedenen Deletionen der mtDNA in

Frage kommen[115], genauso wie sogar der Mechanismus der Reparatur an sich[97].

Das dritte Szenario betrifft alternde und neurodegenerativ betroffene Gewebe. In diesen
Geweben wurden - wie folgend in diesem Kapitel noch ausgefiihrt werden wird - in vielen

Fillen mtDNA-Deletionen beschrieben (einen detaillierten Uberblick geben folgende
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Veroffentlichungen: [87, 108, 112, 116]). Hier ist das Ausmall der mtDNA-Schiden jedoch
wesentlich geringer als im Falle einer mitochondrialen Krankheit. Eine Ausnahme allerdings
stellt die Parkinson-Erkrankung dar: Hier wurde in den Neuronen der Substantia nigra in

mehreren Arbeiten ein Deletionsanteil (Heteroplasmiegrad) von bis zu 50% beschrieben[108,

117].

Die meisten Deletionen der mtDNA betreffen den sog. major arc des Genoms. In iiber 85%
der Fille sind sie von kurzen direct repeats flankiert[118, 119] — identischen Wiederholungen
von Trinukleotidsequenzen, die in groBBer Anzahl im humanen Genom vorkommen und in
threr Lénge stark variieren konnen. Sie werden fiir eine stattliche Anzahl pathologischer
Schiadigungen der DNA verantwortlich gemacht: so verursachen sie zahlreiche
Replikationsfehler und instabilisieren das Genom, so dass es an dieser Stelle vermehrt zu
Briichen kommt. Insofern stellen direct repeats ein hohes Risiko fiir das Auftreten einer
Mutation oder Deletion dar[120, 121]: Ist es einmal zum Bruch des Doppelstrangs
gekommen, konnten auch die Reparaturmechanismen fiir die Persistenz einer Mutation oder
Entstehung einer Deletion mitverantwortlich sein, wie es auch schon fiir das nukledre Genom
von Escherichia coli und Mensch postuliert wurde[122-124]: Doppelstrangbriiche fiihren zur
Aktivierung der Reparatursystems in Form der oben erwihnten exonukleaseaktiven Enzyme.
Freie Einzelstringe verbinden sich nun mit anderen mikrohomologen Sequenzen[125] (andere
Einzelstrang-DNA, Repeat-Sequenzen oder alternativ auch Sequenzen des nicht-kodierenden
Abschnitts). Es folgt die Reparatur mit Ligation und Abtragung der zweiten, exponierten
Halfte des ehemaligen Doppelstrangs. Als Resultat findet sich ein ,,intaktes” mtGenom, das

nun allerdings eine Deletion enthilt[97].

Unabhéngig von ihrer Lokalisation oder auslosender Krankheit sind die mtDeletionen sich
alle sehr dhnlich und teilen dieselben Kennzeichen wie Grole oder Priasenz flankierender
repeats[126]. Ein Umstand der trotz unterschiedlicher Klinik der betroffenen Patienten einen

dhnlichen Entstehungsmechanismus der Deletionen vermuten 1dsst[97].
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Abbildung 4 [61]: Skizze der menschlichen mtDNA.

Die unterschiedlichen Schattierungen bezeichnen die jeweiligen kodierenden Abschnitte fir Proteine der
Atmungskette und der beiden RNA’s. Zuséatzlich sind klinische mitochondriale Syndrome ihren urséchlich
zugrunde liegenden genetischen Schaden im mtGenom zugeordnet. Besonders hervorgehoben ist rechts im
Bild die ,,Common deletion*, die u.a. auch das in dieser Arbeit untersuchte Gen ND4 umfasst, das sehr
haufig von Deletionen betroffen ist.

Abklrzungen: FSBN, familial bilateral striatal necrosis; KSS, Kearns-Sayre-Syndrome; LHON, Leber
hereditary optic neuropathy; MELAS, mitochondrial encephalomyopathy, lactic acidosis and strokelike
episodes; MERRF, myoclinic epilepsy with ragged red fibers; MILS, maternally inherited Leigh-syndrome;
NARP, neuropathy, ataxia, retinitis pigmentosa; PEO, progressive external ophtalmoplegia.

Initial konzentrierten sich die Beobachtungen auf die sog. ,,Common deletion®, eine Deletion,
die 4977 Basenpare (bp) umfasst und im major arc des mtGenoms lokalisiert ist. Diese
Deletion wurde sowohl bei Patienten mit mitochondrialen Krankheiten (Kearns-Sayre-
Syndrom, Chronisch Progressive Externe Ophtalmoplegie), als auch bei ansonsten

unauffilligen é&lteren Kontrollpersonen v.a. im Herz- und Skelettmuskel entdeckt. Bei
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jiingeren Personen war sie jedoch in denselben Geweben nicht auffindbar[127-129]. Corral-

Debrinski et. al. wiesen eine Zunahme dieser Deletion in alterndem Gehirngewebe nach[116].

1.2.4 Mitochondriale Dysfunktion — Ursache von Altern und Degeneration?

Die Idee, die Mitochondrien als zugrunde liegende Ursache des biologischen Alterns und
degenerativer Krankheiten zu betrachten, entwickelte sich auf der Basis der Theorien iiber den
oxidativen  Stress. Im  Jahre 1908 hatte der Miinchner Hygieniker und
Erndhrungswissenschaftler Max Rubner in seiner Abhandlung iiber Stoffwechsel,
Energieverbrauch und Korpermasse, erstmals die umgekehrte Korrelation von
Sauerstoffverbrauch und Lebensdauer beschrieben[130]. Obwohl die daraus entwickelten
Theorien heute weitgehend aufgegeben sind, lenkten sie doch die Aufmerksamkeit der
Wissenschaft auf den Sauerstoff, der, wie vorher bereits ausgefiihrt, ein iiberaus toxisches
Molekiil fiir biologische Systeme darstellt. Die Entdeckung, dass freie Sauerstoff-Radikale als
Reaktion auf radioaktive Bestrahlung und hohe Sauerstoffexposition in biologischen
Systemen generiert werden[36, 131], 16ste eine kleine Sensation aus - galten sie doch nach

bestehender Lehrmeinung als zu reaktiv, um in situ existieren zu kdnnen[132].

In dem Bewusstsein, dass radioaktive Bestrahlung unter anderem fiir neoplastische
Tumorerkrankungen und Altern verantwortlich ist, entwickelte Denham Harman 1956 seine
,.free radical theory of aging®, in der er postulierte, dass der Alterungsprozess in direktem
Zusammenhang mit der Entstehung freier Radikale stiinde[133]. Im Jahre 1972 formulierte
Harman dann seine provokative These von den Mitochondrien als ,,biologische Uhr*“[37] und
machte sie damit direkt fiir den Alterungsprozess verantwortlich. Eine Unterstiitzung dieser
Theorie brachte die Entdeckung, dass in den Mitochondrien tatsdchlich ROS, v.a. in Form von

H202 entstehen[134].

Die Diskussion iiber einen mitochondrial verursachten Alterungsprozess setzte sich in den
folgenden Jahren fort und die Ergebnisse zeigten, dass oxidative Schiden sich tatsdchlich mit
steigendem Alter hiuften[39, 135, 136]. Kurz darauf riickte die mtDNA in den Fokus der
Aufmerksamkeit und Linnane et al. schlugen Mutationen der mtDNA als Ursache fiir Altern

und Neurodegeneration vor[87].
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Linnane und Kollegen machten fiir diese Schdden vor allem die bereits zu diesem Zeitpunkt
beobachtete hohe Frequenz von Mutationen der mitochondrialen DNA, die geringe Grof3e des
mitochondrialen Genoms und die (im Vergleich zu nukleirer DNA) fehlenden
Reparaturmechanismen verantwortlich[86, 87]. Die Schidden in der mitochondriellen DNA
préasentierten sich gewebespezifisch verteilt[128, 137], was auf eine erhdhte Vulnerabilitit
einzelner Organe schliefen lie. Altersabhingige Akkumulationen von Deletionen der
mtDNA, waren zu diesem Zeitpunkt bereits in Geweben verschiedenster Organe von Mensch
und Tier entdeckt worden[44, 138-140] und lieferten somit einen starken Hinweis auf eine

altersbezogene Assoziation.

Corral-Debrinski und Kollegen konnten schlieBlich eine signifikante Anzahl von mt-DNA-
Deletionen in verschiedenen Regionen des menschlichen Gehirns nachweisen[116], und
postulierten damit iiberzeugend, dass Deletionen der mitochondrialen DNA zu einem
erheblichen Teil zum Altern des menschlichen Gehirns und der Entwicklung

neurodegenerativer Krankheiten beitriigen.

Dass in den letzten Jahren mtDNA Deletionen nicht nur in alterndem Gewebe, sondern auch
im Zusammenhang mit neurodegenerativen Erkrankungen nachgewiesen werden
konnten[108, 117], zeigt eine mogliche Rolle mitochondrialer DNA- Deletionen in der

Pathogenese auch der Alzheimer Erkrankung auf.

1.2.4.1 Mitochondriale pathologische Prozesse und die Alzheimer Krankheit

Als Linnane et al. ihre Hypothese von der wichtigen Rolle der mtDNA-Mutationen im
Alterungsprozess beschrieben, postulierten sie auch, dass dieselbe Pathogenese auch fiir
degenerative Krankheiten gelten wiirde[87]. Doch auch wenn mittlerweile die Assoziation
von Mutationen der mtDNA und Krankheiten - wie zum Beispiel Neoplasmen und
hereditdren Syndromen - unbestritten ist[93, 141, 142], so ergeben sich doch Schwierigkeiten,
dieselbe Klarheit beziiglich altersassoziierten neurodegenerativen Krankheiten aufzuzeigen.
Gerade ihre Rolle in der Pathogenese der Alzheimer-Erkrankung wird bis jetzt kontrovers
diskutiert, hatten doch einige Arbeiten gegensitzliche Ergebnisse gezeigt. Corral-Debrinski et

al. demonstrierten zum Beispiel erstmals eine Zunahme der bereits oben erwidhnten
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,Common-Deletion” 1im Gehirn von Alzheimer-Patienten versus gleichaltrigen
Kontrollpersonen[143]. Allerdings wurde kurz darauf von Lezza et al. gezeigt, dass
Alzheimer-Patienten im Vergleich zu gesunden Kontrollen im Gegenteil eine niedrigere Rate
dieser spezifischen Deletion aufweisen[144]. Andere Arbeiten wiederum konnten iiberhaupt
keinen Zusammenhang zwischen mtDNA-Mutationen und der Alzheimer-Erkrankung
feststellen[145]. In der letzten Zeit jedoch hdufen sich die Hinweise, dass eine mitochondriale
Dysfunktion auch bei der Alzheimer-Krankheit eine Rolle spielen konnte (einen Uberblick
bieten folgende Arbeiten:[47, 146-148]). Tatsichlich akkumulieren Proteine wie Amyloid-
Precursor-Protein und Amyloid-B-Protein, die mit der Pathogenese von Alzheimer direkt in
Zusammenhang gebracht werden, in den Mitochondrien[149], verursachen eine
mitochondriale Dysfunktion und beeintrdchtigen die Energieproduktion[150, 151]. Komplex
IV der Atmungskette (COX) scheint besonders von dieser Dysfunktion betroffen zu
sein[152], auch wenn der genaue Mechanismus und die pathophysiologischen Konsequenzen
einer COX- Fehlfunktion beziiglich der Alzheimer Krankheit bis jetzt nicht vollig geklart
sind. Immerhin wurde eine Zunahme von COX- defizienten Neuronen im Gehirn von
Alzheimer- Patienten beobachtet[153, 154]. Ob allerdings dieses Defizit der COX-
Effektivitit ein ursdchliches Ereignis der Alzheimer-Pathophysiologie ist, wird kontrovers

diskutiert[155].

Einen Hinweis auf eine mdgliche Rolle der Atmungskette boten die Beobachtungen von
erh6hten ROS- Konzentrationen, die beim M. Parkinson und M. Alzheimer immer wieder
gefunden wurden [47]. Da die Mitochondrien durch die Atmungskette die Hauptproduzenten
von ROS sind [82] und da die mtDNA der Atmungskette direkt benachbart ist, wurden
Schaden an der mtDNA schon lange als Ursache fiir die mitochondriale Dysfunktion bei
neurodegenerativen Krankheiten diskutiert [87, 156]. 2006 war es Bender et. al. gelungen, mit
quantitativen Methoden in einzelnen Neuronen der Substantia nigra bei Parkinson-Patienten
eine hohe Last an mtDNA-Deletionen nachzuweisen [108]. Dies fiihrte zu der Fragestellung,
ob sich dhnliche Ergebnisse auch bei anderen neurodegenerativen Krankheiten - wie zum
Beispiel der Alzheimer Erkrankung - finden lassen wiirden. Hinweise auf die Existenz von
mtDNA- Schédden auch bei dieser Krankheit gab es schon lange: auler Corral-Debrinski [143]
und Hamblet [157] hatten noch einige andere Gruppen iiber dementsprechende
Verianderungen an der mtDNA berichtet: Coskun et. al fanden Mutationen der mtDNA-

Kontrollregion[158] und auch auf Ribonukleinsdure (RNA fiir ,,ribonucleic acid*)-Level
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wurden sowohl im Frith- und Spitstadium von Alzheimer eine Down-Regulation der
mitochondrial kodierten Untereinheiten des Komplex I der Atmungskette beobachtet[159].
Die Deletionslevel, die Corral-Debrinski und Hamblet beschrieben hatten, waren allerdings zu
niedrig, um pathologische Folgen nach sich ziehen zu kénnen - muss doch der Anteil der
deletierten mtDNA nach der ,threshold theory* mindestens 60% betragen, um pathologisch
wirksam zu sein und eine Dysfunktion der Mitochondrien hervorzurufen[104]. Wie aber die
Ergebnisse von Bender et. al. bei Parkinson gezeigt haben ist es wichtig, spezifisch
krankheitsrelevante Zellpopulationen auf Einzelzellbasis zu untersuchen, um eine akkurate
Aussage iiber die gesamte Deletionslast der neuronalen mtDNA machen zu konnen. Deshalb
wurde in dieser Arbeit die Laser-Mikro-Dissektion (LMD) verwendet, mit der einzelne
Neuronen unter dem Mikroskop ausgeschnitten werden kdnnen. Dariiber hinaus bietet die
Methode der real-time Polymerasekettenreaktion (PCR fiir Polymerase chain reaction, rt-
PCR) im Gegensatz zur konventionellen PCR einen vielversprechenden neuen methodischen
Ansatz, um die Gesamtdeletionslast einer Zelle gezielt untersuchen zu kdnnen - ein bei dem

Vorkommen von multiplen unterschiedlichen Deletionen umso gewichtigerer Vorteil.

Da die Methode der quantitativen rt-PCR relativ jung ist und erst seit einigen Jahren
breitflichig eingesetzt wird, folgt an dieser Stelle ein kurzer Abriss iiber die theoretischen

Grundlagen dieser Technik.

1.3 Real-time Polymerasekettenreaktion - Einfihrung und

theoretische Grundlagen

Die Methode der quantitativen rt-PCR ermdglicht eine quantitative Abschitzung der zu
untersuchenden DNA—Menge und stellt eine Kombination von DNA Amplifikation und

optischer Detektion des PCR- Produktes in einem einzigen Reaktionsgefal3 dar.

Die Real-time PCR, also die Polymerasekettenreaktion in Echtzeit, wurde in den frithen
neunziger Jahren des letzten Jahrhunderts entwickelt und entstand aus dem Wunsch heraus,
die Amplifikation des entstehenden PCR- Produktes direkt mitverfolgen zu konnen. Waren
die ersten Versuche - deren Gestaltung zundchst aus mehrmaliger Entnahme und Auswertung

der Proben zu verschiedenen Zeitpunkten der Reaktion bestand[160] - noch von einem hohem
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Kontaminationsrisiko geprdgt, entwickelten sich bald besser geeignete Methoden. Es
entstanden zwei Detektionssysteme, ein nicht-spezifisches und ein spezifisches
Detektionssystem. Beide basieren auf Messung der Fluoreszenz verschiedener
fluoreszierender Farbstoffe, die der Reaktion zugegeben und vor und nach der Amplifikation
gemessen werden. Die gemessene Fluoreszenz ist proportional zum Anstieg der
Konzentration des Amplifikationsproduktes. Aufgrund dieser Tatsache ist somit auch eine

Quantifizierung der urspriinglichen DNA moglich.

Fiir die vorliegende Arbeit wurde ein spezifisches Detektionssystem benutzt. Das Prinzip des
spezifischen Detektionssystems basiert auf der Beobachtung der 5°-3°- Exonukleaseaktivitét
der Tag-Polymerase, liber die man indirekte Aussagen iiber die Zunahme des Amplikons
machen kann. Dafiir bediente man sich zuerst radioaktiv- markierter Sonden (,,probes) in
Form von Oligonukleotiden, die mit dem Amplikon hybridisieren und von der Tag-
Polymerase enzymatisch gespalten werden[161]. Spédter wurden die radioaktiv markierten
Sonden durch Fluorochromfarbstoffe ersetzt[162], die an die Oligonukleotide synthetisiert
wurden. Ein Prinzip, dem auch heute noch gefolgt wird, denn: liegen die Oligonukleotide in
einem Bereich innerhalb der beiden Primer, ist eine fiir das Amplifikationsprodukt spezifische

Markierung moglich.

Zugrunde liegender Mechanismus der Fluoreszenzemission dieser farbstoffmarkierten Sonden

ist der Fluoreszenz- Resonanz- Energie-Transfer (FRET)[163]:

Jeder Fluoreszenzfarbstoff hat ein individuelles Anregungs- und Emissionsspektrum, in
dessen Bereich er Energie aufnimmt und wieder abgibt. Wird nun ein Fluoreszenzfarbstoff
(F1) mit dem Licht einer Wellenlinge (Al) angeregt, die innerhalb seines
Anregungsspektrums liegt, so emittiert er die aufgenommene Energie in Form von Licht einer
anderen Wellenldnge (E1). Wird diesem ersten Fluorochrom (F1) ein zweites (F2)
hinzugefiigt, dessen Anregungsspektrum (A2) dem Emissionsspektrum des ersten (E1)
entspricht, so geschieht folgendes: Die Energie des angeregten F1 wird nicht als El
abgestrahlt, sondern geht direkt auf F2 iiber und regt dieses Fluorchrom an. Das angeregte
Fluorochrom F2 gibt die so aufgenommene Energie in Form von Licht seines individuell
charakteristischen Emissionsspektrums (E2) ab. Dieser Vorgang ist allerdings nur mdéglich,
wenn F1 in ausreichende Ndhe zu F2 gebracht wird. Dies entspricht einem Abstand von 17

bis 20 Basen[163].
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Abbildung 5: Der FRET-Effekt

Fluorochrom 1 (F1) und Fluorochrom 2 (F2) mit ihren jeweils charakteristischen Anregungs- (A1, A2) und
Emissionspektren (E1, E2). In diesem besonderen Fall sei E1=A2. Wird nun F1 in ausreichende Néhe zu F2
gebracht, so wird die emittierte Energie E1 von F1 auf F2 bertragen. F2 wird angeregt und strahlt die
Energie als E2 ab.

Durch die Messung von El oder E2 ist es wihrend der laufenden PCR mdglich, den
ungefdhren Abstand der Fluorochrome zu ersehen: misst man EI, so sind sie weiter
voneinander entfernt. Laut Definition nennt man F1 in diesem Fall Reporter und F2 Quencher
(engl.: to quench, ausloschen). Misst man E2, sind sie sich rdumlich ndher[164], F1 wird in
diesem Fall zum Donor (lat.: donor, -is, der Gebende), F2 zum Akzeptor (lat.: acceptor, -is,

der Empféanger).

Ausgehend von dem Prinzip des FRET- Effekts wurden verschiedene Varianten spezifischer
Detektionssysteme fiir die rt-PCR entwickelt. In diesem Rahmen soll jedoch nur auf die so
genannten Double-Dye-Sonden (engl.: double, doppelt; to dye, firben) eingegangen werden,

deren Mdglichkeiten wir uns hier bedienten.

Die Sequenz dieser Oligonukleotide ist mit zwei Fluorochromfarbstoffen versehen, dem
Reporter am 5°- und dem Quencher am 3°-Ende. Dort ist zusétzlich noch eine Phosphatgruppe
angebracht, um eine eventuelle Fehlfunktion als Primer zu unterbinden[165]. Ist die Sonde
intakt, sind die Voraussetzungen fiir den FRET-Effekt gegeben: Aufgrund der rdumlichen
Néhe wird die vom Reporterfarbstoff aufgenommene Energie direkt auf den Quencher
iibertragen und abgestrahlt: gemessen wird fast ausschlieBlich E2. Die vom Reporter
emittierte Energie E1 ist sehr gering[166]. Auch nach der Bindung der Sonde an den

komplementidren DNA- Strang verdndert sich dieser Vorgang nicht[165]. Erst wéihrend der
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Hydrolysierung der Sonde durch die 5’-3’-Exonukleaseaktivitit der Tag-Polymerase in der
Elongationsphase[162] treten Umstdnde ein, die den FRET-Effekt unmdglich machen: Der
Reporter ist nach der Hydrolyse zu weit vom Quencher entfernt, die vom Reporter
abgestrahlte Energie E1 wird nicht mehr in E2 umgewandelt, sondern direkt abgestrahlt.

Dieser Anstieg der Fluoreszenz wird gemessen.
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Abbildung 6 [167]: Das Double-Dye-Sonden-Prinzip

Bei intakter Sonde wird die vom Reporter R emittierte Energie E1 vom Quencher Q durch den FRET- Effekt
ausgeldscht. Wahrend der Amplifikation ist die fur den FRET- Effekt notwendige rdumliche Nahe der
Sonden durch die Aktivitat der Tag-Polymerase nicht mehr gegeben: R emittiert Energie und E1 steigt an.

1.3.1 Technische Grundlagen und Auswertungsmethode der Real-time-PCR

Moderne real-time PCR-Systeme kombinieren in der Regel einen Thermocycler mit einer
Lichtquelle- in der Regel bestehend aus Halogenlampen, Laser oder einer Licht emittierenden
Diode (LED)- und einem optischen Detektionsmodul. So ist die Amplifikation und
gleichzeitige Messung der Fluoreszenz in einem einzigen Reaktionsgefall moglich, die PCR
kann durch graphische Darstellung der Fluoreszenzzunahme in Echtzeit - in ,,real time* -
beobachtet werden[168]. Fiir das vorliegende Projekt wurde als rt-PCR-System ein

LightCycler des Herstellers Roche verwendet. Dieses System benutzt eine LED als
31



Lichtquelle und verfiigt iiber einen Anregungsbereich bei 470 nm, sowie einen

Detektionsbereich bei 530, 640 und 710 nm.

Wie bereits beschrieben wird das Amplifikationsprodukt mit Hilfe fluoreszenzmarkierter
Sonden gemessen und graphisch dargestellt. Exemplarisch ist in Abbildung 7 die Graphik der
Amplifikation einer beliebigen Probe aufgezeichnet, wobei die gemessene Fluoreszenz als
Ordinate gegen die Anzahl der Zyklen als Abszisse aufgetragen ist. R bezeichnet die native
Fluoreszenz des Reporterfarbstoffes, die wiahrend der Amplifikation gemessen wird, Delta R

(dR) diese Fluoreszenz korrigiert um den Wert der Grundfluoreszenz.
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Abbildung 7: Amplifikationsgrafik der quantitativen real-time PCR.

Die gemessene Fluoreszenz (Ordinate) wird gegen die Zyklenzahl (Abszisse) aufgetragen. Dabei lasst sich
bereits vor Amplifikation eine gewisse Grundfluoreszenz (griine Linie, blau markiert) messen. Die rote
Threshold-Linie bezeichnet den Schwellenwert (Threshold). Der CT (Cycle Threshold)- Wert bezeichnet den
Schnittpunkt des Amplifikationsgraphen mit der Threshold-Linie als Anstieg der Fluoreszenz Uber den
Schwellenwert.  Uberschreitet die Fluoreszenz der Proben diesen Wert, spricht man von
Amplifikationsprodukt, die Reaktion ist positiv. Hierbei ist dR der Wert der Fluoreszenz des
Amplifikationsprodukts, korrigiert um den Wert der Grundfluoreszenz. Verlauft der Graph stets parallel zur
Abszisse, ist die Reaktion negativ (griine Linie). In diesem Fall erfolgte keine Amplifikation.

Wie aus Abbildung 7 zu ersehen, ist die Konzentrationszunahme des Amplifikationsproduktes
proportional zum Anstieg der Fluoreszenz. Ungeachtet dessen ist jedoch die Fluoreszenz einer
Reaktion niemals gleich null. Fluoreszenzfarbstoffe und Reaktionsgefdle bedingen eine

gewisse Grundfluoreszenz. Um den Zeitpunkt zu definieren, von dem ab man von einer
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signifikanten Zunahme der Fluoreszenz sprechen kann, wird ein Schwellenwert vorgegeben.
Er ist definiert als die Standardabweichung der Grundfluoreszenz, gemessen zwischen Zyklus
drei und fiinfzehn, multipliziert mit dem Faktor 10, addiert zum Wert der Grundfluoreszenz
selbst. Dieser Schwellenwert unterscheidet die gemessene Fluoreszenz einer Probe klar von
der Grundfluoreszenz: Uberschreitet die gemessene Fluoreszenz eines
Amplifikationsproduktes diesen Schwellenwert, verlduft die Reaktion positiv. Der Cycle-
Threshold (CT)-Wert, bezeichnet den Zeitpunkt der Reaktion, an dem dieser Schwellenwert
iberschritten wird. In Abbildung 7 ist er als Schnittpunkt des Amplifikationsgraphen mit der

Grundlinie zu erkennen.

Der CT-Wert ist umgekehrt proportional zum Logarithmus der Ausgangsmenge an
Nukleinsdure[169]. Er dient so als Grundlage der Quantifizierung der Reaktion: ist der CT-

Wert niedrig, war die Ausgangsmenge an eingesetzter DNA hoch und vice versa.

Wie in der Abbildung 7 ebenfalls zu ersehen, verlduft der Graph des Amplifikationsproduktes
wihrend der ersten Zyklen ohne Anstieg parallel zur Abszisse. Wird hier auch grafisch kein
Fluoreszenzanstieg verzeichnet, so kommt es dennoch zur Produktsynthese. Das entstehende
Produkt ist allerdings so gering, dass es noch keinen Anstieg der Fluoreszenz und noch kein
messbares Signal erzeugt. Verlduft der Amplifikationsgraph dauerhaft parallel zur Abszisse,
so entsteht kein Amplifikationsprodukt: die Reaktion verlduft negativ — wie es zum Beispiel

bei einer zu geringen DNA-Menge der Fall ist.

Die Messung der ansteigenden Fluoreszenz wurde in Echtzeit durchgefiihrt, das heif3t, die
Fluoreszenz des Reaktionsproduktes wurde wéhrend eines jeden Zyklus wihrend der

Elongationsphase gemessen.

Fir die Auswertung der Amplifikation bediente man sich der Methode der relativen
Quantifizierung in Form der delta-delta-CT(AACT)-Methode. Sie ist eine hdufig benutzte
Auswertungsmethode der Real-time-PCR und stiitzt sich auf die Erfassung von
Verdnderungen eines sich im Gleichgewicht befindenden Systems. Ziel ist die Abschitzung
des relativen Verhéltnisses der DNA—-Menge einer Probe zu der Menge der DNA einer
zweiten Probe. Da hier nur ein relatives Verhiltnis bestimmt wird, muss weder die

Konzentration der Sequenz bekannt sein, noch ist die Erstellung von Standardkurven mit
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bekannter Konzentration notwendig[170, 171]. Die Menge der Zielsequenz wird bezogen auf

das Signal einer zweiten untersuchten Sequenz semiquantitativ abgeschétzt.

Zu diesem Zweck wurde die AACT-Methode herangezogen, welche neben der
Standardkurvenmethode ein addquates Verfahren der relativen Genquantifizierung ist[171].
Wie die Berechnung mit Hilfe von Standardkurven, auf die hier nicht weiter eingegangen
werden soll, benotigt die AACT- Methode eine interne Kontrolle in Form eines Referenzgens,
das ubiquitdr und konstant in der DNA der zu untersuchenden Proben enthalten ist. Dieses
Gen stellt eine Normalisierung dar, zu der die Menge der DNA des von Deletionen
betroffenen Gens ins Verhéltnis gesetzt werden kann. Als endogenes Referenzgen diente in
dieser Arbeit das mitochondriale Gen fiir die mitochondriale NADH-Dehydrogenase
(mtND1), das spiter unter Punkt 3.4.6.2. (Auswahl der Gene) ndher beschrieben wird. Die zu
untersuchenden Proben wurden nach zu untersuchenden Genen aufgeteilt und die
Amplifikation von Referenzgen und Ziel-Gen wihrend einer Reaktion in verschiedenen

Reaktionsgefaflen untersucht.

Die AACT-Methode basiert auf einen Vergleich der CT- Werte von Ziel-Gen und
Referenzgen. Voraussetzung fiir diese Vergleichbarkeit ist die gleiche Effizienz der
abgelaufenen PCR beider Gene[171], die durch die gleichzeitige Amplifikation dieser Gene -
entnommen aus der DNA einer gesunden Kontrollperson ohne Deletionen - gepriift wird. Ist
diese Voraussetzung gegeben, so gilt fiir die Berechnung der Quantifizierung folgende

Formel:

R = 2°ACT

[169]

wobei: R = kalkulierte relative Anzahl der DNA-Kopien
A CT = CT Referenzgen — CT Zielgen
(nach Subtraktion des ACT von dem CT-Wert der DNA aus dem Blut einer

gesunden 35-jdhrigen ménnlichen Kontrolle ohne mitochondriale Deletionen).
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Um die Hypothese zu priifen, dass Deletionen der mtDNA in die Pathophysiologie bei
Alzheimer involviert sind, untersuchten wir mit dieser Methodik die Neuronen dreier
verschiedener Gehirnregionen von Alzheimer-Patienten und altersgleichen Kontrollen,
nidmlich frontaler Kortex (FC), Putamen (Put) und Substantia nigra (SN). Die Methode der rt-
PCR nach dem Protokoll von He et al.[172], bietet eine exzellente Moglichkeit, den Anteil
deletierter mtDNA in Einzelzellen festzustellen. Erwartungsgemal sollte die Verteilung der
mtDNA- Deletionen bei Alzheimer- Patienten am meisten den frontalen Kortex betreffen und

somit der anatomischen Verteilung der neuropathologischen Verdnderungen folgen.

2 Fragestellung und Zielsetzung der Arbeit

Zusammengefasst ldsst sich flir diese Arbeit folgende Fragestellung formulieren:

Wie bereits ausgefiihrt, bieten die bisher erhobenen Daten und Erkenntnisse eine gute
Grundlage fiir die Annahme, dass mtDNA-Deletionen eine wichtige Rolle in der Pathogenese
neurodegenerativer Krankheiten spielen. Insbesondere konnte dies auch fiir die Alzheimer-
Krankheit zutreffen. Mit dieser Arbeit soll die Hypothese iiberpriift werden, dass mtDNA-
Deletionen in Gehirnen von Alzheimer-Patienten vor allem in den Regionen akkumulieren,

die von dieser Erkrankung neuropathologisch am meisten betroffen sind.

Da Studien mit &hnlicher Fragestellung bisher nur widerspriichliche oder nicht
zufriedenstellende Ergebnisse vorweisen konnten, versuchen wir, mit verdnderter Methodik

eindeutigere Daten zu erhalten. Dies stellt sich wie folgt dar:

1. Untersuchung dreier Regionen des menschlichen Gehirns von Alzheimer- Patienten
und gleichaltrigen Kontrollen: frontaler Kortex (FC), Substantia nigra (SN) und
Putamen (Put). Erwartungsgemif sollten sich mtDNA-Deletionen am meisten im FC
ansammeln, da dieses Gehirnareal besonders von neuropathologischen Verdnderungen

bei der Alzheimer-Erkrankung betroffen ist.

35



2. Untersuchung von einzelnen Neuronen der entsprechenden Areale mit Hilfe eines
Lasermikrodissektionsgerdtes nach selektiver Farbung der Zellen. Diese Methode
verspricht ein besseres Ergebnis als die Untersuchung von Gewebshomogenat, da es
hiermit moglich ist, selektiv einzelne Neurone zu untersuchen, die bei der Erkrankung
eine wichtige Rolle spielen. Somit bietet sich die Moglichkeit, die tatsdchliche
Deletionslast ausgewihlter Neurone zu messen - wéhrend bei der herkdmmlichen
Homogenatsuntersuchung immer auch die mtDNA u.a. der Gliazellen mitausgewertet

wird. Ein ,,Verwisserungseffekt wird somit weitestgehend vermieden.

3. Relative Quantifizierung der mitochondrialen DNA der Einzelneurone durch rt-PCR.
Die angewendete Methode erlaubt die Quantifizierung der Gesamtdeletionsbelastung
unabhingig von der Kenntnis der einzelnen Deletionsart (Lokalisation der Break-

Points und GroBe der Deletionen).

3 Materialien und Methoden

3.1 Gewebeproben

Fiir die vorliegende Arbeit wurden Gewebeproben aus humanem Gehirn untersucht. Die
untersuchten Regionen bestanden aus dem Frontalem Kortex, der Substantia nigra pars

compacta und dem Putamen.

Besagte Proben wurden iiber die Deutsche Hirnbank Brainnet® bezogen und stammen aus
den pathologischen Instituten der Universititen Aachen, Leipzig, Miinchen, Miinster,
Tiibingen und Wiirzburg. Bis zur Weiterverarbeitung in Form von kryostatischen

Diinnschnitten wurden die Gewebeproben bei -80°C in verschlossenen Behéltern gelagert.
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3.2 Chemikalien fir die weitere Analyse und Quantifizierung

Im Folgenden findet sich eine Auflistung aller verwendeten Chemikalien der einzelnen

Arbeitsschritte mit Bezeichnung, Produktnummer oder néherer Bezeichnung und Hersteller.

Eine genaue Beschreibung der Zubereitung der Puffer und Losungen fiir Farbung, DNA-

Extraktion und rt-PCR findet sich unter der ausfiihrlichen Beschreibung der entsprechenden

Methode.

3.21 Chemikalien fur die Kryokonservierung der Gewebe in Form von

Gefrierdiinnschnitten

Die folgende Tabelle 1 gibt einen Uberblick iiber die verwendeten Chemikalien fiir die

Anfertigung der Gefrierdiinnschnitte. Weitere Geréte sind unter 3.3.1. (Gerdte und Hilfsmittel

fiir die Kryokonservierung der Gewebe in Form von Gefrierdiinnschnitten) aufgelistet.

Tabelle 1: Verzeichnis der Chemikalien fur die Kryodiinnschnitte

Bezeichnung

Produktnummer

Hersteller

Tissue-Tek® O.C.T.
Compound

Gefriereinbettmedium

020108926

Jung/ Reichert

Leica, Wetzlar, Deutschland
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3.2.2 Chemikalien fir die Farbung nach Nissl

Tabelle 2 fiihrt die Chemikalien fiir die Farbung der Neurone nach Nissl auf.

Tabelle 2: Verzeichnis der Chemikalien fur die Farbung nach Nissl

Bezeichnung Produktnummer Hersteller

Cresylviolett 105235 Merck KGaA, Darmstadt,
Deutschland

HCL 1 mol/l 109057 Merck KGaA, Darmstadt,
Deutschland

NaOH 1 mol/l 109137 Merck KGaA, Darmstadt,
Deutschland

Ethanol 100% Emplura 818760 Merck KGaA, Darmstadt,
Deutschland

Eisessig 100% 100066 Merck KGaA, Darmstadt,
Deutschland

Histoclear HS-200 National-Diagnostics,
Atlanta, USA

3.2.3 Chemikalien fur die DNA-Extraktion der dissezierten Neurone

In Tabelle 3 sind alle Chemikalien der anschlieBenden DNA- Extraktion aus den dissezierten

Zellen aufgefiihrt.
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Tabelle 3: Verzeichnis der Chemikalien fiir die Extraktion der mt-DNA der dissektierten Neurone

Bezeichnung Produktnummer Hersteller

LiChrosolv dH20 fiir die 115333 MerckKGaA, Darmstadt,

Chromatographie Deutschland

QIAmp Micro Kit 56304 MerckKGaA, Darmstadt,
Deutschland

Ethanol 100% Emplura 818760 MerckKGaA, Darmstadt,
Deutschland

3.2.4 Chemikalien fur die Quantifizierung der mtDNA-Deletionen durch Real-
time-PCR

Die Chemikalien fiir die rt-PCR zeigt folgende Tabelle:

Tabelle 4: Verzeichnis der Chemikalien ftir die rt-PCR

Bezeichnung Produktnummer Hersteller
TagMan Core Reagent Kit N808-0228 Applied Biosystems, Foster
City, USA
Ultrapure BSA, non AM2616 Ambion (Ltd.),
acetylated, 50 mg/ ml Cambridgeshire, UK
Primer: L ND4 112087 MWG-Biotech
H ND4 H12170 Eurofins MWG Operon,
Ebersberg, Deutschland
L NDI1 L3485
H ND1 H3532
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TagMan® TAMRA Probes 450025 Applied Biosystems, Foster
City, USA

Das ausfiihrliche Protokoll der rt-PCR folgt unter Punkt 3.4.6. (Quantitative real-time PCR).

3.3 Gerate und Software der weiteren Analyse und Quantifizierung

In den nachfolgenden Tabellen sind die Geréte, Hilfsmittel und Software fiir die einzelnen
Arbeitsschritte der weiteren Analyse und Quantifizierung (Herstellung der kryostatischen
Gefrierdiinnschnitte, Firbung der Neurone nach Nissl, Lasermikrodissektion, Extraktion der
DNA aus den dissezierten Neuronen, Quantifizierung der mtDNA-Deletionen durch Real-
time-PCR) aufgelistet. Die Angabe erfolgt wie oben mit Bezeichnung des Gerites,

Produktnummer oder néherer Spezifizierung, sowie Hersteller.

3.3.1 Gerate und Hilfsmittel flur die Kryokonservierung der Gewebe in Form

von Gefrierdidnnschnitten

In Tabelle 5 finden sich die fiir die Herstellung der Gefrierdiinnschnitte verwendeten Gerite:

Tabelle 5: Verzeichnis der Geréte und Hilfsmittel der Kryokonservierung

Bezeichnung Produktnummer Hersteller

Mikrotom Kryostat CM 3050 Leica Microsystems,
Wetzlar, Deutschland

Disposable microtome 865052 Leica Microsystems,
Wetzlar, Deutschland

blades 818

Objekttrager Super Frost® 03-0060 R. Langenbrinck
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Plus

Microm, Walldorf,

Deutschland
MembraneSlides PEN- 11505158 MicroDissect GmbH,
Membrane, 2,0 um Herborn, Deutschland;
Leica Microsystems,
Wetzlar, Deutschland
Kryodesinfektionsmittel 038742801 Leica Microsystems,
Wetzlar, Deutschland
Cryofect
Parafilm M® 701606 Brand, Wertheim,

Deutschland

3.3.2 Gerate und Hilfsmittel flr die Farbung der Neurone nach Nissl

Hilfsmittel fiir die Nissl- Farbung der Neurone:

Tabelle 6: Verzeichnis der Gerate und Hilfsmittel fir die Farbung nach Nissl

Bezeichnung Produktnummer Hersteller

Digital pH-Meter 7410 Knick, Berlin, Deutschland

Heizplatte und Magnetrithrer | COMBI IKAMAG RCT IKA, Staufen, Deutschland

Glaspipetten 5 ml 27711 Brand, Wertheim,
Deutschland

DIN EN ISO 385

Glaspipetten 10 ml 27712 Brand, Wertheim,

DIN EN ISO 385

Deutschland
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Préazisionswaage Precisa 205 A SCS Precisa, Milton Keynes, UK
Swiss Quality, Ziirich,
Schweiz

DAKO- Pen S 2002 DAKO, Carpinteria, USA

3.3.3 Gerate und Hilfsmitte fur die Lasermikrodissektion der gefarbten

Neurone

Tabelle 7 gibt die zur Dissektion der Einzelzellen verwendeten Geréte und Software wieder:

Tabelle 7: Verzeichnis der Gerate und Hilfsmittel fiir die Lasermikrodissektion

Bezeichnung

Produktnummer

Hersteller

Laser Capture

Microdissektion AS/LMD®

Leica LMD 6000

Leica Microsystems,

Wetzlar, Deutschland

LMD- Bedienungssoftware

Software Leica Image
Manager IM 1000 for
windows NT 4.0

Leica Microsystems,

Wetzlar, Deutschland

PCR- Softtubes, 0,2 ml, steril

711615

Biozym, Oldendorf,
Deutschland
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3.3.4 Gerate und Hilfsmittel fir die DNA- Extraktion der dissektierten Neurone

Materialien zur Extraktion der mtDNA sind in Tabelle 8 aufgetragen:

Tabelle 8: Verzeichnis der Gerate und Hilfsmittel fir die Extraktion der mt-DNA

Bezeichnung Produktnummer Hersteller

Centrifuge 5415 R 5426 000 018 Eppendorf AG, Wesseling-
Berzdorf, Deutschland

Vortex-Genie® 2 SI-0256 Scientific Industries, New
York, USA
Reaktionsgefal3 3810 0030 102 002 Eppendorf AG, Wesseling-

Berzdorf, Deutschland

Dampsterilisator Varioklav 48460395 H+P Labortechnik GmbH,
Oberschleilheim,

400 EH
Deutschland

3.3.5 Gerate und Hilfsmittel fur die Quantifizierung der mtDNA-Deletionen
durch Real- Time PCR

In Tabelle 9 sind die fiir die rt-PCR benétigten Gerdte und Software aufgefiihrt:

Tabelle 9: Verzeichnis der Geréate und Hilfsmittel fir die rt-PCR

Bezeichnung Produktnummer Hersteller

Aura PCR Kabinett E7922 PC10000 Bio Air Instruments,
Mailand, Italien

Pipetman® Pipette 1-10 pl F144802 Gilson, Inc., Middleton, USA
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Pipetman® Pipette 2-20 pl F123600 Gilson, Inc., Middleton, USA

Pipetman® Pipette 50-200 ul | F123601 Gilson, Inc., Middleton, USA

Pipettenspitzen, steril, 693010 Biozym, Oldendorf,

DNase-, RNase-, pyrogenfrei Deutschland

SafeSeal-Tip Premium 10 pl

Pipettenpspitzen, steril, 692050 Biozym, Oldendorf,

DNase- ,RNase-, pyrogenfrei Deutschland

SafeSeal Tip Premium 20 pl

Pipettenspitzen, steril, 692069 Biozym, Oldendorf,

DNase-, RNase-, pyrogenfrei Deutschland

SafeSeal Tip Premium 200 pl

Zentrifuge Biofuge Fresco 75005521 Heraeus, Hanau, Deutschland
DJB Labcare Limited,
Newprot Pagnell,
Buckinghamshire, UK

Real-Time PCR System 04484495001 Roche Diagnostics GmbH,

_ Mannheim, Deutschland

Light-Cycler® 1.5

LightCyclerCapillaries 20 pul | 11909339001 Roche Diagnostics GmbH,
Mannheim, Deutschland

LightCycler Centrifuge 11909312001 Roche Diagnostics, GmbH,

Adapters with Cooling Block Mannheim, Deutschland

LightCycler Relative 03158527001 Roche Diagnostics GmbH,

Quantification Software 3.5.3 Mannheim, Deutschland

LightCycler Capillary 03603920001 Roche, Diagnostics GmbH,
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Releaser

Mannheim, Deutschland

Vortex Mixer Zx3 F20220176 VELP® Scientifica, Meiland,
Italien
Personalcomputer Standard- Computer Fujitsu- Siemens

Liebherr Premium Kiihlgerit

Liebherr-International
GmbH, Biberach a.d. Riss,
Deutschland

3.3.6 Gerate und Software fir die statistische Analyse

Fiir die statistische Auswertung der Ergebnisse wurden folgende Geréte und deren Software

verwendet:

Tabelle 10: Verzeichnis der Geréate und Hilfsmittel fur die statistische Auswertung

Bezeichnung Produktnummer Hersteller

Personalcomputer

Standard-PC

Fujitsu- Siemens

Microsoft Office Excel 2003

Microsoft

SPSS fiir Windows, 12.0

SPSS Inc., IBM Company
Headquarters, Chicago
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3.4 Methoden

3.4.1 Humane Gewebeproben

3.4.1.1 Auswahl der Zielregionen

Um ein eventuell auftretendes krankheitsspezifisches Muster mitochondrialer Deletionen
festzustellen, wurde besonderes Augenmerk auf die Auswahl der entsprechenden
Gehirnregionen gelegt. Anfangs erst im Hippokampus und Locus coeruleus gelegen, treten
die histopathologischen Verdnderungen mit zunehmender Krankheitsdauer von M. Alzheimer
gehduft im frontalen Kortex auf[17]. Entsprechend dieser Manifestation der Alzheimer-
Krankheit im humanen Zentralnervensystem wurden Proben aus dem FC verwendet. Da
bereits in fritheren Studien bei Parkinsonpatienten im Vergleich zu gleichaltrigen Kontrollen
eine wesentlich hohere Deletionslast der mtDNA in dopaminergen Neuronen des Mittelhirns
festgestellt wurde[108, 117], wurde die SN pars compacta fiir einen direkten Vergleich
ebenfalls als zu untersuchende Region ausgewihlt. Zusétzlich wurde das Putamen untersucht,
das als Struktur der Basalganglien bei Parkinsonpatienten ebenfalls von neurodegenerativen

Verianderungen betroffen ist[173].

3.4.1.2 Auswahlkriterien der Gewebespender

Unsere Arbeit wurde nach den Grundsdtzen der Deklaration von Helsinki durchgefiihrt, in der
der Weltédrztebund die MaBgaben fiir medizinische Forschung am Menschen festlegte und von
der lokalen Ethikkommission der Universitdt Miinchen genehmigt. Sowohl der Bezug der

Gewebe, als auch die nachfolgende Methodik war in diese Genehmigung eingeschlossen.

Die Gewebeproben wurden sédmtlich von der deutschen Gehirnbank Brainnet® bezogen. Als
Auswabhlkriterium fiir die Verwendung der Gewebe wurden die neuropathologischen
Standards nach Braak herangezogen[17]. Braak teilt die histopathologischen Verdanderungen
bei der Alzheimer-Krankheit je nach Auftreten und Verteilungsmuster der Alzheimerfibrillen
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und Neuropilfidden in insgesamt sechs Stadien ein. Konkret unterscheidet er ein entorhinales
Stadium (I/II), ein limbisches Stadium (III/IV) und ein neokortikales Stadium (V/VI). Fiir die
Alzheimerkohorte (n=8; Tab.11) wurden nur Gewebe mit einem kortikalen Braak-Stadium V
oder VI verwendet. Da hier definitionsgemdfl zahlreiche neuritische Plaques und
neurofibrillire Verdnderungen im Neokortex zu finden sind, garantiert dieses Staging im
Rahmen dieses Projekts eine Untersuchung von Gewebe schwer betroffener Patienten mit

histopathologischen Verinderungen im frontalen Kortex.[17]

Die Kontrollgewebe (Tab. 11) stammten von Patienten (n=9), die weder anamnestisch noch

histologisch Hinweise auf eine neurodegenerative Erkrankung boten.

Tabelle 11: Verzeichnis der Gewebe von Alzheimerkohorte und Kontrollgruppe

Gewebe der Alzheimerkohorte und Kontrollgruppe mit Alter bei Todeseintritt, sowie Post-Mortem-Intervall
und Braak-Stadium.

Nr. Gruppe Alter/Geschlecht | Post-mortem- Braak-Stadium
Intervall (h)

1 Kontrolle 68/ménnlich 51 Keines
2 Kontrolle 74/ménnlich 40 Keines
3 Kontrolle 78/weiblich 42 Keines
4 Kontrolle 69/ménnlich 18 Keines
5 Kontrolle 67/ménnlich 14 Keines
6 Kontrolle 63/ménnlich 17 Keines
7 Kontrolle 69/weiblich 38 Keines
8 Kontrolle 83/weiblich 39 V/VI

9 Alzheimer 73/weiblich 36 V/VI
10 Alzheimer 75/weiblich 47 V/VI
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11 Alzheimer 67/ménnlich 47 V/VI
12 Alzheimer 80/weiblich 40 V/VI
13 Alzheimer 86/ménnlich 42 V/VI
14 Alzheimer 78/ménnlich 36 V/VI
15 Alzheimer 63/weiblich 28 V/VI
16 Alzheimer 89/ménnlich 20 V/VI
17 Alzheimer 75/ méannlich 48 V/VI

Die Liegezeit post mortem (pm) bis zur Entnahme der Gewebe variierte zwischen 16 und 51
Stunden und entsprechen damit den hier iiblichen Zeiten vom Eintritt des Todes bis zur
Obduktion. Die Daten beziiglich des pm-Intervalls, sowie des Braak-Stagings stiitzen sich auf

die Angaben der entsprechenden pathologischen Institute.

Insgesamt ergibt sich folgende Aufteilung fiir Anzahl, Alter und pm-Intervall bis zur

Konservierung (in Tabelle 12 aufgetragen sind die Mittelwerte +/- Standardabweichung):

Tabelle 12: Patienten- und Kontrollgruppe: Anzahl, Alter und Post-Mortem-Intervall

Zwischen Patienten- und Kontrollgruppe ergab sich im T-Test kein signifikanter Unterschied hinsichtlich
Alter und Post-Mortem-Intervall (p > 0,05).

Alzheimer-Patienten Kontrollen
Anzahl der Patienten 9 8
Alter 76.9+/- 7.98 72+/-5.4
Post-Mortem-Intervall 35+/-11.45 32+/- 14.35

48



3.4.1.3 Aufbewahrung und Vorbehandlung der Gewebe vor der weiteren

Untersuchung

Alle Regionen wurden von Mitarbeitern der entsprechenden pathologischen Institute
entnommen und verarbeitet. Fur weitere Informationen hierzu sei an dieser Stelle auf die

Richtlinien von Brainnet® verwiesen[174].

Die erwiinschten Gehirnregionen wurden tiefgekiihlt auf Trockeneis bezogen und nach Erhalt

sofort ohne Unterbrechung der Kiihlkette bei -80°C aufbewabhrt.

3.4.2 Kryostatische Konservierung in Form von Gefrierdinnschnitten

Zur Herstellung der Gefrierdliinnschnitte wurden die tiefgefrorenen Gewebe hierfiir auf
Trockeneis zum Kryostaten (Leica) transportiert und sofort ohne Unterbrechung der
Kiihlkette mit entsprechend vortemperierten Pinzetten in die Kiihlkammer des Kryostaten
gelegt. Es folgten die vollstindige Einbettung in das Einbettmedium Tissue Tek (Leica) und
das Auffrieren auf die Objekthalterung. Nach einer mindestens dreiBigminiitigen Wartezeit,
um Artefakte zu vermeiden und eine optimale Angleichung der Gewebstemperatur an die
Temperatur des Kryostaten zu ermoglichen, wurde mit dem Schneiden der

Gefrierdiinnschnitte begonnen.

3.4.2.1 Einstellungen des Kryostaten und Verifizierung der Gehirnregion

Die Temperatur der Kiihlkammer betrug -20°C. Das Messer (Leica) wurde auf eine

Schnittdicke von 20 pum eingestellt.

Nach Anschneiden der Gewebsproben wurden einzelne Schnitte mit Glasobjekttrigern
aufgenommen und mikroskopisch auf die Zielregion untersucht. Exemplarisch sei hier die SN
genannt: Erst wenn im Mikroskop das Zellband der (auch im ungefarbten Zustand exzellent

sichtbaren) melaninhaltigen Neurone erkennbar war, wurde das Procedere fortgesetzt. War
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die gewiinschte Region bereits eindeutig makroskopisch erkennbar, wie zum Beispiel beim
FC der Fall, so wurde dennoch nicht auf die mikroskopische Verifizierung verzichtet. Nach
Aufnahme des Gewebes auf Glasobjekttrager wurde mittels Nissl-Farbung das Vorhandensein
von Neuronen der gewiinschten Schicht mikroskopisch bestétigt. Erst dann wurden die

frischen Schnitte auf den Membranobjekttrager fiir die anschlieBende LMD aufgenommen.

3.4.2.2 Anfertigen der Gefrierschnitte

Von jeder Region der Alzheimer Kohorte und Kontrollgruppe wurde eine Serie, bestehend
aus 25 Schnitten, hergestellt. Die Schnittdicke betrug 20 um. Die frischen Schnitte wurden
auf SuperFrost Glasobjekttrager aufgebracht. Um eine moglichst groBe Anzahl
unterschiedlicher Neurone zu erhalten, wurde nur jeder filinfte Schnitt auf einen

Membranobjekttrager (Leica) aufgetragen.

3.4.2.3 Auftbewahrung der Gefrierdiinnschnitte

Um Gefrierartefakte in dem empfindlichen zerebralen Gewebe zu vermeiden, wurden die
frischen Schnitte bei Raumtemperatur zwei Stunden getrocknet. Danach erfolgte die

Aufbewahrung in durch Parafilm luftdicht verschlossenen Behéltern bei -80°C.

3.4.3 Farbung der Neurone nach Nissl

Zur Anfirbung der Zielneurone wurde in der vorliegenden Arbeit die Fiarbung nach F.
Nissl[175] verwendet, eines der altesten und stabilsten Verfahren zur Detektion von
Nervenzellen. Das Prinzip beruht auf der Farbung der sogenannten ,,Nissl-Schollen“[176],
deren Vorkommen charakteristisch fiir Neurone ist und deren basophile Struktur rauem

endoplasmatischem Retikulum und Ribosomen entspricht.
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Da diese Féarbung keine Schiaden der DNA bedingt und dariiber hinaus als etablierte Methode
zur Quantifizierung der Neuronenanzahl bestétigt wurde[177, 178], stellte sie sich hier als das
am Besten geeignete Medium heraus, mit dem die Neuronen im Gefrierdiinnschnitt sicher
erkannt werden konnten. Die Nissl-Farbung erfiillt somit die wesentlichen Anspriiche fiir
diese Arbeit: eine genaue Wiedergabe der Zellmorphologie um die Zellen zweifelsfrei
identifizieren zu konnen, ohne jedoch die Deletionslast der Neurone durch eine Schidigung

der mtDNA zu verdndern oder die Effizienz der rt-PCR zu beeintrachtigen.

3.4.3.1 Vorbereitung der Gewebeschnitte fiir die Farbung nach Nissl

Fiir die Farbung wurden die tief gefrorenen Gewebeschnitte bei Raumtemperatur aufgetaut.
Um dies moglichst schonend zu gewdhrleisten erfolgte der Auftauprozess die erste Stunde
lang noch luftdicht mit Parafilm verschlossen. Weitere 30 Minuten trockneten die Schnitte an
der Luft. Erst nach mindestens 90 Minuten Liegezeit bei Raumtemperatur wurde mit der

Féarbung begonnen.

3.4.3.2 Vorbereitung der Puffer und Losungen

Die Herstellung der fiir die Farbung essentiellen Puffer und Losungen (Natrium-Acetat-

Puffer, Acid-Alkohol und Cresylviolettlosung) gestaltete sich wie folgt:

Natrium- Acetat- Puffer:

Fiir diesen Puffer wurden 24 ml einer 0,2M Natrium-Acetat- Losung zu 176 ml einer 0,2M
Essigsdure gegeben. Von dieser mittels Magnetriihrer vermischten Losung wurden mit einer
Glaspipette 11,4 ml entnommen und 1000 ml destillierten Wassers hinzugefiigt. Diese
Mischung wurde wiederum mit einem Magnetriithrer sorgfiltig verriihrt, der pH-Wert genau

kontrolliert und bei Abweichen vom Sollwert (3,8) korrigiert.
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Cresylviolett-Losung:

In 100 ml des oben beschriebenen Natrium-Acetat-Puffers wurden 0,1 g Cresylviolett gelost.
Der Soll- pH-Wert 3,8 wurde bestindig kontrolliert und falls erforderlich mit NaOH oder
HCL korrigiert. Die Losung wurde anschlieBend zwei Stunden lang per Magnetriihrer geriihrt,
um eine moglichst vollstindige Losung der Cresylviolettpartikel zu gewdhrleisten. Die
sorgfiltig vermischte Cresylviolett- Losung wurde dann durch einen Filter in ein
verschlieBbares Gefd3 passiert, so dass eventuell nicht geldste Partikel nicht in die

Féarbelosung gelangen konnten. Die Aufbewahrung erfolgte im verschlossenen Gefal3 bei 4°C.

Acid-Alkohol:

96 ml 100% Ethanol wurden 4 ml dH20 mit einer Glaspipette hinzu pipettiert. Unter
bestindigem Riihren mit dem Magnetrithrer wurden dieser Mischung 1 ml Eisessig 100%

hinzugefiigt.

3.4.3.3 Fiarbeprotokoll der Neuronenfarbung nach Nissl

Fiir die Nissl- Farbung wurde auf ein institutseigenes Protokoll zuriickgegriffen, das sich im

Hause schon seit langem zur Diagnostik bewéhrt hat:

Nach dem oben beschriebenen Auftauprozess von mindestens 90 Minuten Dauer wurden die
Membranobjekttriger auf eine ebene, nicht abschiissige Fliache verbracht. Die diinnen
Gewebsschnitte auf der Membran wurden vorsichtig mit einem Fettstift umrandet, um ein
Abtropfen der Farbelosung auf eine Seite zu vermeiden. So konnte sichergestellt werden, dass

der gesamte Gewebeschnitt der gleichen Férbeintensitéit ausgesetzt war.

Mit einer 1000 pl-Pipette wurde dann die Cresylviolett-Losung direkt auf die Gewebeschnitte
aufgetragen, wobei sowohl darauf geachtet wurde, den gesamten Gewebeschnitt vollig zu
bedecken, als auch das Gewebe nicht zu verletzen. Die Féarbung wurde fiir 20 Minuten auf den

Schnitten belassen.
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Nach dieser Einwirkzeit erfolgte eine kurze Waschung in destilliertem Wasser (dH20).
Danach wurden die gefiarbten Schnitte fiir 5 Sekunden in ein Bad aus Acid-Alkohol getaucht,
um die Uberfirbung zu reduzieren. Es schloss sich eine abschlieBende Differenzierung in

unvergilltem 100% Ethanol an.

3.4.3.4 Nachbehandlung und weitere Aufbewahrung der gefdrbten Schnitte

Nach beschriebener Differenzierung und zweistiindiger Lufttrockung wurden die Schnitte

wiederum in mit Parafilm luftdicht verschlossenen Behéltern bei -80°C aufbewahrt.

3.4.4 Lasermikrodissektion

Als eine relativ neue Methode ist die LMD in der Lage, kleinste Bereiche eines Gewebes in
ZellgroBe zu schneiden und zu separieren. Ein Lasermikrodissektionsgerit besteht in der
Regel aus einem Mikroskop, dem Laser und einer spezifischen Steuerungssoftware, mit deren

Hilfe das Zielgewebe markiert und bearbeitet werden kann.

Die enorme Prizision dieses Verfahrens wird durch den Einsatz eines Lasers - in diesem Fall
ein Diodenlaser mit 355 Nanometer (nm) Wellenlédnge - erreicht, der auf das Gewebe 4
Nanosekunden (ns) kurze kohdrente Lichtimpulse abgibt. Das Gewebe muss dazu auf einen
speziellen Membranobjekttrager aufgebracht werden, der das Schneiden von Gewebe zuldsst
und mit der spéteren Analyse nicht interferiert. Das Gewebe wird nun unter dem Mikroskop
des Lasers begutachtet und die gewlinschte Schnittlinie wird mittels der
Bildbearbeitungssoftware am Computer markiert. Die markierten Linien werden dann durch
den Laser aus dem Gewebsverbund herausgeldst, indem viele kurze Lichtimpulse
aneinandergereiht werden. Das im Fokus des Laserstrahls liegende Gewebe wird durch die
entstehende Wiarme zerstort, das dem Strahl benachbarte Gewebe jedoch bleibt durch die
enorme Kiirze der Impulse unbeeintrachtigt. Dieser Umstand folgt dem Prinzip der kalten

photoablativen Dekomposition[179], das auch in der Mikrochirurgie Anwendung findet.
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Die so separierten Gewebsteile fallen der Schwerkraft gemil zusammen mit der
Tragermembran in den Deckel eines sterilen GefdBles, das in einer Halterung unter der
Membran angebracht ist. Sie konnen nun weiterverarbeitet werden. Schematisch ist das

Prinzip der LMD in folgender Grafik (Abbildung 8) dargestellt:

« Objektiv mit adjustiblem
Laser (1)

Laserstrahl (2)

Schnittlinie (3)

Membranobjekttrager mit
Gewebeauflage (4)

;

v ) Et_
Auffanggefil mit = ’
; ) c 5
Deckel (6) _E’f!‘ | | Objekthalterung (5)
W

Abbildung 8 [180]: Schematisches Prinzip der Lasermikrodissektion.

Der Laserstrahl (2) wird durch das Objektiv (1) auf das Gewebe geleitet, das auf den Membranobjekttrager
(4) aufgebracht wurde. Er ist in der Objekthalterung (5) befestigt. Die Schnittlinie (3) folgt der Markierung,
die mit Hilfe der Steuerungssoftware digital auf dem mikroskopisch vergréRertem Gewebe angebracht wurde
(im Bild nicht sichtbar). Die ausgeschnittene Struktur féllt nun in den Deckel des Auffanggefafes (6), das
unter der Objekthalterung befestigt ist. Nach der Dissektion wird dieses Gefal schonend enthommen und der
Deckel geschlossen. Das ausgeschnittene Material verbleibt im AuffanggefaR.

Die Lasermikrodissektion der Neurone wurde mit einem Mikrodissektionslaser LMD 6000
(355 nm  Wellenlinge) vorgenommen. Mit diesem Diodenlaser ist ein
Schneidefokusdurchmesser von unter 1 Mikrometer (um) moglich. AuBlerdem werden durch
die hohe Pulsfrequenz besonders prézise Schnitte ermdglicht. Als Software fiir das Mikroskop
am Computer wurde der Image Manager 1000, ebenfalls von Leica eingesetzt. Einen

optischen Eindruck eines solchen Gerites bietet Abbildung 9.
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Abbildung 9: Lasermikrodissektionsgerat von Leica.

Rechts oben im Bild der Bildschirm des angeschlossenen PC’s. Mit Hilfe der Steuerungssoftware kénnen hier
die ausgewahlten Strukturen markiert werden. Der Laserstrahl schneidet dann entlang der Markierungslinie.

3.4.4.1 Technische Einstellungen

Zur ersten Orientierung iiber die Anatomie der vorliegenden Gehirnregion wurde die
niedrigste mikroskopische Vergroferung (4x) des Lasermikrodissektionsgerites benutzt.
Nach Aufsuchen der gewiinschten Regionen wurde bei 63-facher VergroBBerung geschnitten.

Die Neuronen wurden mit den folgenden Einstellungen dissektiert:
Power: 60 Speed: 14 Specimen Balance: 35 Offset: 30

Diese Einstellungen hatten sich nach mehreren Vorversuchen bewéhrt. Hier wurde eine
maximale Dissektionskraft bei optimaler Prizision erreicht, ohne das umliegende Gewebe

stark zu schadigen.

Vor jeder Benutzung wurde der Laser auf der Membran des entsprechenden Objekttrdgers bei
63-facher VergroBerung kalibriert und geeicht. Bei der Kalibrierung wurde ein Stiick der
Membran verwendet, das nicht von Gewebe bedeckt war. Die Tube mit den bei der
Kalibrierung entstandenen Membranstiicken wurde entsorgt. Die Dissektion fand stets im

geschlossenen Raum unter moglichst sterilen Bedingungen statt.
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3.4.4.2 Mikroskopische Begutachtung und Auswahl der Zielneurone

Die gefirbten Schnitte wurden auf Membranobjekttrager in der Halterung montiert, wobei die
membranseitige Oberfliche nach unten zu liegen kam. Darauthin wurden sie unter dem

Mikroskop des Mikrodissektionsgerites begutachtet.

Bei den Neuronen des FC wurde versucht, ausschlieBlich Neurone aus den
Pyramidenzellschichten III und V zu dissezieren. War eine Unterscheidung der Schichten
nicht moglich, wurde darauf geachtet, nur durch ihre Form und GroBe eindeutig
identifizierbare Zellen auszuwidhlen. Bei den exemplarisch gezeigte Abbildungen unserer
Gewebe ist anzumerken, dass durch die Verwendung von Membranobjekttrigern die

Bildqualitit nicht der eines Glasobjekttragers entspricht.

Abbildung 10: Gewebeprobe FC in 40-facher Vergréfierung.

Durch die Verwendung eines Membranobjekttragers entspricht die Bildqualitdt nicht der eines
Glasobjekttréagers, man erkennt jedoch mittig im Bild deutlich eine durch die Nissl-Farbung violett
erscheinende Pyramidenzelle (markiert durch schwarzen Pfeil), deren Morphologie die typische
Pyramidenform aufweist. Die kleinen runden Zellen sind morphologisch nicht eindeutig zu Gliazellen oder
Neuronen zuzuordnen und wurden nicht zur Dissektion ausgewahilt.
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Bei den Geweben der SN wurde das dieser Region eigene Zellband unter dem Mikroskop
aufgesucht. Nur Melaninhaltige Zellen aus diesem Zellband wurden verwendet. Ebenso
wurde darauf geachtet, nur eindeutig angefarbte melaninhaltige Zellen zu schneiden, um die
Auswahl freien Melanins zu vermeiden. So konnten trotz Verzicht auf immunhistochemische
Verfahren nur melaninhaltige Substantia nigra — Neurone sicher identifiziert und ausgewahlt

werden.

Abbildung 11: Gewebeprobe SN, 6-fache VergroRerung.

In dieser orientierenden Ubersicht lasst sich das typische Zellband der melaninhaltigen Neuronen gut
erkennen.
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Abbildung 12: Gewebeprobe, Substantia nigra, 63-fache VergroRerung.

Hier stellt sich ein melaninhaltiges Neuron der SN dar (1). Das Melanin erscheint braun, die violetten
Strukturen links und rechts davon sind die ,,Nissl-Schollen (endoplasmatisches Retikulum) des Neurons. Im
unteren Teil ist eine Gliazelle zur erkennen (2).

3.4.4.3 Dissektion der Zielneurone

Nach der Auswahl wurden die Zielneurone mithilfe der Steuerungssoftware markiert und
einzeln bei 63-facher VergroBerung geschnitten. Bei der Eichung des Lasers wurde auf einen
geniigend groflen Sicherheitsabstand Wert gelegt, um wertvolles Zellgewebe nicht zu
verbrennen. Ebenso wurde jedoch genau darauf geachtet, in diesen Sicherheitsabstand keine
anderen Zellen mit einzubeziehen, um nur die DNA dieser einen Zielzelle zu erhalten. Zellen,
bei denen die Einhaltung des Sicherheitsabstandes unter diesem Aspekt nicht moglich war,

wurden nicht ausgewahlt.
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Abbildung 13: Gewebeprobe SN nach Dissektion in 20- facher Vergréferung.

Die Residuen der dissektierten Neuronen lassen sich gut vom umgebenden Gewebe abgrenzen. Gut erkennbar
ist hier die Prézision, mit der die ausgewahlten Neurone disseziert werden konnten. Das die Dissektionsstellen
umgebende Gewebe wird durch den fokussierten Laserstrahl nicht in Mitleidenschaft gezogen.

Als Sammelbehilter dienten DNAse freie, sterile 0,2 ml PCR — Gefdlle (Biozym). In zwei
Cups wurden jeweils 30 Zellen einer einzigen Region zusammengefasst, fiinf Gefdlle wurden
mit Einzelneuronen bestlickt. Die separierten Zellen fielen nach dem Schneidevorgang
entsprechend der Schwerkraft direkt in den Deckel des entsprechenden Auffanggefifies
unterhalb der Membran des Objekttragers.

Vor Benutzung der sterilen Cups wurde per Mikroskop mit verschiedenen Vergréf3erungen
jedes Gefdl mit Deckel auf Verunreinigungen untersucht und gegebenenfalls verworfen.
Nach dem Schneiden wurde wiederum auf Verunreinigungen geachtet und die Anwesenheit
des Neurons im Gefal} stets optisch kontrolliert. Insgesamt wurden mit diesem Verfahren
1530 Neurone dissektiert. Die folgenden Abbildungen (Abbildung 14 und 15) zeigen

exemplarisch in verschiedenen Vergroferungen die dissezierten Zellen im Sammelgefal:

59



Abbildung 14: Einzelneuronen aus dem FC im Sammelgefal.

In 6-facher VergroRerung erkennt man hier die dissezierten Neurone im Deckel des Auffanggefales.

‘ : “; , 754 / e
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Abbildung 15: Einzelzelle aus dem FC im SammelgefaR in 40-facher Vergrélierung.

In der VergroRerung lassen sich nun einzelne Neuronen im Kollektor abgrenzen. So ist es moglich, direkt
nach der Dissektion die Zelle im Kollektor zu Giberpriifen.
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3.4.4.4 Transport und Aufbewahrung der dissezierten Zellen

Die Tuben wurden sofort nach der Dissektion vorsichtig und ausschlieBlich mit Handschuhen
entnommen und geschlossen. Die Aufbewahrung bis zum Einfrieren erfolgte in einer Box mit
Kiihlaggregat, um die Qualitdt der DNA nicht zu beeintrachtigen. Bis zur anschlieenden
Extraktion der DNA wurden die Einzelzellen bei -80°C gelagert.

3.45 Extraktion der DNA

3.4.5.1 Protokoll der Extraktion der DNA lasermikrodissezierter Zellen

Die Extraktion der DNA erfolgte mit dem ,,QIAamp DNA Micro Kit“ des Herstellers
Quiagen (Kat.nr. 56304), dessen Vorgaben fiir lasermikrodisseziertes Material im
mitgelieferten Protokoll streng beachtet wurden. Von den verwendeten Materialien waren die
Puffer ATL, AL, AWI und AW2, die Proteinase K, RNA und die membranhaltigen Sédulen
nebst Sammelgefdl im Kit enthalten (fiir ndhere Informationen sei auf das entsprechende
Handbuch verwiesen). Dariiber hinaus kamen steril autoklaviertes dH20 und Ethanol 100%
zur Anwendung. Jede Zugabe von Fliissigkeit erfolgte mit steril autoklavierten

Pipettenspitzen.
Die folgenden Mengenangaben beziehen sich auf jeweils ein Tube dissezierter Zellen.

Die Tuben mit den darin enthaltenen Einzelzellen wurden in ein 1,5 ml Eppendorfgefall
gesetzt und bei 10 000 rpm fiir 45 Sekunden zentrifugiert. Danach wurden 15 pl des Puffers
ATL und 10 pl Proteinase K zugegeben und diese Mischung 15 Sekunden lang pulsatil per

Vortexer gemischt.

Nach dreistiindiger Inkubation (300 rpm) bei 56°C und Auflésen von eventuellen
Ausfillungen wurden wiederum 25 pl des Puffers ATL, sowie eine vorher zubereitete
Mischung von 50 ul des Puffer AL und 1 ul RNA zupipettiert und danach 50 pl Ethanol
zugegeben. Wie zuvor erfolgte die pulsatile Mischung der Fliissigkeit mit Hilfe des Vortexers
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fiir 15 Sekunden. Es schloss sich eine Inkubation bei Raumtemperatur von 5 Minuten Dauer

an.

Nach dieser Inkubation und einer kurzen Zentrifugation (8000 rounds per minute (rpm), 1
min), um eventuelle Fliissigkeitsriickstinde am Deckel oder den Seitenwénden der Tube zu
entfernen, wurde das Lysat mit einer Pipette vorsichtig in bereitgestellte kleine Sdulen
transferiert, wobei Sorge getragen wurde, den Rand nicht mit der DNA-haltigen Fliissigkeit
zu benetzen. Die Sdule wurde in eine 1,5 ml fassende Sammeltube gesetzt und das Lysat bei
8000 rpm fiir eine Minute zentrifugiert. Nach Zentrifugation wurde die Sdule in eine leere
Sammeltube gestellt, der abzentrifugierte Rest in der alten Sammeltube verworfen. Danach
wurden 500 pl des Puffers AWI in die Sdule pipettiert, wiederum ohne den Rand zu
benetzen. Die Sdule mit Inhalt wurde bei Raumtemperatur zu denselben Bedingungen wie
bereits beschrieben (8000 rpm, 1 min) zentrifugiert, in eine neue Sammeltube gegeben und
der abzentrifugierte Rest verworfen. 500 ul Puffer AW2 folgten; dieser Zugabe schlossen sich
dieselben Schritte - Zentrifugation bei 8000 rpm fiir eine Minute, Transfer in eine neue
Sammeltube, Verwerfen des zentrifugierten Uberstandes - an. Die Sdule wurde in einer
sauberen neuen Sammeltube nun fiir drei Minuten bei voller Zentrifugengeschwindigkeit (14
000 rpm) zentrifugiert. Der abzentrifugierte Rest wurde verworfen und die Sdule in ein 1,5 ml
fassendes Eppendorfgefdll gesetzt. Auf das Zentrum der nun getrockneten Sdulenmembran
wurden 30 pl destilliertes Wasser pipettiert. Es folgte eine Inkubation bei Raumtemperatur fiir
5 Minuten. Zuletzt wurde nochmals 1 Minute lang bei 14 000 rpm zentrifugiert. Die Sdule

wurde verworfen, das Eppendorfgefal mit der so erhaltenen DNA geschlossen und etikettiert.

Die Aufbewahrung der extrahierten DNA erfolgte bei 4°C.

3.4.5.2 Extraktion der Kontroll- DNA

Um eine Kontroll-DNA ohne mitochondriale Deletionen zu erhalten, wurde das Blut einer 35-

jéhrigen mannlichen Kontrollperson ohne mitochondriale Erkrankung verwendet.
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Das venose Blut wurde nach Abnahme bei 4°C aufbewahrt. Jeweils 100 pl Blut wurden von
der Gesamtmenge abpipettiert und unter Verwendung des oben beschriebenen Mikro Kits von

Quiagen extrahiert:

Zu 100 pl Blut wurde in einem 1,5 ml Eppendorfgefal3 15 pul Puffer ATL und 10 ul Proteinase
K zugegeben und fiir 15 Sekunden pulsatil gevortext. Nach einer Inkubationszeit von 10
Minuten (300 rpm bei 56°C), Zugabe von 25 ul Puffer ATL und 50 pl 100% Ethanol folgte
wiederum die pulsatile Mischung mit Hilfe des Vortexers fiir 15 Sekunden. Das restliche
Procedere folgte der unter 3.4.5.1. (Protokoll der Extraktion der DNA lasermikrodissezierter
Zellen) beschriebenen Anleitung. Die Kontroll- DNA wurde in einem 1,5 ml Eppendorfgefal3
bei 4°C aufbewahrt.

3.4.6 Quantitative real-time Polymerasekettenreaktion

3.4.6.1 Protokoll der rt-PCR

Das Protokoll der hier verwendeten rt-PCR stiitzt sich im Wesentlichen auf die Vorarbeiten
der Arbeitsgruppe He und Kollegen[172]. Es wurde entwickelt, um eine suffiziente Analyse
der mtDNA einer einzigen Zelle zu ermdglichen und so die Hohe der Deletionslast einer Zelle
zuverldssig zu quantifizieren. Auf diesem Protokoll basieren bereits einige Arbeiten, die
signifikante Ergebnisse zeigen konnten[108, 181] und die Zuverldssigkeit dieses Protokolls

bestétigen.

3.4.6.2 Auswahl der Gene

Aufgrund der bereits unter Punkt 1.2.3.2. (Mutationen des mitochondrialen Genoms)
erlauterten Lokalisation des Hauptanteils der Deletionen wurden in dieser Arbeit zwei
mitochondriale Gene zur Quantifizierung ausgewdhlt: die beiden mitochondrialen Gene

mitochondrially encoded NADH dehydrogenase 1 (MT-ND1) und mitochondrially encoded
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NADH dehydrogenase 4 (MT-ND4) (siche Abbildung 16). ND1 ist deletionsstabil, wéihrend
ND4 in einer Region des mt-Genoms liegt, die sehr oft von Deletionen betroffen ist, dem

,major arc* .

MT-ND4 codiert, wie der Name bereits vermuten ldsst, fiir die NADH Dehydrogenase 4.
Dieses Enzym ist Teil des Komplex 1 der Atmungskette. MT-ND4 ist im so genannten major
arc des mitochondrialen Genoms lokalisiert (Basenpaare 10760-12137), und demzufolge sehr
oft deletiert (in 82% aller Fille mit einer Einzeldeletion und 96% der Félle mit multiplen
mtDNA- Deletionen). Eine Abnahme der DNA-Menge des Gens MT- ND4 bietet sich also als
suffizientes MaB fiir die totale Deletionslast einer Zelle an[172, 182].

MT-NDI1 hingegen codiert fiir die NADH Dehydrogenase 1, ein Protein, das einen grof3en
Teil des Komplex 1 der mitochondrialen Atmungskette bildet. Dieses Gen liegt auflerhalb des
von Deletionen hdufig betroffenen major arc (Basenpaare 3307- 4236); tatsdchlich zeigt die
Datenlage, dass es in 94% der Fille mit einer Einzeldeletion im mtGenom noch vorhanden
war, bei Féllen mit multiplen Deletionen sogar in 100%[182]. Demzufolge eignet sich MT-
NDI gut als interne Kontrolle und Referenzgen. Das Mengenverhiltnis der Gene MT-DN1 zu
MT-ND4 sollte es dementsprechend ermoglichen, Aussagen iiber den Deletionsgehalt einer

Einzelzelle zu machen.

He et al konnten die Sensitivitdt dieser Methode beziiglich auch geringer mtDNA- Mengen,
wie sie in Einzelzellen vorkommen, nachweisen; die beiden Reaktionen von ND1 und ND4
liefen gleich effizient ab - eine Voraussetzung fiir die Anwendung der AACT-Methode. Ein
Vergleich des so gemessenen Deletionslevels mit diesbeziiglich bereits etablierten Methoden
wie Southern Blot und three-primer-competitive PCR, bestétigte diese Methode nicht nur als
vergleichbares und reproduzierbares Mittel zur Quantifizierung der mtDeletionslast einer
Einzelzelle, sondern zeigte im Gegenteil dariiber hinaus den Vorteil, den Deletionsgehalt

gleichermaflen von Einzelzellen und auch von groeren DNA-Proben messen zu

konnen[172].
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Human mtDNA

16,569 bp

Abbildung 16 [118, 172]: Das mitochondriale Genom.

Farbig hervorgehoben sind auf der linken Seite die Bindungsstellen der Fluoreszenz-markierten Probes in
den Genen ND1 (rot) und ND4 (griin), die fur die real-time PCR amplifiziert wurden. Die Mehrheit der
Deletionen des mtGenoms betrifft den ,,major arc* zwischen dem Ursprung der ,,heavy-strand“ Replikation
(OH, Nukleotide 110-441 und dem Ursprung der ,light strand*“ Replikation; OL, Nukleotide 5721-5798).
ND4 ist somit sehr haufig von Deletionen betroffen, wahrend ND1 erhalten bleibt.

3.4.6.3 Auswahl der Primer und fluoreszierenden Sonden

Die Primer wurden gemiBl der Datenbank des humanen Mitochondriengenoms [182]

entsprechend der erwlinschten Zielgene ND1 und ND4 ausgewihlt.

Die Sequenzen lauten wie folgt:

L NDI:
H NDI:
L ND4:

H ND4:

5’- CCC-TAA-AAC-CCG-CCA-CAT-CT-3’

5’-GAG-CGA-TGG-TGA-GAG-CTA-AGG-T-3’

5’-CCA-TTC-TCC-TCC-TAT-CCC-TCA-AC-3’

5’-CAC-AAT-CTG-ATG-TTT-TGG-TTA-AAC-TAT-ATT-T-3’

65



Die in fester Form erhaltenen Oligonukleotide wurden mit sterilem dH20 auf eine
Konzentration von 200 pmol/l gebracht, gevortext, zentrifugiert und bis zur Verwendung bei -
20°C gelagert. Vor Zugabe wurde das Wasser 30 Minuten im UV- Kabinett bestrahlt, um eine

Verunreinigung auszuschlieBen.

Als fluoreszierende Sonden fiir die quantitative rt-PCR wurden Tagman® TAMRA Probes der
humanen Gene ND1 und ND4 mit der Sequenz:

ND1: 5’-6-FAM- CCA-TCA-CCC-TCT-ACA-TCA-CCG-CCC-TAMRA-3’

ND4: 5’-6-FAM-CCG-ACA-TCA-TTA-CCG-GGT-TTT-CCT-CTT-G-TAMRA-3’

als lyophilisierte Pellets bezogen. Wie aus den beschriebenen Sequenzen zu ersehen, diente
als Reporter der Fluoreszenzfarbstoff 6-Carboxy-Fluorescin (FAM, Anregung bei 492 nm,
Emission bei 515 nm), als Quencher 6-Carboxy-Tetramethylrhodamin (TAMRA, Anregung

bei 555 nm, Emission bei 580 nm).

Durch Zugabe eines 1 mM Trishydroxymethylaminomethan-Hydrochlorid (Tris-HCL)-
Puffers (pH 8,0) wurden die Pellets in fliissige Form gebracht und auf 5 pmol/l konzentriert,
darauthin nach ND1 und ND4 getrennt in sterile, DNAse freie 0,2 ml Tuben zu je 100 pl
aliquotiert. Die Aufbewahrung dieser so befiillten Tuben erfolgte bei -20°C. Einmal
aufgetaute und fiir die quantitative real-time- Polymerasekettenreaktion benutzte
Tagman® TAMRA Probes wurden nicht wieder eingefroren, sondern bis zu ihrem

Aufbrauchen im Kiihlschrank bei 4°C gelagert.

3.4.6.4 Mastermix und Ziel-DNA

Der fiir die rt-PCR benoétigte Mastermix wurde mit dem Tagman Reagent Core® hergestellt,
das alle Trinukleotide (ATP, CTP, GTP, UTP), Puffer, Uracyl-N-Glucosylase und die
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Tagman® Polymerase Gold enthielt. Bovine Serum Albumin (BSA) wurde von Ambion
bezogen, das dH20 vor der Verwendung autoklaviert und kurz vor Zugabe im UV-Kabinett

bestrahlt.

Die Herstellung erfolgte nach folgendem Schema:

Tabelle 13: Tabellarisches Protokoll der Mastermix-Zubereitung

Reagenz ND1 NDA4

dH20 7,6 ul 6,6 ul
Puffer 2 ol 2 ol
Mg 2,4 ul 3.2 ul
ATP 0,4 ul 0,4 ul
CTP 0,4 ul 0,4 ul
GTP 0,4 ul 0,4 ul
UTP 0,2 pl 0,4 ul
UNG 0,2 pul 0,2 pul
BSA (1:50) 1wl 1wl
L (Primer) 0,1 ul 0,1 ul
H (Primer) 0,6 ul 0,6 ul
Probe 0,6 ul 0,6 ul
Tagman® Polymerase Gold 0,1 ul 0,1 ul
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Die angegebene Menge ist fiir die Untersuchung jeweils einer Kapillare (Mastermix und
DNA) zu verstehen. Sie wurde entsprechend der gewiinschten Anzahl der zu untersuchenden

DNA-Muster multipliziert.

Die bei -20°C gelagerten Ingredienzien fiir den Mastermix wurden im Inkubator bei 37°C
unter bestdndigem Rotieren (300 rpm) aufgetaut, danach wéhrend der gesamten Prozedur auf
Eis kiihl gehalten. Die Taqg-Polymerase wurde erst kurz vor ihrer Verwendung aus dem
Gefrierfach entnommen und nach Zugabe sofort wieder dorthin verbracht, um einer
vorzeitigen Denaturierung und dem daraus resultierenden Funktionsverlust des Enzyms

vorzubeugen.

Um hochste Sterilitit zu gewihrleisten wurden Einwegpipettenspitzen, Pipetten,
autoklaviertes dH20, sterile 1,5 ml Eppendorfgefie, sowie die Kapillaren vor Benutzung im

UV-Kabinett 30 Minuten lang mit UV-Licht bestrahlt.

Die Herstellung des Mastermix’ sowie die Zugabe der DNA und des sterilen Wassers erfolgte
ausschlieBlich unter Verwendung von sterilen Handschuhen und Mundschutz im UV-

Kabinett.

Zunidchst wurden die aufgetauten und kiihl gelagerten Ingredienzien vor Verwendung
sorgfiltig gevortext und geschiittelt, hierauf kurz zentrifugiert. Jeder einzelne Bestandteil
wurde gemdl der oben angegebenen Reihenfolge mit sterilen Einwegpipettenspitzen
nacheinander in ein 1,5 ml Eppendorfgefd3 gegeben. Das reine BSA kam in einer 1:50
Verdiinnung mit sterilem dH20 zur Anwendung, alle anderen Stoffe wurden unverdiinnt
zugemischt. Die frischen Mastermix- Mischungen wurden gevortext und bei 2000 rpm fiir

eine Minute zentrifugiert, danach ebenfalls auf Eis kiihl gelagert.

Die Befiillung der Kapillaren erfolgte ebenfalls unter sterilen Bedingungen im bei 4°C
vorgekiihlten Thermoblock. Vor Zugabe der DNA wurden jeweils 16 pl des entsprechenden
Mastermix’ fiir ND1 und ND4 vorgelegt. Es schloss sich die Zugabe der zu untersuchenden
DNA an, die vor Verwendung ebenfalls auf Eis gekiihlt, gevortext und kurz zentrifugiert

wurde.

Jeder Kapillare wurden zu den 16 pl vorgelegten Mastermix 4 pl DNA zugegeben.
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Zur Kontrolle des Experiments wurde immer fiir ND1 und ND4 jeweils eine Kapillare mit der
DNA aus dem Blut einer 35 jihrigen Kontrollperson und eine zweite mit sterilem dH20
befiillt. Um Kontamination zu vermeiden wurde fiir die Befiillung jeder Kapillare eine neue

sterile Pipettenspitze verwendet und danach die Kapillare sofort verschlossen.

Nach erfolgter Zugabe von Mastermix und DNA-Proben, wurden die Kapillaren fiir 1 Minute
bei 2000 rpm zentrifugiert, und im gekiihlten Thermoblock zum Light-Cycler transportiert.
Jede DNA-Probe wurde dreimal im Light-Cycler vervielfiltigt.

3.4.6.5 Technische Vorgaben der DNA-Vervielféltigung im Light-Cycler

Die PCR im Light-Cycler wurde mit folgenden Einstellungen durchgefiihrt die sich bereits bei
vorangegangenen Experimenten beziiglich dhnlicher Fragestellung bewéhrt hatten[ 108, 172].
Der PCR-Durchgang bestand aus drei Phasen: der inkubativen Phase, der Quantifizierung und

der anschlieenden Kiihlung.

Der Inkubation von 10 Minuten bei 95°C (1 Zyklus) schloss sich die Quantifizierungsphase in
45 Zyklen an. Die Amplifikation der DNA erfolgte hier in drei Stufen: fiir 10 s bei 95°C, dann
weitere 30s bei 58°C und schlieBlich 2 s bei 72°C.

Die Kiihlung (1 Zyklus) erfolgte bei 40°C fiir 30 s.

In jedem Durchlauf wurde jeweils fiir ND1 und ND4 die DNA einer 35-jdhrigen méinnlichen
Kontrolle ohne mitochondriale Erkrankung, sowie eine Probe mit sterilem H20 mit

amplifiziert.
Alle H20 — Kontrollen mit einem CT- Wert tiber 35 wurden als steril betrachtet.

Bei Verunreinigungen der mit sterilem dH20 bestiickten Kontrolle (ab einem CT-Wert < 34)
wurde das Ergebnis verworfen und das Experiment wiederholt. Ebenso wurde verfahren,
wenn die CT-Werte von ND1 und ND4 der mit junger Kontroll- DNA befiillten Kapillare um

mehr als 0,2 Zihleinheiten voneinander abwichen.

Nach Beendigung der Reaktion wurden die Kapillaren fachgerecht entsorgt und das Ergebnis

gesichert.
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3.5 Statistische Auswertung der Deletionsquantifizierung mit Real-
time PCR

3.5.1 Hypothesen

Mit der vorliegenden Arbeit sollten folgende Hypothesen tiberpriift werden:

Deletionslast der mitochondriellen DNA in den unterschiedlichen Gehirnregionen:

Nullhypothese:

Ho:. Die Deletionslast der mtDNA bei Alzheimer-Patienten ist im FC nicht hoher, als in den

anderen untersuchten Gehirnregionen dieser Patientengruppe (SN und Put).
Alternativhypothese:

Hi1: Die Deletionslast der mtDNA bei Alzheimer-Patienten ist im FC signifikant hoher, als in

den anderen untersuchten Gehirnregionen dieser Patientengruppe (SN und Put)

Deletionslast der mitochondriellen DNA von Alzheimer-Patienten und Kontrollgruppe:

Nullhypothese:

Ho: Die Deletionslast des FC ist bei Alzheimer-Patienten nicht hoher, als die Deletionslast des

FC der Kontrollgruppe.
Alternativhypothese:

Hi: Die Deletionslast des FC ist bei Alzheimer-Patienten signifikant hoher, als die
Deletionslast des FC der Kontrollgruppe.
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Die CT-Werte der einzelnen Amplifikationsproben wurden von der Software des Light-
Cyclers nach Ende des PCR-Durchgangs ausgegeben. AnschlieBend wurden diese CT-Werte
unter Zuhilfenahme der unter Punkt 1.3.1. (Technische Grundlagen und Auswertungsmethode
der rt-PCR) ausfiihrlich erklérten AA-CT- Formel zueinander in Beziehung gesetzt und somit

der Deletionsanteil errechnet. Verwendete Software war Microsoft Office Excel 2003.

Alle folgenden statistischen Auswertungen flir Hypothesentestung und Gruppenvergleiche
wurden mit SPSS 12.0 fiir Windows durchgefiihrt. Fiir den Vergleich zweier Gruppen (wie
zum Beispiel fiir den Vergleich zweier Patientengruppen) wurde ein zweiseitiger T-Test
herangezogen. Wurden drei Gruppen verglichen (zum Beispiel drei verschiedene
Gehirnareale einer Patientengruppe) wurde eine Varianzanalyse in Form eines ANOVA Tests
benutzt. Als Signifikanzniveau fiir sdmtliche statistischen Analysen wurde ein Wert von p <

0,05 festgelegt.

4 Ergebnisse

4.1 Qualitative Beschreibung der erhaltenen Einzelergebnisse

4.1.1 Ergebnisse der Real-time PCR

Insgesamt wurden fiir diese Studie 1530 Neurone untersucht. Jedes Neuron wurde nach
Anfiarbung unter dem Mikroskop einzeln markiert und mit dem Laser disseziert. Fiir jeden
Patienten wurden 30 Neurone pro Gehirnregion in einem Tube zusammengefasst, was einer

Gesamtzahl von 90 Zellen pro Patient entspricht.

Die zur letztlichen Ermittlung der Neuronen-Deletionslast verwendeten Daten ergaben sich
aus den CT-Werten der entsprechenden DNA-Proben. Insgesamt wurden drei
Amplifikationszyklen pro untersuchter Region durchgefiihrt und deren Mittelwerte

verglichen.
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Abbildung 17: Screenshot der real-time PCR-Amplifikation.

Anzahl der Amplifikationszyklen und Fluoreszenzanstieg sind auf der rechten Bildseite grafisch
gegeneinander aufgetragen. Links im Bild das numerische Aquivalent mit farblicher Kodierung des
Fluoreszenzanstiegs der entsprechenden DNA-Proben und deren exakter CT-Werte. Je niedriger dieser CT-
Wert, desto eher ist der Fluoreszenzanstieg zu messen und umso groBer ist die enthaltene DNA-Menge der
amplifizierten Probe. Numerisch bezeichnet sind einzelne Graphen bezeichnet. Eine detailliertere
Erlauterung findet sich im Text unter 1.3. (Real-time Polymerasekettenreaktion — Einfiihrung und
theoretische Grundlagen) .

Abbildung 17 zeigt exemplarisch die erhaltenen Ergebnisse der Amplifikation der mt-DNA
aus den dissezierten Neurone. Die farbigen Graphen zeigen den Fluoreszenzanstieg im Laufe
der Reaktion an und sind somit ein Bild fiir die erfolgreiche Amplifikation der zugefiigten
DNA. Jeder Probe ist eine andere Farbe zugeordnet. Graph 1 und Graph 2 stehen fiir das
Amplifikationsprodukt des Gens ND1. bzw. ND4 der Kontroll-mtDNA mit dH20 in einer
Konzentration von 1:1. Wie hier gut zu sehen, betrdgt der CT-Wert des Gens ND1 dieser
Probe 16.21, der CT-Wert von ND 4 liegt bei 16,13. Beide Proben haben somit die
niedrigsten CT-Werte dieses Amplifikationsdurchgangs, das bedeutet, die Fluoreszenz steigt
sichtbar eher an, als die der anderen Amplifikationsprodukte: es sind weniger Zyklen notig,
um ein Amplifikationsprodukt zu erhalten. Beide CT- Werte stimmen fast iiberein und zeigen
somit, dass die DNA-Menge beider Proben gleich ist. Die identischen CT-Werte lassen im
Umkehrschluss auch auf eine intakte mtDNA schlieBen. Ebenso dienen sie als Kontrolle fiir

eine gleich effizient abgelaufene Reaktion. Ahnlich verhilt es sich mit Graph 3 und 4, hier
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wurden die Gene ND1 und ND 4 der Kontrolle nochmals in einer Verdiinnung von 1: 100
amplifiziert. Die CT-Werte liegen mit 19,63 (ND1) und 19,47 (ND4) etwas hoher als die der
Konzentration 1:1. Dieser Umstand ist durch die niedrigere DNA-Menge bedingt, die durch
die Verdiinnung erhalten wurde. Beide CT-Werte sind aber ebenso fast identisch und zeigen
so ebenfalls eine intakte mtDNA an. Gleichzeitig wird die methodische Zuverldssigkeit dieser
DNA-Amplifikationszyklen tiberpriift und systematische Fehler z.B. bei der DNA-

Bestlickung ausgeschlossen.

Demgegeniiber stehen die Graphen 6 und 7, die jeweils die Amplifikation der mit steril
autoklaviertem Wasser bestiickten Kontrollprobe bezeichnen. Hier liegen die CT-Werte mit
35,81 und 36,52 deutlich hoher als bei allen anderen untersuchten Proben, bzw. es entstand
kein Amplifikationsprodukt. Betrug der Zeitpunkt der Fluoreszenzmessung der H2O-Probe
oberhalb des Schwellenwertes mehr als 35 Zyklen (wie aus den Graphen 6 und 7 ersichtlich),

konnten Verunreinigungen der Proben ausgeschlossen werden.

Die CT-Werte der tlibrigen Proben (Graphen 8-20), liegen im Mittelbereich zwischen den CT-
Werten von Kontrolle (Graph 1, 2) und Wasserleerprobe (Graph 6, 7). Sie bezeichnen die
Amplifikationsprodukte der untersuchten Neurone von Put, SN und FC. Die mitochondrialen
Deletionen  jeder  untersuchten  Region wurden so in  mindestens  drei

Amplifikationsdurchgéngen quantitativ ausgewertet.

4.1.2 Quantitative Berechnung der Deletionen

Die erhaltenen CT-Werte der einzelnen Regionen wurden nun unter Zuhilfenahme der AA-

CT- Formel zueinander in Beziehung gesetzt und somit der Deletionsanteil errechnet.

Fir diese Berechnung wurde die wunter 1.3.1 (Technische Grundlagen und

Auswertungsmethode der rt-PCR) ausfiihrlich beschriebene Formel herangezogen.

Diese Werte dienten als Ausgangsbasis fiir die anschlieBenden statistischen Tests, mit denen
untersucht wurde, ob sich die Deletionslevel in den verschiedenen Gehirnregionen in ihrer

Verteilung oder innerhalb der verschiedenen Gruppen signifikant unterschieden.
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4.1.3 Statistische Auswertung der Deletionslevel der untersuchten Regionen im

Vergleich

Fir den Vergleich zweier Gruppen (wie zum Beispiel fiir den Vergleich zweier
Patientengruppen) wurde ein zweiseitiger T-Test herangezogen. Wurden drei Gruppen
verglichen (zum Beispiel drei verschiedene Gehirnareale einer Patientengruppe) wurde eine

Varianzanalyse in Form eines ANOVA Tests herangezogen.
Die statistischen Ergebnisse stellten sich wie folgt dar:

Betrachtet man die Alzheimer Patienten, so wiesen sie in der ANOVA 32% +- 11%
mtDeletionen in der SN auf. Es ergab sich ein signifikanter Unterschied (p < 0,01) gegentiber

der vergleichsweise niedrigen Deletionslast des FC (13%+- 10%) und des Put (14%+-9%)).

Bei den Kontrollpersonen waren in der ANOVA ebenfalls signifikant hohere Deletionswerte
in der SN (35%+-10%) und geringere Deletionswerte im FC (14%+-10%) und im Put (14%+-
10%) zu finden (p < 0,01).

Der Vergleich der einzelnen Gehirnregionen (zweiseitiger T-Test) von Alzheimer- und
Kontrollgruppe zueinander zeigte weder fiir die SN (p > 0,6), noch fiir den FC (p > 0,9) oder
Put (p > 0,8) signifikante Unterschiede in der mtDNA-Deletionslast.

Betrachtet man die Gesamtergebnisse, so ergab die Untersuchung der mtDNA aller 1530
dissezierten Neurone keinen statistisch signifikanten Unterschied der mtDNA-Deletionslast
zwischen beiden analysierten Gruppen. Allerdings zeigte sich ein signifikant hoherer Anteil
von Deletionen in der mitochondrialen DNA der SN, der sich sowohl bei Alzheimer-
Patienten, als auch bei den Kontrollpersonen nachweisen lieB3. In der folgenden Abbildung 19

sind die erhaltenen Ergebnisse noch einmal grafisch aufgetragen:
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Abbildung 18: Ergebnisse der Deletionsquantifizierung.

MT-DNA Deletionen von Alzheimer-Patientengruppe (schwarze Séulen) und Kontrollgruppe (graue Séulen).
Die Séulen représentieren eine Deletionslast von jeweils 30 Neuronen in den verschiedenen Gehirnregionen
(SN = Substantia nigra, FC = Frontaler Kortex, Put = Putamen).

**: Signifikanzniveau <0,01 im ANOVA-Vergleich aller drei untersuchten Gehirnregionen.

Die Deletionslast der mitochondriellen DNA der Substantia nigra ist bei beiden Vergleichsgruppen
signifikant hoher, als die Deletionslast beider Gruppen in Putamen und frontalem Kortex.

Somit mussten beide Alternativhypothesen (HO0: Die Deletionslast des frontalen Kortex ist bei
Alzheimer- Patienten nicht hoher, als die Deletionslast des frontalen Kortex der
Kontrollgruppe; H1: Die Deletionslast der mitochondriellen DNA bei Alzheimer-Patienten ist
im frontalen Kortex signifikant hoher, als in den anderen untersuchten Gehirnregionen dieser
Patientengruppe (Substantia nigra und Putamen) verworfen werden. Es zeigte sich jedoch bei

beiden untersuchten Gruppen ein hoherer Deletionsanteil der SN.
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5 Diskussion

5.1 Zusammenfassung der Ergebnisse

Wie man aus den unter 4.1.3. (Statistische Auswertung der Deletionslevel der untersuchten
Regionen im Vergleich) beschriebenen Ergebnissen ersehen kann, konnten wir mit dieser
Arbeit nachweisen, dass dopaminerge Neurone der Substantia nigra - unabhéngig von der

Grunderkrankung - vermehrt von Deletionen der mtDNA betroffen sind.

Somit bestétigten sich einerseits die Ergebnisse fritherer Studien[108] - auch in dieser Arbeit
konnten wir einen groBeren Anteil deletierter mtDNA in den Neuronen der SN feststellen.
Diese Ergebnisse bestitigen auch den methodischen Vorteil der von uns benutzten
Kombination aus LMD und rt—PCR, mit der die direkte Untersuchung einzelner Neurone
moglich ist. Hierbei erhielten wir signifikant hohere Werte an mtDNA-Deletionen, als bei den
Untersuchungen von Gewebshomogenaten vergangener Jahre[143, 157]. Die Zuverlassigkeit
der hier verwendeten Methodik ldsst sich durch die gute Vergleichbarkeit unserer Ergebnisse
mit denen der erwéhnten Arbeiten zeigen. Allerdings entsprach die Verteilung des mtDNA-
Deletionsanteils in den jeweiligen Gehirnregionen insgesamt nicht unseren Erwartungen. In
frilheren Arbeiten war es gelungen, bei neurodegenerativen Krankheiten wie dem Parkinson-
Syndrom in den pathologisch hauptsédchlich betroffenen Gehirnarealen auch einen hoheren
Deletionsanteil der mtDNA nachzuweisen[108]. Da wir dasselbe Phdnomen auch fiir Morbus
Alzheimer zeigen wollten, hatten wir bei Alzheimer-Patienten Neuronen des frontalen Kortex
untersucht, da diese Region in diesem Fall bei ldngerem Krankheitsverlauf stark pathologisch
betroffen ist. Wir waren von der Vermutung ausgegangen, dass sich auch hier eine vermehrte
Deletionslast zeigen lieBe. Dies lie sich jedoch in dieser Studie entgegen unserer Hypothese
nicht verifizieren. Vielmehr zeigte sich iiberraschenderweise, dass die Deletionslast der
mtDNA bei gesunden Kontrollpersonen und Alzheimer-Patienten in der SN am hdchsten war.
Dieses Ergebnis entsprach insofern nicht unseren Erwartungen, als die Degeneration dieser
Zellen vor allem bei der Parkinson-Krankheit gezeigt werden konnte[183] und fiir Alzheimer-
Patienten oder Gesunde bislang nicht berichtet wurde. Trotzdem ldsst sich aus den

vorliegenden Daten schlielen, dass offenbar dopaminhaltige Neurone der Substantia nigra
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besonders anfillig fiir Deletionen der mtDNA sind. Die Griinde dafiir sind bis jetzt noch
weitgehend unklar. Um weitere Ansatzpunkte zu finden, die die Ursache dieses Phdnomens
erkldren konnten, ist eine ndhere Betrachtung und Diskussion unserer Ergebnisse aus

verschiedenen Blickwinkeln notwendig.

5.2 Methodische Einschrankungen

5.2.1 Auswahl der Gehirnregionen

Die histologisch beschriebenen pathologischen Verdnderungen bei Alzheimer betreffen vor
allem Hippocampus, FC und Locus coeruleus und bestehen aus intrazelluldren Ablagerungen
des TAU-Proteins[9]. Im zeitlichen Verlauf betreffen diese Verdnderungen erst den
entorhinalen Kortex, um sich dann weiter auszubreiten und in mehreren Gehirnregionen zu
akkumulieren. Im spéteren Verlauf der Erkrankung (Braak- Stadium V und VI), sind dann
auch histopathologische Verdnderungen im FC nachzuweisen[17]. Der FC wurde fiir diese
Arbeit aufgrund der besseren Verfiigbarkeit ausgewihlt. Sinnvoll erschien diese Auswahl
auch, weil im fortgeschrittenem Krankheitsverlauf der FC stark geschédigt ist[184]. Um
sicherzustellen, dass im FC der Patienten krankheitsbezogene Schdden zu finden waren,
wurde fiir diese Arbeit nur Gewebe von schwer betroffenen Patienten verwendet, die
histopathologisch die Kriterien fiir ein Stadium nach Braak V oder VI erfiillten. Betrachtet
man jedoch die Ergebnisse unserer Arbeit, so kann nicht ausgeschlossen werden, dass sie
moglicherweise anders ausgefallen wiren, hitte man den Hippokampus oder den entorhinalen
Kortex untersucht. Da beide Regionen frither bzw. schon in den Anfingen der Erkrankung
von pathologischen Verdnderungen betroffen sind, ist bei Untersuchung dieser Regionen das
Risiko geringer, pathologisch unveridnderte Gebiete zu untersuchen - unter anderem auch
deshalb, weil der FC bereits makroskopisch um einiges grofer ist, als Hippokampus oder
entorhinaler Kortex. Da in unserer Arbeit nur Neurone eines bestimmten Ausschnitts
untersucht wurden, konnte durch Zufallsauswahl ein noch pathologisch unauffilliges Gebiet
analysiert worden sein. Auf eine Vorabfiarbung, mit der eine pathologische Verdnderung vor

Analyse hétte untersucht werden kdnnen, wurden in diesem Fall verzichtet. Stattdessen wurde
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das Vorliegen von Braak V/VI zur EinschluBbedingung gemacht. Resiimierend kann
festgehalten werden, dass mit der Auswahl des FC als Alzheimer- reprédsentierende
Gehirnregion, unsere Ergebnisse durchaus beeinflusst worden sein konnten, auch wenn dieser

Umstand aus unserer Sicht unwahrscheinlich erscheint.

Ein anderer Grund fiir die niedrige Deletionslast konnte aber auch im Gegenteil durch die
starke Schiddigung des FC bedingt sein: durch respiratorische Insuffizienz geschédigte
Neurone sterben frither ab. Ein weit fortgeschrittenes Krankheitsstadium bedingt so natiirlich
auch die Selektion stabiler Zellen, deren vergleichsweise niedrige mtDNA-Deletionswerte in

unsere Ergebnisse eingingen.

5.2.2 Analyse- und Quantifizierungsmethodik

Unsere Wahl der Methoden zur quantitativen Analyse der Deletionslast folgte der
einschlidgigen Literatur beziiglich dhnlicher Fragestellungen. Vor allem zu nennen sind hier
die Arbeiten von He et al. [172] und Bender et al.[108], auf deren Protokolle sich unser
Vorgehen hauptséchlich stiitzte und deren Ergebnisse wir im Grofen und Ganzen bestéitigen
konnten. In einem Punkt allerdings unterscheidet sich unser Projekt von den vorausgehenden
Arbeiten[108, 117]: in der Anfiarbung der zur Dissektion bestimmten Neurone. Aus der
bestehenden Literatur ist bekannt, dass Zellen, die mit einem grofen Anteil von mtDNA-
Deletionen behaftet sind, eine Dysfunktion der COX aufweisen und sich dementsprechend
mittels einer auf diesem Enzym basierenden Farbung nicht anfdrben lassen[106]. Mittels einer
Kombinationsfairbung auf COX  (braun) und zusdtzlich auf das Enzym
Succinatdehydrogenase (SDH, erscheint in der Farbung blau), dessen Funktion auch bei
zellrespiratorischer Insuffizienz nicht beeintrachtigt ist, ist es mikroskopisch gut moglich,
Zellen mit einer Abnahme der COX-Aktivitdt zu erkennen. Diese Zellen stellen sich tiefblau
angefarbt dar (aufgrund des COX-Defizites tritt nur die blaue SDH-Férbung auf), wéihrend die
nicht betroffenen Zellen braun (Anfarbung beider Enzyme) erscheinen. Diese Doppelfiarbung
wird im Allgemeinen bevorzugt, da sie durch die deutlich blaue Féarbung eine gute
Erkennbarkeit der COX-defizienten Zellen bietet. Prinzipiell zeigt eine solche Férbung

indirekte Hinweise auf eine grole mtDNA-Deletionslast einer Zelle und bietet sich so zu dem
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Zweck an, diese Zellen spezifisch sichtbar zu machen und gezielt zu untersuchen. Da diese
Methode enzymbasiert ist, muss die Qualitit der zu untersuchenden Gewebe sehr hoch sein,
da sonst eine unspezifische Féarbung des Gesamtgewebes entsteht und die Abgrenzung
einzelner COX-negativer Zellen nicht moglich ist. Fiir die aktuelle Studie gelang es uns trotz
eines seit Jahren zuverldssig etablierten Férbeprotokoll der COX/SDH-Féarbung, das in
unserem Labor routiniert eingesetzt wird, nicht, eine zufriedenstellende Anfarbung der
Gewebeschnitte zu erhalten. Da dasselbe Protokoll bei anderen Geweben einwandfreie
Féarbung zeigte, ist in diesem Fall die Qualitit der Gehirngewebeproben fiir die aufgetretenen
Schwierigkeiten verantwortlich zu machen. Urséchlich hierfiir diirfte die im Vergleich zu den
Proben anderer Arbeiten leider unumgéngliche lange post- mortem- Zeit von bis zu 48
Stunden sein, die durch autolytische Verdnderungen die Gewebe fiir diese Farbung untauglich
machte. Aus diesem Grund sahen wir von der COX/SDH- Farbung ab und griffen stattdessen
auf eine altbewéhrte Methode zuriick, die unempfindlicher gegen autolytische Verdnderungen
ist. Mit der unter 3.4.3.3. (Féarbeprotokoll der Neuronenfarbung nach Nissl) beschriebenen
Féarbung nach Nissl gelang uns zwar eine zufriedenstellende Anfarbung der Neurone, jedoch
ohne mikroskopische Hinweise auf eine COX-Dysfunktion und somit indirekt auf eine
mtDNA-Deletionslast der untersuchten Zelle. Im Unterschied zu Bender et al[108], der
spezifisch COX-negative Neurone untersucht hatte, konnten wir aufgrund der beschriebenen
Problematik nicht spezifisch diese Zellen dissektieren und untersuchen. Da jedoch diese
ausgewdhlten Zellen dhnliche Deletionsprofile zeigten, ist davon auszugehen, dass einerseits
in unseren Proben geniigend betroffene Neurone vorhanden waren und dass andererseits in
den untersuchten Geweben eine hohe Anzahl betroffener Neurone auftraten. Dies trifft
sicherlich fiir die SN zu. Derselbe Sachverhalt ldsst sich prinzipiell fiir die anderen
untersuchten Gehirnregionen (FC, Put) nicht ausschlieBen. Allerdings ldsst sich im Hinblick
auf diese methodische Einschrinkung keine aussagekriftige Quantifizierung der von mtDNA-
Deletionen betroffenen Neurone der anderen untersuchten Regionen machen. Nicht eindeutig
geklart werden kann, ob die geringe Anzahl der mtDNA-Deletionen im FC und Put aufgrund
dieser methodischen Unspezifitit gemessen wurde, oder ob diese Regionen tatsdchlich
weniger betroffen sind. Immerhin, sind die von uns beziiglich der mtDNA-Deletionslast
erhobenen Ergebnisse insofern stabil, als sie bei Alzheimer-Patienten und Kontrollpersonen in
dhnlicher Hohe und Relation auftraten. Ist es also der Fall, dass tatsdchlich die Neurone der

SN vermehrt von mtDNA-Deletionen betroffen sind, so ergeben sich hier natiirlich Fragen
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nach der Ursache der auffilligen mitochondrialen Vulnerabilitit dieser Neurone.
Diesbeziiglich ist es lohnend, sich mit diesen Neuronen spezifisch zu befassen, um mogliche
Ursachen fiir ihre erhohte Deletionslast zu finden. Folgend soll dementsprechend auf
mogliche Ursachen unserer Ergebnisse eingegangen werden, deren Griinde in den Neuronen

selbst zu suchen sind.

5.3 Der Dopaminstoffwechsel - Ursache einer spezifischen

Vulnerabilitat?

Da der Dopaminstoffwechsel den betroffenen Zellen eigen ist und sie von den anderen
Neuronen wesentlich unterscheidet, ist es natiirlich naheliegend, sich mit der Frage nach einer
spezifischen Anfilligkeit fiir mitochondriale Schiden in diesem Fall besonders auf den
Dopaminstoffwechsel zu konzentrieren. Und in der Tat sind hier einige Ergebnisse auffillig:
Bekannt ist zum Einen, dass der Dopaminstoffwechsel an sich bereits eine hohere Produktion
von ROS zur Folge hat[185, 186]. Dopamin wird unter anderem zu Wasserstoffperoxid und
Superoxid verstoffwechselt[187]. Hierbei entstehen durch die Aktivitdt der Monoaminoxidase
(MAO) iiberdies Semiquinon und Ubisemiquinon, die wiederum ihrerseits zur Entstehung von
ROS beitragen[188-190]. Spezifisch dopaminerge Neurone sind auch besonders vulnerabel
gegeniiber neurotoxischen Verbindungen, wie zum Beispiel Rotenon, die gezielt die
Atmungskette schidigen[191, 192]. Und dariiber hinaus ist bekannt, dass auch Dopamin
selbst eine schidigende Wirkung auf Mitochondrien haben kann: Es inhibiert selektiv
Komplex I der Atmungskette[193, 194] [195, 196]. Die iibrigen Strukturen der Atmungskette
bleiben davon zwar unbeeinflusst, doch da Komplex I als Hauptbestandteil einer suffizienten
Funktion der Atmungskette angesehen werden kann[197], wiirde diese Schiadigung sehr wohl
zu einer mitochondrialen Dysfunktion und somit nach der ,,vicious cycle theory* sekundir zu

einer mtDNA- Schidigung fiihren.

Weiterhin sind hinsichtlich dopaminerger Strukturen und neurodegenerativen Erkrankungen
besonders zwei Stoffe zu nennen, von denen ein ursdchlicher Zusammenhang mit
neurodegenerativen Pathologien vermutet wird: Eisen und Neuromelanin. Neuromelanin ist

ein weiteres Nebenprodukt des Dopaminstoffwechsels und kommt deswegen in dopaminergen
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Neuronen in hoher Konzentration vor. Es erhoht offensichtlich die Anfélligkeit der SN-
Neurone fiir degenerative Prozesse[198, 199]. Dariiber hinaus konnte gezeigt werden, dass es
in vitro sowohl isoliert, als auch in Verbindung mit Eisen als Eisen(III)- Melanin- Komplex
zytotoxische Wirkung auf dopaminerge Neuronen hat[200, 201]. Dieser Komplex lagert sich
bekannterweise in Locus coeruleus und SN ab, wobei die Konzentration dieser Ablagerungen
mit dem Alter ansteigt und in der SN viel stirker zunimmt, als im Locus coeruleus[202].
Neuromelanin induziert aulerdem besonders in den Mitochondrien durch die Freisetzung von
Eisen ebenfalls oxidativen Stress[203] und konnte somit natiirlich fiir die von uns beobachtete

erhohte mtDNA - Deletionsrate dieser Neuronen verantwortlich sein.

Die vielfdltige oxidative Wirkung von Eisen wiederum ist schon lange bekannt: unter
anderem triggert es die Bildung von ROS aus Wasserstoffperoxid[65] und interagiert mit
mehreren ROS-erzeugenden Stoffwechselwegen[200]. Zusitzlich fordert es vor allem in
Verbindung mit ROS die Aggregation von Proteinen wie a-Synuclein, das ebenfalls als
Neurotoxin bekannt ist und dessen Akkumulation fiir die Pathophysiologie mehrerer
neurodegenerativer Krankheiten (sogenannte a- Synucleininopathien wie z.B. M. Parkinson,
Multisystematrophie oder Lewy-Body-Demenz) verantwortlich gemacht wird. Dieses Protein
bildet vor allem in Gegenwart von Dopamin und Wasserstoffperoxid Aggregate mit
Ubiquitin. Diese Aggregate storen das cytosolische Stoffwechselgeschehen, unter anderem
auch in den intraneuronalen Mitochondrien. Es wird vermutet, dass dadurch Kaskaden des
programmierten Zelltodes aktiviert werden und das Neuron aus diesem Grund untergeht[204].
Die erhohte Deletionslast der von uns untersuchten dopaminergen Zellen liee sich auch als

Ausdruck einer solchen mitochondrialen Schidigung interpretieren.

Weitere Hinweise auf eine pathologische Wirkung von Eisen liefert die simple Beobachtung,
dass sich in den von neurodegenerativen Erkrankungen wie Alzheimer oder auch Parkinson
betroffenen Gehirnregionen eine erhohte Eisenkonzentration nachweisen 1dsst[204].
Hinsichtlich der von uns beobachteten erhohten Vulnerabilitdt von Neuronen der Substantia
nigra konnte das bedeuten, dass sowohl bei M. Parkinson, M. Alzheimer und dem normalen
Alterungsprozess dhnliche pathophysiologische Mechanismen eine Rolle spielen. Gestiitzt
wird diese These auch durch den Ansatz, a-Synucleininopathien (wie M. Parkinson) und
Tauopathien (wie M. Alzheimer) zunehmend nicht mehr als vollig unterschiedliche Entitédten,

sondern vielmehr als unterschiedliche Ausprigung eines gemeinsamen pathologischen
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Kontinuums zu betrachten[205]. So entwickeln viele Alzheimer-Patienten im
fortgeschrittenen Stadium der Demenz extra-pyramidal-motorische Symptome, dhnlich denen

einer Parkinson-Erkrankung[206, 207].

Durch den hohen Gehalt an oxidierbarem Dopamin und ungesittigten Fettsduren, sowie der
hohen Eisen- und Neuromelaninkonzentration sind die Neurone der SN dariiber hinaus sehr
anfillig fiir generelle Schdden durch oxidativen Stress. Da sie iiber einen relativ geringen
Antioxidationsschutz verfligen, potenzieren sich die Risiken fiir oxidativ bedingte Schiden
natlirlich[198, 208, 209] - was auch eine grolere mtDNA-Schidigung im Sinne des von uns
gezeigten hoheren Deletionsanteils zur Folge haben konnte. Passend dazu wurden in der SN

altersabhédngiger hoher Anteil von COX-defizienten Zellen entdeckt[210].

5.4 Hohe metabolische Aktivitait - ein  Risiko durch

Sauerstoffverbrauch?

Die besondere Anfilligkeit flir oxidativen Stress konnte auch durch einen grofleren
Sauerstoffverbrauch der dopaminergen Neurone entstehen. Hinweise dafiir geben mehrere
Arbeiten: ein Profil der Genexpression auf RNA- Ebene von SN-Neuronen der Ratte zeigte
zum Beispiel eine hohere Konzentration von Genen, die mit dem Energiestoffwechsel in
Verbindung stehen[211]. Weiterhin ist bekannt, dass die SN- Neurone bis 50% mehr als
andere dopaminerge Neurone des Mittelhirns feuern [35, 212]. Da die mitochondriale
Atmungskette ja der Hauptproduktionsort fiir oxidative Radikale ist, bedeutet die hohe
metabolische Aktivitit der Neurone der SN durch die gesteigerte Aktivitit der Atmungskette
ein erhohtes Risiko fiir ihre Nukleinsduren hinsichtlich oxidativ verursachter Schiden[35,

212].
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5.5 AbschlieRende Zusammenfassung und Ausblick

In vorliegender Arbeit wurden drei Gehirnregionen von gesunden Kontrollpersonen und
Patienten mit Alzheimer-Erkrankung auf das Vorhandensein von mtDNA-Deletionen
untersucht. Ein eindeutiger Zusammenhang zwischen einer erhohten mitochondrialen
Deletionslast in der hauptsdchlich von Alzheimer-Pathologie betroffenen Gehirnregion (FC)
zeigte sich dabei jedoch nicht. Dennoch kann ein solcher aufgrund unserer Ergebnisse nicht
sicher ausgeschlossen werden. Auch in der aktuellen Literatur finden sich diesbeziiglich
Hinweise, z.B. wurde iiber eine hohe Zahl COX-defizienter Neurone in Pyramidenzellen von
Hippokampus und Plexus choroideus von Alzheimer-Patienten berichtet [154]. Fiir eine
Verbindung von Deletionslast und M. Alzheimer spricht auch, dass Amyloid B - ein
wesentlicher Bestandteil der histopathologischen Verdnderungen bei Alzheimer - prooxidativ
wirksam ist, in den Mitochondrien akkumuliert und in hoher Konzentration die
mitochondriale Bildung von ROS fordert [151]. Diese Umstédnde sprechen nach der heutigen
Datenlage alle fiir die Entstehung von mtDNA-Deletionen, wie unter 1.2.2.4. (Oxidativer
Stress und das mitochondriale Genom) dargestellt [84, 106, 213].

Dass sich bei der aktuellen Untersuchung keine erhdhte Deletionslast im FC zeigte, mag den
unter Punkt 5.2.1. (Auswahl der Gehirnregionen) ndher beschriebenen methodischen
Einschriankungen geschuldet sein. Die vorliegenden Ergebnisse jedenfalls konnen die These,
dass Deletionen der mtDNA eine wesentliche Rolle bei der Pathologie von M. Alzheimer
spielen, nicht stiitzen. Im Gegenteil widersprechen sie in gewisser Hinsicht einem

urséchlichen neuropathologischem Zusammenhang.

Dennoch, gerade auch wegen methodischer Einschrinkungen, sollte die Frage nach der Rolle
von mtDNA-Deletionen bei M. Alzheimer weiterhin nachgegangen werden. Besonderes
Augenmerk sollte dabei der Qualitdt des zu untersuchenden Gewebes gelten. Eine bessere
Gewebequalitit ermoglicht die Verwendung der COX-SDH-Férbung und damit die gezielte
Untersuchung respiratorisch insuffiziente Neurone auf DNA-Schiden. Des Weiteren konnten,
neben dem FC zum Beispiel auch Hippokampus, Locus coeruleus oder Plexus choroideus
untersucht werden, um einen Zusammenhang zwischen Alzheimer-Pathologie und mtDNA-
Deletionen weiterhin zu kldren. Geht man von der Annahme aus, dass sich die hohe

Deletionslast im FC durch friihzeitigen Zelltod nicht zeigen liel, da die geschidigten
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Neuronen durch Zelluntergang bereits abgestorben waren und sich demzufolge nicht
darstellen lieBen, so miisste in Folgeprojekten das Ausmall der Neurodegeneration
miteinbezogen werden. Sinnvoll wire es hier, Gewebe von Patienten im Anfangsstadium der
Krankheit zu untersuchen, um mehr Neurone zur Verfiigung zu haben, deren hoher

Deletionslevel zwar evident ist, jedoch noch nicht zum Absterben der Zelle gefiihrt hat.

In dieser Untersuchung gelang es uns jedoch, bei beiden untersuchten Gruppen eine deutlich
héhere mtDNA-Deletionslast in den Neuronen der SN im Vergleich zu den anderen
untersuchten Regionen zu zeigen. Unter 5.3. (Der Dopaminstoffwechsel — Ursache einer
spezifischen Vulnerabilitit?) wurden einige Griinde ausgefiihrt, die eine spezifische
Vulnerabilitit dopaminerger Neurone fiir mitochondriale Deletionen plausibel erscheinen
lassen. Geht man also von der Annahme aus, dass aufgrund des Dopaminstoffwechsels die
Anfalligkeit diesbeziiglich aktiver Neurone fiir mtDNA-Deletionen erhoht ist, wiirde es sich
anbieten, andere dopaminerge Strukturen des Gehirns (zum Beispiel das ventrale tegmentale
Areal, oder den vorderen cinguldren Kortex) auf mtDNA-Deletionen zu untersuchen.
Bestitigt sich die Hypothese einer groBeren Vulnerabilitit des dopaminergen Systems, so
konnte die mitochondriale Deletionslast auch in anderen dopaminergen Gehirnstrukturen
erhoht sein. Dies konnte auch ein interessanter Ansatzpunkt fiir die Pathophysiologie anderer
Erkrankungen des Gehirns sein, die ursdchlich mit dem Dopaminstoffwechsel in
Zusammenhang gebracht werden. Eine nicht degenerative Erkrankung in dieser Hinsicht wére
zum Beispiel die Schizophrenie, fiir deren pathophysiologisches Geschehen in neuesten
Arbeiten unter anderem auch eine gestorte dopaminerge Interaktion mit mitochondrialen

Strukturen diskutiert wird[214, 215].

Als abschlieBendes Reslimee ist anzumerken, dass in dieser Arbeit mit vielversprechender
Methodik interessante Ergebnisse beziiglich des Dopaminstoffwechsels und mtDNA-
Deletionen erzielt werden konnten. In diesem Sinne reiht sich diese Arbeit in die bestehenden
zahlreichen Veroffentlichungen ein, die einen wahrscheinlichen Zusammenhang zwischen

oxidativen Stress, Neurotoxinen und dopaminerg-neuronaler Vulnerabilitit diskutieren.
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Letztlich zeigt sich auch, dass die Untersuchung einzelner Neurone auf mtDNA-Deletionen

mit Hilfe der LMD und rt-PCR stabile Ergebnisse zeigt und viel Potential in sich birgt.

Gerade weil die Rolle der Mitochondrien im pathophysiologischen Geschehen der Zelle noch
nicht vollig verstanden ist, bleiben viele Fragen, die gelost werden wollen. Die Forschung der
letzten Jahre hat es zwar verstanden, ein wenig Licht auf die Beteiligung der Mitochondrien
fiir einige Krankheiten zu werfen. Gerade im Hinblick auf Altern und altersassoziierte
Erkrankungen birgt die mitochondriale Genetik unter dem Gesichtspunkt der Schéadigung
durch oxidativen Stress noch viele Moglichkeiten. Trotzdem bleibt die Frage nach der
pathophysiologischen Bedeutung der Mitochondrien im Augenblick noch offen und wird nach
wie vor kontrovers diskutiert[216]. Sind die Mitochondrien tatsichlich ,,the biologic clock®,
wie Harman 1972 postulierte[88]? Sind sie tatsdchlich verantwortlich flir neurodegenerative
Alterserkrankungen wie Linnane vermutete[87]? Es bleibt die Herausforderung der

kommenden Jahre, dies herauszufinden.
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