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1. Theoretischer Hintergrund

1.1. Einfihrung: Die mitochondriale Theorie des Alterns

Oxidativer Stress, ein Risikofaktor fiir mitochondriale Deletionen? In der vorliegenden Arbeit
soll ein spezieller Aspekt der sogenannten ,,Mitochondrialen Theorie des Alterns* untersucht
werden. Was verbirgt sich hinter dieser Theorie?

Sie beschreibt eine Beteiligung der Mitochondrien und im Besonderen auch der
mitochondrialen DNA (mtDNA) am Alterungsprozess. Es handelt sich um eine der meist be-
achteten Alterungstheorien. In der Wissenschaft ist die Theorie auf grofl3es Interesse gestol3en;
allerdings auch im Sinne starker Kontroversen.

Begriinder der Theorie ist Harman, der bereits 1956 den Grundstein legte (Harmann D, 1956).
In seinen Publikationen mutmalite er (ber einen Kausalzusammenhang zwischen Mechanis-
men des Alterns und einer Schéadigung von Bestandteilen der Zelle durch freie Radikale
(Harmann D, 1956, 1972, 1973). Spater hat er den Begriff der ,,Freien Radikale Theorie des
Alterns* gepragt (Harmann D, 1973). Im Laufe der Jahre wurde die Theorie modifiziert und
spezifiziert (Harmann D, 1983; Linnane AW, 1989; Wei YH, 1992; Miquel J 1980,1991; Lin
MT, 2006).

Die ,,Mitochondriale Theorie des Alterns* postuliert einen Teufelskreis, bestehend aus

(1) der Akkumulation von somatischen mtDNA Mutationen in postmitotischem Gewebe

(2) einer Beeintrachtigung der Atmungskettenfunktion

(3) einer zunehmenden Produktion reaktiver Sauerstoffspezies (ROS) in den Mitochond-
rien und

(4) einer weiteren Schadigung der mtDNA und anderer mitochondrialer Strukturen.

Dieser Theorie entsprechend fuhrt die progrediente Akkumulation somatischer Mutationen in
der mtDNA, bedingt durch oxidativen Stress wahrend der Lebenszeit eines Individuums, zu
einem Verfall der bioenergetischen Funktion der Mitochondrien. Demnach ist die Akkumula-
tion von Deletionen ein wesentlicher Faktor des Alterungsprozesses. Mitochondrien spielen in
diesem Prozess eine Schlisselrolle: Zum einen sind sie bedingt durch ihre Funktion als Ener-
gieproduzenten Hauptquelle fiir intrazellulare ROS, zum anderen sind sie auch Hauptziel der
schéadlichen ROS bedingt durch die Lokalisation der Atmungskette in unmittelbarer Nachbar-
schaft und auf Grund einer Reihe spezifischer Vulnerabilitatsfaktoren (Alexeyev MF, 2004;
Miquel J., 1980). Wichtige Landmarke in der Entwicklung der Theorie war die Entdeckung
einer mitochondrienspezifischen Isoform der Superoxiddismutase 2 (SOD2), die maRgeblich
fur die Elimination der Superoxidanionen (O °) in der mitochondrialen Matrix verantwortlich
ist (Weisiger RA, 1973). Die Letalitat der homozygoten SOD2-Knock-Out-(KO)-Maus (syn.:
SOD2"-Maus) belegt eindrucksvoll die bedingungslose Notwendigkeit einer suffizienten
antioxidativen Abwehr in den Mitochondrien (Li Y, 1995). Homozygote-KO-Mausmodelle
der anderen beiden, nicht-mitochondrial lokalisierten, Isoformen der SOD sind dagegen gut
mit dem Leben vereinbar (Carlsson LM, 1995; Reaume AG, 1996).

In den vergangenen paar Dekaden wurde die mitochondriale Theorie des Alterns ber ver-
schiedene Ansétze extensiv Uberpruft: Zum einem lieferten molekular- und zellbiologische
Studien grundlegende unterstiitzende Hinweise (Balaban RS, 2005). Zum anderen zeigten
Untersuchungen an alternden Menschen und Tieren eine gute Korrelation zwischen Alterung
und erhohter mitochondrialer ROS-Produktion sowie zwischen mitochondrialem Funktions-
verfall und Akkumulation von mtDNA-Mutationen (Perez-Campo R, 1998). Zudem wurden
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einige transgene und Knock-Out-Mausmodelle etabliert, die Einblicke in die ,,Mitochondriale
Theorie des Alterns* gewéhren (Youngmok CJ, 2009).

Bereits 1992 konnte nachgewiesen werden, dass es in Gehirnhomogenat von Menschen mit
zunehmendem Lebensalter ~ zur ~ Akkumulation  der  sogenannten ,,Common
Deletion (AMtDNA*"")  kommt (Corral-Debrinski M, 1992). Nachdem die
Deletionsbelastung der gesamten mtDNA jedoch maximal nur 10% betrug und damit 90%
unbeschéadigte mtDNA verblieb, erachtete man eine funktionelle Relevanz fir unwahrschein-
lich. Erst im Laufe der letzten Jahre konnte dank kontinuierlicher Verbesserung der Methodik
die tatsdchliche Gesamtdeletionsbelastung hinreichend analysiert werden. Statt der blof3en
Untersuchung von Gewebehomogenat kénnen nun mit Hilfe der Lasermikrodissektion (LMD)
Untersuchungen auf Einzelzellebene gemacht werden (He L, 2002). Zudem bietet eine neu
entwickelte, sehr sensitive, quantitative PCR-Methode die Mdglichkeit der Quantifizierung
nicht nur einer spezifischen Deletion, sondern die quantitative Erfassung fast samtlicher
AmtDNA (Krishnan KJ, 2007a).

Des Weiteren konnte in der letzten Dekade gut etabliert werden, dass Mitochondrien eine
Schlusselrolle in der Initiation, Exekution und Regulation der Apoptose (programmierter Zell-
tod) spielen (Lee HC, 2000a).

Trotzdem bleiben noch viele Fragen offen; im Besonderen steht der endguiltige Beweis eines
Kausalzusammenhangs zwischen oxidativem Stress und Alterungsprozessen aus (Andersen
JK, 2004). Ist oxidativer Stress Verursacher des Schadens oder nur ein assoziiertes Phanomen?
Mit enormem Engagement wird diese Frage in Fachkreisen diskutiert (Bonawitz ND, 2007;
Krishnan KJ, 2007b; Hiona A, 2008). Sicherlich ist es relevant, Alterungsprozesse auf mole-
kularer Ebene zu verstehen, um therapeutisch gezielt eingreifen zu kdnnen.

Trotzdem stellt die Forschung am physiologischen Alterungsprozess im Rahmen von
oxidativem Stress und mitochondrialen Struktur- bzw. Funktionsstérungen wohl nur die Spit-
ze des Eisbergs dar. Langst hat man erkannt, dass oxidativer Stress unter Mitbeteiligung der
Mitochondrien bei diversen Leiden eine wichtige Rolle spielt. An Beispielen hierfiir seien
Krebs, Diabetes und neurodegenerative Erkrankungen genannt (Wallace DC, 1999). Hervor-
zuheben sind v.a. die neurodegenerativen Erkrankungen, die aus verschiedenen Griinden eine
besondere Stellung einnehmen:

Wichtigster Risikofaktor flr einige neurodegenerative Erkrankungen ist das Alter. Die Inzi-
denz von M. Parkinson (PD) betragt bei 65-69 Jéhrigen 0,6%; bei 85-89 J&hrigen betréagt die
Inzidenz 2,6% (deRijk MC, 2000). Beim M. Alzheimer (AD) ist der Einfluss des Alters als
Risikofaktor noch méachtiger: unter den tber 65 J&hrigen erkrankt immerhin jeder Zehnte; bei
den Uber 85 Jahrigen erkrankt jeder Zweite (Evans DA, 1989; Kukull A, 2002).

In einer immer alter werdenden Gesellschaft nehmen die Erkrankungen weiter an Bedeutung
zu. Gleichzeitig implizieren die Fakten, dass es sich bei den genannten Erkrankungen maogli-
cherweise ,,nur“ um eine spezielle Facette des Alterungsprozesses handelt. Jingere Untersu-
chungen haben ergeben, dass es auf zellularer Ebene zu &hnlichen Veranderungen kommt
(Reeve AK, 2008a). Im Vergleich zum normalen Alterungsprozess sind die Verédnderungen
allerdings organ- bzw. zellspezifisch. Es liegt in der Natur der Sache, dass Neurodegeneration
primar das Gehirn betrifft. AuRerdem hat man festgestellt, dass bestimmte Areale des Hirns
und damit bestimmte Zellpopulationen besonders betroffen sind. Es konnten gewebespezifi-
sche Deletionsmuster des mitochondrialen Genoms identifiziert werden (Meissner C, 2006).
Besondere Erwadhnung verdient an dieser Stelle auch eine Arbeit, die belegt dass die Konzent-
ration des mitochondrialen Schutzenzyms SOD2 je nach Hirnregion schwankt. Untersuchun-
gen am SOD2"-Mausmodell mit neurodegenerativem Phanotyp ergaben, dass die Areale be-
sonders stark von den degenerativen Schaden betroffen waren, die ,,im Gesunden®, also bei
homozygoten Wildtypen fiir SOD2 (SOD2*"*), hohe SOD2-Levels aufweisen (Lynn S, 2005).
Die Daten implizieren, dass unterschiedliche Faktoren die selektive neuronale Vulnerabilitat
modulieren.
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Eine herausragende Stellung nimmt dabei die Pathophysiologie des PD ein: Ursachlich fir PD
ist der selektive Untergang dopaminerger Neurone in der Substantia nigra pars compacta
(SNpc) (Forno LS, 1981). Die molekularen Mechanismen des Verlusts der speziellen
Neuronenpopulation sind bis heute nicht genau verstanden. Umso bahnbrechender war die
Erkenntnis, dass genau innerhalb dieser Population funktionsdefiziente Zellen mit hohen Mu-
tationsraten in der mtDNA nachgewiesen werden konnten (Bender A, 2006; Kraytsberg Y,
2006).

Mit Hilfe der bereits erwdhnten Innovation der Methodik konnte vor kurzem in humanem
Post-Mortem-Gewebe gezeigt werden, dass die wahre Belastung an mitochondrialen
Deletionen (AmtDNA) in Neuronen der SN deutlich hoher ist, als bisher angenommen. Ein-
zelne Neurone von Parkinson-Patienten wiesen im Mittel Deletionsgrade von 50% auf und
selbst in Neuronen von Kontrollen konnten Deletionsgrade von bis zu 40% nachgewiesen
werden. Zudem bestatigte sich, dass eine Deletionsbelastung ab ca. 70% funktionell relevant
wird (Sciacco M, 1994; Bender A, 2006; Kraytsberg Y, 2006). Mit Hilfe enzymchemischer
Féarbungen im histologischen Préparat lassen sich v.a. Defekte der partiell mitochondrial ko-
dierten Cytochrom-c Oxidase (COX) als Ausdruck einer funktionellen Beeintrachtigung der
Atmungskette darstellen (Miller-Hocker J, 1989). Des Weiteren konnte bei der Kontrollgrup-
pe in Konkordanz zur mitochondrialen Alterungshypothese ein linearer Zusammenhang zwi-
schen steigender Deletionsbelastung und steigendem Lebensalter nachgewiesen werden (Ben-
der A, 2006). Simultan dazu bestétigte eine andere Arbeitsgruppe mit einer differierenden
Quantifizierungsmethode die Ergebnisse in SN-Neuronen (Kraytsberg Y, 2006).

Tragt man den hohen Deletionsgraden Rechnung, erscheint die Beteiligung der AmtDNA an
der Pathophysiologie der Zelle wahrscheinlich. Offenbar kann die verbleibende mtDNA keine
suffiziente Energieversorgung mehr gewéhrleisten.

Weiteres Indiz fir eine entscheidende Rolle von AmtDNA im Alterungsprozess stellen jings-
te Studien an sogenannten POLG-Md4usen dar. Bei den POLG-Mausen handelt es sich um
Knock-In-Tiere mit einem Defekt in der korrekturlesenden Funktion der mitochondrialen
DNA-Polymerase y (POLG), die fir Reparaturen der mtDNA verantwortlich ist. Die Tiere
weisen sowohl geno- wie auch phanotypische Veranderungen auf: Zum einem konnten mul-
tiple AmtDNA nachgewiesen werden, zum anderen fielen Zeichen des vorzeitigen Alterns
sowie eine reduzierte Lebensspanne auf (Trifunovic A, 2004). In einer spateren Arbeit konnte
an der mitochondrialen Mutator-Maus gezeigt werden, dass AmtDNA treibende Kréfte fur
vorzeitiges Altern der Mause sind (Vermulst M, 2008).

Deutlich wird der Zusammenhang von oxidativem Stress, AMtDNA und Lebensspanne auch
am Katalase-Uberexprimierenden Mausmodell. Das Enzym Katalase ist Teil der
antioxidativen Zellausstattung. Mause mit einem Plus dieses Schutzenzyms weisen eine ver-
langerte Lebensspanne bei gleichzeitig reduzierter AMtDNA-Belastung auf (Schriner SE,
2005).

Uber die detaillierten molekularen Mechanismen der Deletionsentsetehung ist bisher wenig
bekannt. In Einzelzelluntersuchungen konnten pro Neuron meist nur eine bestimmte, klonal
expandierte Deletion nachgewiesen werden. Interessanterweise treten die Deletionen nicht
stochastisch normalverteilt auf dem 16569Bp langen ringférmigen mtDNA-Molekdl auf, son-
dern gehduft an Pridilektionsstellen im sogenannten ,,major arc”. Einzelzelluntersuchungen
belegen die erhdhte Vulnerabilitdt von Bereichen mit direkten Basenwiederholungen (,,direct
repeats®) als potentielle Deletions-Bruchstellen (,,breakpoints®) (Reeve AK, 2008b).

Im Besonderen in postmitotischen Zellen scheint das DNA-Reparatursystem wesentliche in
die Pathogenese der klonalen Expansion von AmtDNA involviert zu sein. Durch oxidativen
Stress bedingter Schaden der nuklearen DNA (nDNA) und der mtDNA wird in erster Linie
durch das sogenannte ,,Base-Exicision-Repair“-System (BER) repariert (Fishel ML, 2007).
Das System besteht aus unterschiedlichen Komponenten, wie z. B. der 8-Oxoguanin-DNA-
Glykosylase (OGGL1). Diese ist in Neuronen gealterter Mause vermindert, so dass es vermehrt
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zu DNA-Doppelstrangbriichen kommt, die maRgeblich an der Entstehung von AmtDNA be-
teiligt sind (Rolseth V, 2008; Fukui H, 2009). Als Indiz fiir die protektive Funktion der OGG1
kann die Beobachtung gewertet werden, dass ausgerechnet im Kleinhirn die OGG1-
Expression hoch ist. Diese Hirnregion weist selbst im Alter sehr niedrige AmtDNA-
Belastungen auf(Meissner C, 2006).

Offenbar existieren spezifische Faktoren, die die unterschiedliche Vulnerabilitat verschiede-
ner Hirnregionen innerhalb eines Individuums bedingen. Weitere Untersuchungen haben er-
geben, dass bestimmte Zellpopulationen besonders anfallig fur die Akkumulation von
AmtDNA sind. In einer Studie wurden die Deletionsbelastungen verschiedener Hirnregionen
von PD-, AD- und Kontrollpatienten miteinander verglichen. Unabhéngig von der neurodege-
nerativen Grunderkrankung zeigte sich dabei ein charakteristisches Verteilungsmuster der
AmtDNA. Die pigmentierten Neurone der SN wiesen dabei im Vergleich zu frontalem Cortex,
Hippocampus und Putamen immer die héchsten Deletionswerte auf (Bender 2006, 2008).
Nicht-neuronales Gewebe akkumulierte dabei ebenfalls deutlich weniger AmtDNA. Welche
Faktoren konnten die erhéhte Vulnerabilitdt dopaminerger Neurone der SN bedingen? Tat-
séchlich weisen diese Neurone eine Reihe von Besonderheit auf:

(1) Synthese des Neurotransmitters Dopamin (Spencer JP, 1998; Cohen G, 1999)

(2) Neuromelanin als Metabolit (Fasano M, 2006)

(3) Hohe Eisenkonzentrationen (Schenck JF, 2004; Oakley AE, 2007)

(4) Missverhdltnis von hoher oxidativer und metabolischer Kapazitdt bei geringen
antioxidativen Schutzmechanismen (Halliwell B, 2006a)

(5) Besondere Vulnerabilitat fur mitochondriale Dysfunktion und ROS-vermittelte Schéa-
digung (Andreassen OA, 2002; Liang LP, 2004a; Bender A, 2006)

Sowohl Dopamin als auch Intermediérprodukte des Dopaminstoffwechsels (v.a. Dopaquinon)
konnen durch enzymatische und nicht-enzymatische Oxidation die ROS-Produktion beginsti-
gen (Spencer JP, 1998; Cohen G, 1999).

Eisen fordert Gber den Mechanismus der so genannten Fenton-Reaktion die Generierung von
ROS (Fenton HJH, 1894; Oakley AE, 2007):

Fentonreaktion: Fe’* + H,0; — Fe** + OH + OH’

Formel 1: Fentonreaktion

Die Rolle von Neuromelanin wird kontrovers diskutiert: Einerseits wirkt es protektiv, in dem
nicht nur Eisen sondern auch ausgesprochen reaktionsfreudige, toxische Substanzen, wie z.B.
Dopaquinon oder das mitochondriale Toxin 1-Methyl-4-Phenylpyridin (MPP") bindet.
Andereseits mehren sich die Hinweise, dass Neuromelanin bei Uberschreitung seiner Eisen-
bindungskapazitét selbst toxisch wirken kann (Fasano M, 2006). Erwahnenswert sind in die-
sem Zusammenhang nicht verdffentlichte Ergebnisse unserer Arbeitsgruppe, die belegen, dass
in stark pigmentierten Neuronen die AmtDNA-Belastung deutlich hoher ist, als in
dopaminergen Neuronen mit wenig bzw. ohne Melanin.

Das Phdnomen der Akkumulation von AmtDNA in SN-Neuronen bis hin zum Funktionsver-
lust wurde bereits ausfihrlich dargestellt (Bender A, 2006).

Interessanterweise konnte in M&usen mit partieller Defizienz der SOD2 eine erhohte Vulnera-
bilitdt gegentiber den mitochondrialen Toxinen Malonat, 3-Nitropropionséure (3-NP) und 1-
Methyl-4-Phenyl-1,2,3,6-Tetrahydropyridin (MPTP) nachgewiesen werden. Dies duRerte sich
durch erhohte Anfalligkeit fur Dopamin-Depletion nach MPTP-Gabe und durch den Nach-
weis von signifikant ausgedehnteren striatalen L&sionen nach 3-NP- bzw. Malonat-Gabe im

15



Vergleich zu Maéausen mit voller SOD2-Aktivitdt. Zudem konnten erhohte ROS-
Konzentrationen nachgewiesen werden, die mutmaRlich an der MPTP-, 3-NP- bzw. Malonat-
vermittelten Neurotoxizitat beteiligt sind (Andreassen OA, 2001).

In einer anderen Arbeit konnte gezeigt werden, dass die mitchondriale Superoxid-Toxizitét in
SN-Neuronen nach MPTP-Gabe Uber das Eisen-Schwefel-(Fe-S)-haltige Enzym Aconitase
vermittelt wird. Die Gabe von MPTP ist ein etabliertes Modell fiir experimentellen PD. Die
Behandlung der Mause bewirkte eine Inaktivierung der mitochondrialen Aconitase, die Ak-
kumulation von Eisen und Dopamin-Depletion. Diese Effekte waren in SOD2-
uberexprimierenden Mausen abgeschwacht, wohingegen es bei Mausen mit partieller SOD2-
Defizienz zur Exazerbation kam (Liang LP, 2004a).

Die Daten belegen, dass subklinische Defekte eines antioxidativen Schutzenzyms gepaart mit
exogenen Toxinen in selektiver Neurodegeneration munden kénnen.

Auf der anderen Seite kann auch mitochondriale Dysfunktion bedingt durch verminderte
mtDNA-Expression zu einem PD-Phanotyp in Mausen fiihren. Ursache der verminderten
mtDNA-Expression ist ein selektiver Knock-Out fiir den Mitochondrialen Transkriptionsfak-
tor A (TFAM) in den dopaminergen Neuronen der SN. Bei den Mdusen konnten selektiv in
dieser Region Elektronentransportketten-(ETC)-Defekte in Kombination mit Zellverlusten
nachgewiesen werden (Ekstrand MI, 2007). Offenbar ist eine ausreichende Zahl an suffizien-
ten mtDNA-Kopien essentiell fiir die Funktion und Uberlebensfihigkeit der dopaminergen
SN-Neurone.

Uber den Zusammenhang des Alterungsprozesses mit mtDNA-Schadigung wird seit vielen
Jahren intensiv geforscht. Wéhrend eine Korrelation von Altern zu erhéhten ROS- und
AmtDNA-Belastungen mittlerweile gut etabliert ist, steht der Kausalitatsnachweis nach wie
vor aus (Andersen JK, 2004). Die AmtDNA treten ubiquitér bei verschieden Erkrankungen
und in verschiedenen Zellarten auf, allerdings zeigen dopaminerge Neurone eine besondere
Suszeptilitat fur Schaden. Ursachlich konnte der Beobachtung die starke Exposition gegen-
uber ROS zu Grunde liegen (Manfredi G, 2006). AmtDNA konnen lange Zeit klinisch stumm
bleiben. Wird jedoch ein gewisser Schwellenwert uberschritten, manifestieren sich die
AmtDNA als mitochondriale Funktionsstorung (Bender A, 2006). Mitochondriale Dysfunkti-
on wird haufig mit Alterungsprozessen und Neurodegeneration assoziiert (Baron M, 2007).

In der vorliegenden Arbeit sollen Kausalitit und zeitliche Dynamik von AmtDNA untersucht
werden. Als Modell wurde hierfur das SOD2-KO-Mausmodell gewahlt. Durch den Ausfall
der kompartimentspezifischen SOD2 ist das Modell durch ein hohes Mal} an endogenem
oxidativen Stress selektiv in den Mitochondrien gekennzeichnet.

Im theoretischen Teil der Arbeit sollen zundchst, unter Berlicksichtigung der aktuellen For-
schung, die Grundlagen von oxidativem Stress, Mitochondrien und SOD2 vermittelt werden.

16



1.2. Oxidativer Stress

Oxidativer Stress spielt eine wichtige Rolle in der Pathogenese neurodegenerativer Erkran-
kungen und des Alterns. UbermaBiger oxidativer Stress filhrt zu strukturellen und funktionel-
len Verdnderungen der Zelle. Besonders davon betroffen sind die Mitochondrien und die
mtDNA. Einerseits sind Mitochondrien hauptverantwortlich fiir die Produktion des oxidativen
Stresses, andererseits sind sie auch Hauptzielscheibe. Die Zelle verfugt Gber verschiedene
Schutzmechanismen, um oxidativen Stress zu bekampfen. Bei Uberlastung des antioxidativen
Systems kann oxidativer Stress Schaden anrichten (Lee HC, 2007).

1.2.1. Begriffsbestimmung oxidativer Stress

Unter oxidativem Stress versteht man die VVerschiebung des Gleichgewichts zwischen reakti-
onsfreudigen Molekilen, - v.a. sogenannte freie Radikale, aber auch anderer Verbindungen
(,,reactive species®, RS) - und antioxidativ wirkenden Substanzen zu Gunsten der freien Radi-
kale. D.h. die Schutzmechanismen der Zelle reichen nicht mehr aus, um die aggressiven Mo-
lekile zu neutralisieren. Es besteht die Gefahr von Gewebeschaden. Besonders geféhrdet sind
Lipide, Proteine, DNA und RNA. Die oxidativen Veranderungen dieser Strukturen fiihren zu
schweren funktionellen Beeintrachtigungen. Deshalb setzen aerob lebende Zellen verschie-
denste enzymatische und nicht-enzymatische Schutzmechanismen ein (Halliwell B, 2006a).

1.2.2. Ursache und Wirkung von oxidativem Stress

Urséchlich fur oxidativen Stress ist der Sauerstoff-(O,)-Bedarf der Menschen bzw. diverser
Tiere. Ohne O, sind viele Organismen nicht lebensfahig. Allerdings kann Hyperoxie toxisch
und damit auch neurotoxisch wirken (Chavko M, 2003). In Rahmen der ETC u.a. metaboli-
scher Reaktionen féllt der Grofteil der RS in Form von ROS in den Mitochondrien an. Wich-
tigste Produzenten der mitochondrialen ROS sind Komplex | und Komplex 11l der ETC (Ba-
laban RS, 2005; Murphy MP, 2009). Uber experimentelle Manipulationen, die das
Redoxpotential von Komplex | (Kushnareva Y, 2002) bzw. Komplex 11l (Chen Q, 2003) er-
hohen, kann generell die ROS-Produktion gesteigert werden. Dies unterstitzt die Vermutung,
dass das Redox-Potential im Bereich von Komplex | und Komplex Il wichtig fur die Forma-
tion von ROS ist (Balaban RS, 2005). Insgesamt spielt Komplex | Gber zwei verschiedene
Mechanismen eine herausragende Rolle fiir eine hohe O, *-Produktion: Zum einen Uber ret-
rograden Elektronentransport bei hohem elektrochemischen Gradienten (AW) und reduziertem
Coenzym Q-(CoQ)-Pool, zum anderem durch Flavinmononukleotid (FMN). Stellen Mito-
chondrien aktiv ATP her, ist die Rate an O, "-Produktion deutlich niedriger als im Ruhestadi-
um. Dies impliziert, dass in vivo Bedingungen, die zu einem retrograden Elektronentransport
oder einer Akkumulation von Nikotinamidadenindinukleotid (NADH) fiihren, die O; -
Produktion begunstigen (Murphy MP, 2009).

Die folgende Tabelle soll einen Uberblick iiber weitere mitochondriale ROS-Quellen geben,
wobei die Daten auf Experimenten an isolierten Enzymen oder Mitochondrien beruhen. Thr
Beitrag zu der mitochondriale ROS-Produktion unter physiologischen Bedingungen bleibt
noch unklar (Andreyev AY, 2005).
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Tabelle 1: Ubersicht tiber zusétzliche mitochondriale ROS-Quellen

Enzym

Metabolische Funktion

Referenz

Cytochrom b5 Reduktase

ETC

(Whatley S., 1998)

Monoaminooxidase
(MAO A/B)

Oxidation biogener Amine;
im Hirn auch
Neurotransmittersynthese

(Hauptmann N., 1996)

Dihydroorotatdehydrogenase
(DHOC)

Pyrimidinnukleotidsynthese

(Forman JH, 1975, 1976)

a-Glycerophosphatdehydrogenase
(GPDH)

Lipidmetabolismus; Rege-
nerierung von zytosol.
NAD" uiber Glycerol-
Phosphat-Shuttle

(Miwa S., 2003)

Succinatdehydrogenase (SDH) ETC (Zhang L., 1998)
Aconitase TCA (Vasquez-Vivar J., 2000)
a-Ketoglutarardehydrogenase- TCA (Tretter L., 2004)

Komplex (KGDHC)

Einige Arten an RS werden nicht sofort eliminiert, da ihnen eine biologische Funktion zu-
kommt: Sie dienen als intrazelluare Ubermittler von Informationen, dadurch dass sie in eine
Reihe von Signalkaskaden involviert sind (Balaban RS, 2005; Starko AA, 2008).

Des Weiteren nehmen sie zum einen direkt an der Infektionsabwehr teil (Dowling DK, 2009),
zum anderen stellen sie wichtige Koordinatoren der Entztindungsantwort dar (Shelton MD,
2008).

Andererseits besteht bei zu hohen RS-Spiegeln die Gefahr der Gewebeverletzung: So kommt
es bei Wiederholung von entsprechenden Ereignissen zu kumulativen Schaden, die bei Uber-
schreiten einer Schwelle letztlich zu chronischen Krankheiten fuhren (Halliwell B, 2006b).
Oxidativer Stress auf hohem Niveau bedeutet eine suffiziente Energieversorgung flr die Zelle,
zugleich bergen hohe ROS-Levels die Gefahr der Schadigung der Zelle. Insofern ist der Um-
fang des oxidativen Stresses immer ein Kompromiss (Dowling DK, 2009).

In hoheren Konzentrationen konnen ROS bedeutenden Schaden an Zellstrukturen, Nuklein-
séuren, Lipiden und Proteinen anrichten (Valko M, 2006). V.a. das Hydroxylradikal (OHe) ist
bekannt daflr, mit samtlichen Komponenten des DNA-Molekiils zu reagieren, so dass sowohl
Purin- und Pyrimidinbasen als auch das Desoxyribose-Ruckgrat geschadigt werden (Halliwell
B, 1999). Dabei zahlt die Bildung von 8-Hydroxy-Guanosin (8-OH-G) zu der meist unter-
suchten DNA-Lasion. Die permanente Modifikation des genetischen Materials, verursacht
durch oxidative Schadensereignisse, stellt den ersten Schritt fir Mutagenese, Karzinogenese
und Altern dar (Valko M, 2007).

Des Weiteren ist bekannt, dass Metall-induzierte ROS-Generation nicht nur Schaden an der
DNA bedingen, sondern auch andere zelluldare Komponente wie die besonders empfindlichen
mehrfach ungesattigten Fettsduren attackieren. Damit sind von diesem Mechanismus v.a.
Membranen (inkl. Mitochondrienmembran) betroffen (Siems WG, 1995). Nach Bildung eines
Peroxylradikals (ROO¢*) kann das mutagene Malondialdehyd (MDA) gebildet werden (Mao H,
1996). 4-Hydroxy-2-Nonenal (HNE) stellt eines der toxischen Hauptproduk der
Lipidperoxidation dar (Valko M, 2007).

In verschiedenen Untersuchungen konnte nach Exposition von Hydroxylradikalen (OHe) bzw.
von einem Gemisch aus O, ~und OHe die genauen Mechanismen der oxidativen Schadigung
von Proteinen untersucht werden (Stadtmann ER, 2004, Dalle-Donne 1, 2003; 2006).
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1.2.3. Neutralisation reaktiver Molekile

Im Organismus sind diverse antioxidative Mechanismen vorhanden, die die Konzentration
schédlicher reaktiver Molekdle auf niedrigem Niveau halten. Prinzipiell kdnnen drei Ebenen
der oxidativen Stressabwehr unterschieden werden (Loffler G, 2006):

(1) Die primére Pravention verhindert die Bildung reaktiver Molekiile.

(2) Die sekundére Pravention verhindert ihre Wirkung.

(3) Die tertidre Pravention verhindert das Fortschreiten der Schaden bzw. die Entwick-
lung von Komplikationen.

Hinsichtlich der zu Grunde liegenden Mechanismen unterscheidet man zwischen nicht-
enzymatischen und enzymatischen Reaktionen (Loffler G, 2006).

Die folgende Tabelle bietet eine systematische Ubersicht iiber die wichtigsten Abwehrmecha-
nismen (Loffler G, 2006).

Tabelle 2: Ubersicht des antioxidativen Abwehrsystems (modifiziert nach Léffler G., 2006)

System Verbindung Funktion/Bemerkung
Nicht-enzymatisch a-Tocopherol Unterbrechung von Radikalenketten
(Vitamin E)

B-Carotin (Vitamin A) Unterbrechung von Radiakelenketten,
Reaktion mit reaktivem O,

Ascorbat (Vitamin C) Diverse antioxidative Funktionen
Glutathion Diverse antioxidative Funktionen
Harnséure Radikalfanger

Enzymatisch Superoxiddismutasen Bildung von H,0,

(verschiedene Isoformen)

Glutathionperoxidasen Abbau von Peroxiden
(verschiedene Isoformen)

Katalase Abbau von Wasserstoffperoxid (H,Oy
Enzymatische Konjugationsenzyme Glutathion-S-Transferase
Hilfsmechanismen Glucuronyltransfersasen
Glutathionregenerierung | Glutathionreduktase
Reparatursysteme DNA-Reparatur

Abbau oxidierter Proteine und Lipide

1.2.3.1. Primére Pravention der Reaktiven Spezies

Einerseits sind einige Ubergangsmetalle an der Bildung von RS beteiligt, andererseits existie-
ren einige Metalloenzyme, die O,-abhé&ngige Reaktionen katalysieren, ohne dass ROS entste-
hen. Prominentes Beispiel hierfur ist die COX: Der spezifische Aufbau im aktiven Zentrum
des Enzyms wirkt der Entstehung schadigender Sauerstoffspezies entgegen (Berg JM, 2007;
Brzezinski P, 2008).

Einen anderen Ansatzpunkt im Sinne der priméren Prévention stellen diverse Enzymsysteme
dar, die niedrige O,-Levels bewirken. Zu dieser Gruppe zahlen beispielsweise die Glutathion-
S-Transfersasen (Loffler G, 2006).
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1.2.3.2. Sekundére Pravention der Reaktiven Spezies

Bei den Substanzen aus dieser Gruppe handelt es sich um Antioxidanzien im engeren Sinne.
Sie inaktivieren RS und beugen so der schadigenden Wirkung vor (Loffler G, 2006).

Unter den nicht-enzymatischen Antioxidantien treten zwei Vitaminderivate besonders hervor:
a-Tocopherol (Vitamin E) wirkt membranprotektiv, in dem es Lipide mit Hilfe von Ascorbat
(Vitamin C) vor der Peroxidation schutzt. (Parks E, 2000). Vitamin-E-Defizienz fihrt zu
schweren neurologischen Ausfallen, wobei das zentrale Nervensystem (ZNS) starker als das
periphere Nervensystem (PNS) von dem Schaden betroffen ist (Halliwell B, 2006a).
Vitamin-C-Defizienz (bedingt durch Vitamin-C-Transporter-Defekt) fihrt im Mausmodell
postnatal zum akuten Lungenversagen und zerebralen Hamorrhagien. Die Mduse sterben in-
nerhalb weniger Minuten nach der Geburt. Die Daten implizieren, dass Vitamin C essentiell
fiir Gehirn und Lunge zur Bewaltigung der Geburtshyperoxie (rapider Anstieg der Sauerstoff-
konzentration auf 21%; die intrauterinen Levels sind deutlich niedriger) ist (Sotiriou S, 2002).
Im Rahmen der Neuroprotektion ist Vitamin C nicht unumstritten. Jiingere Daten belegen,
dass Vitamin C v.a. im vorgeschéadigten Hirn oxidativen Schaden weiter vorantreiben kann.
Dementsprechend ist der Netto-Effekt durch Vitamin C in Hinblick auf ZNS-Schaden kaum
vorhersehbar. Nichtsdestotrotz Gberwiegt wahrscheinlich der protektive Effekt (Rice ME,
2000; Huang J, 2001; Halliwell B, 2006a).

Daruber hinaus verfligen tierische Zellen tber eine leistungsstarke Enzymmaschinerie. Zu den
wichtigen  Vertretern dieser Gruppe zahlen die Katalase sowie verschiedene
Superoxiddismutasen und Glutathionperoxidasen (Berg JM, 2007). Die pathologischen Pha-
notypen diverser transgener und KO-Mausmodelle fir die einzelnen Enzyme veranschauli-
chen ihre Bedeutung (Youngmok CJ, 2009). Genetisch manipulierte Mause mit multiplen De-
fekten antioxidativer Enzyme zeigen einen erhOhten Sensitivitdtsanstieg gegeniber
oxidativem Stress (Van Remmen H, 2004). Jedes Enzym fur sich ist essentiell, allerdings ent-
faltet sich der volle Schutz erst im Zusammenspiel aller Komponenten.

Abbildung 1 und 2 stellen die komplexen Zusammenhénge schematisch dar:

2e’
H20; 2 Hz0
Oxidative v =
Schadigung
20z 20, biologischer Peroxidase
0> Molekile
\/ 2 GSH GSSG
Superoxid \—/
Dismutase
Oxidative /\ /_\
Schadigung 2H" NADP" NADPHAH'
biologischer H20,
Molekiile H,0 \—/.
GIC-6-P-
Katalase /\ Dehydrogenase
1
02 GIC-6-P P-P-Glucomat

Abbildung 1: Bedeutung diverser Enzyme bei der Entstehung und Beseitigung potentiell schadlicher Mo-
lekile (modifiziert nach Loffler G., 2006)
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Abbildung 2: Bedeutung von Vitamin E (Tocopherol) und Vitamin C (Ascorbat) bei der Entstehung und
Beseitigung potentiell schadlicher Molekil (modifiziert nach Loffler G., 2006)

1.2.3.3. Tertiare Pravention der Reaktiven Spezies

Reparaturvorgénge, die oxidativ beschadigte Molekule beseitigen und ersetzen, sind essentiell
fir die Integritéat der Zelle. Wichtige Elemente der tertidren Pravention umfassen Enzyme der
DNA-Reparatur, sowie lipolytische Enzyme, die dem Ersatz von Membranlipiden dienen
(Loffler G, 2006). Wie gleicht die Zelle und im Speziellen das Mitochondrium die oxidativ
bedingten DNA-Schaden aus? Prinzipiell verfolgen Mitochondrien im Umgang mit mtDNA-
Schéden drei Strategien (Berneburg M, 2006):

(1) Kompensation der geschadigten DNA durch unversehrte DNA. Jungere Untersuchun-
gen belegen zudem einen einzigartigen Mechanismus, der es Mitochondrien erlaubt,
mutierte DNA komplett durch Selektion zu eliminieren (Stewart JB, 2008).

(2) Degradation der geschadigten mtDNA-Molekiile (Berneburg M, 2006).

(3) Reparatur des Schadens (Berneburg M, 2006).

Entgegen der lange Zeit vorherrschenden Meinung verfligen auch Mitochondrien Uber ein
effizientes Reparatursystem (Bohr VA, 2002). Dies soll im Folgenden in Abgrenzung zum
Reparatursystem der nDNA dargestellt werden.

1.2.3.3.1. Basenexzisionsreparatur

Wesentlicher Baustein des Systems ist die sogenannte ,,Base excision repair“ (BER,
Basenexzisionsreparatur); d.h. schadhafte Basen kénnen ausgeschnitten und entfernt werden.
Dieser Reparaturmechanismus umfasst die 8-Oxoguanin-DNA-Glykosylase (OGG1), Uracil-
DNA-Glykosylase, Thyminglykolglykosylase, AP-Endonuklease, POLG und die Ligase Il
(Berneburg M, 2006).

Besonders hervorzuheben ist dabei OGG1, das offenbar fiir die Integritdt der mtDNA von
groRerer Bedeutung als fur die nDNA ist: In OGG1-defizienten Mdusen war die Rate an 8-
OH-G (im Vergleich zu Wildtypen) in der mtDNA 20fach, in der nDNA dagegen nur zwei-
fach (deSouza-Pinto N, 2001) erhéht. MutmaBlich spielt OGG1 in der Pravention von
AmtDNA eine wichtige Rolle. Einerseits ist die OGG1-Expression im Kleinhirn besonders
hoch, einer Region, die selbst im hohen Alter nur sehr wenige AmtDNA aufweist (Meissner C,
2006); andererseits weisen Neurone gealterter Méuse verminderte OGG1-Levels auf, so dass
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es vermehrt zu DNA-Doppelstrangbriichen kommt, die an der Entstehung von AmtDNA be-
teiligt sind (Rolseth V, 2008).
Erwéhnenswert ist auch ein besonderer Aspekt der POLG: Sie besitzt zusatzlich eine korrek-
turlesende Funktion. Genetisch manipulierte Mause ohne diese Funktion, zeigten Zeichen des
vorzeitigen Alterns bei verkurzter Lebensdauer und eine Akkumulation von Mutationen in der
mtDNA (Trifunovic A, 2004).

1.2.3.3.2. Basenfehlpaarungsreparatur

Wéhrend der Mechanismus der ,,mismatch repair“ (MMR, Basenfehlpaarungsreparatur) fir
die nDNA etabliert ist, erscheint sie fur die mtDNA nach wie vor fragwirdig (Berneburg M,
2006). In jungsten Arbeiten konnte allerdings ein funktioneller MMR-Pathway fur Mito-
chondrien identifiziert werden (deSouza-Pinto NC, 2009).

1.2.3.3.3. Doppelstrangbruchreparatur

Dagegen gibt es eindeutige Hinweise auf mitochondriale Mechanismen der ,,double-strand
break repair (DSBR, Doppelstrangbruchreparatur). Doppelstrangbriiche werden v.a. via
homologer Rekombination repariert. Zudem bietet die DSBR nicht-homolge Optionen der
Verbindung freier DNA-Enden. Hierbei dirften v.a. die DNA-Enden bindenden Proteine Ku
70 und Ku 80 eine Rolle spielen. Sie kénnen freie DNA-Enden detektieren und binden
(Berneburg M, 2006).

1.2.3.3.4. Nukleotidexzisonsreparatur

Nach aktuellem Kenntnisstand verfligt die mtDNA, im Gegensatz zu der nDNA, nicht (ber
eine ,,nucleotide excision repair” (NER, Nukleotidexzisonsreparatur) (Berneburg M, 2006).

Zusammengefasst verfugt die mtDNA also im Vergleich zur nDNA Uber weniger Reparatur-
optionen (Moran NA, 1996), bei gleichzeitig a priori erhéhten Mutationsraten (Brown WM,
1979). Die humane mtDNA (und auch die mtDNA anderer Spezies) weist ein zehnfach hohe-
res Niveau an Variationen pro Nukleotid als die nDNA auf(Brown WM, 1979).
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1.3. Mitochondrien

Ziel der Arbeit ist die Darstellung der komplexen Zusammenhénge von oxidativem Stress,
Mitochondrien und Alterungsprozess. Fur das Verstandnis ist die Auseinandersetzung mit den
physiologischen und genetischen Grundlagen des Organells essentiell. Ebenso soll auf die
Pathologie der Mitochondrien eingegangen werden.

Bei Mitochondrien handelt es sich um semiautonom reproduzierende Organellen innerhalb
eukaryotischer Zellen. Sie zeichnen sich durch eigenes genetisches Material aus, das
mitochondriales Genom (Mitom) genannt wird (Scheffler IE, 1999). Die mtDNA wird
maternal vererbt und enthalt viele Polymorphismen; so dass die Analyse der mtDNA ein
wichtiges Werkzeug der Populationsgenetik zur Rekonstruktion von phylogenetischen Zu-
sammenhangen darstellt (Bullerwell CE, 2004).

GemaR der Endosymbionten-Theorie entstanden Mitochondrien vor ca. zwei Milliarden Jah-
ren, aus der Symbiose von einem a-Proteobakterium, das zur oxidativen Phosphorylierung
fahig war, mit einer Zelle. Auf diese Weise konnte eine stabile, endosymbiotische Bezieung
etabliert werden (Blankenship RE, 1998; Gray MW 1999; Pollard TD, 2007).

Mitochondrien bestehen aus zwei membranumhullten, ineinanderliegenden Kompartimenten.
Hauptaufgabe der inneren Membran ist es, Energie aus Metaboliten des
Intermedidrstoffwechsels in die universelle Energieeinheit ATP umzuwandeln. Dabei sind
auch Proteine des intermembrandsen Raums beteiligt, die dartber hinaus nach Freisetzung ins
Zytoplasma auch den programmierten Zelltod ausldsen kénnen (Green DR, 2004). Der Prote-
inimport erfolgt streng reguliert und kontrolliert Gber spezielle Translokasen (Koehler CM,
2004; Pollard TD, 2007, Ahting U, 2008).

Zahl und Form der Mitochondrien variieren je nach Zelle, Gewebe und metabolischen Status
(Scheffler IE, 1999; Pollard TD, 2007).

1.3.1. Besonderheiten der mitochondrialen Genetik

Das Mitochondrium zeichnet sich als Zellorganell dadurch aus, dass es uber ein eigenes Erb-
gut verfugt, das in der mitochondrialen Matrix lokalisiert ist. Die Replikation erfolgt weitge-
hend unabhangig vom Zellzyklus. AulRerdem weist die mtDNA im Vergleich zur nDNA eine
Reihe von Besonderheiten auf. Wesentliche Aspekte werden im Folgenden ausgefihrt
(Scheffler IE, 1999).

(1) Die maternale Vererbung:
Samtliche mtDNA, die die Zygote erhalt, stammen von der Oozyte, d.h. eine Mut-
ter mit Mutationen wird diese an S6hne und Tochter weitergeben, jedoch kénnen
nur Tochter die Mutationen an nachfolgende Generationen Ubertragen (Wallace
DC, 1999). Ein jiingst entdeckter Mechanismus (,,purifying selection®) ermdoglicht
es der Natur, pathogene Mutationen in Keimbahnzellen auszusortieren, so dass die
mtDNA-Defekte nicht an die Nachkommen weitergegeben werden (Stewart JB,
2008).

(2) Das Phanomen der Heteroplasmie (Schwellenwerteffekt):
Im Gegensatz zu dem diploiden nuklearen Genom existieren von der mtDNA pro
Zelle mehrere 100 bis 1000 Kopien. Existieren innerhalb einer Zelle zwei oder
mehr Allele der mtDNA in einem variablen Verhdltnis, spricht man von
Heteroplasmie. Analog dazu beschreibt der Begriff Homoplasmie das Vorliegen
eines einzigen Allels. Erreicht der Anteil mutierter mtDNA einen bestimmten Wert,
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wird der genetische Defekt durch biochemische Funktionsstdrungen symptoma-
tisch (Wallace DC, 1999). Je nach Zelltyp und Art der Mutation variiert der
Schwellenwert: Fiir AmtDNA liegt er typischerweise bei ca. 60% (Sciacco M,
1994), fur Punktmutationen bei ca. 85% (Boulet L, 1992; Chomym A, 1992). Inte-
ressanterweise korreliert der Grad der Heteroplasmie mit der Manifestationsstarke
(Wallace DC, 1999).
(3) Die mitotische Segregation:

Bei der Zellteilung kann sich der Anteil mutierter mtDNA in den Tochterzellen
andern. Kommt es dabei zur Uberschreitung des pathogenen Schwellenwerts, kann
sich der Phanotyp andern. Dementsprechend kann man bei Mitochondriopathien
haufig im zeitlichen Verlauf Variabilitaten der Krankheitssymptome - meist leider
im Sinne einer Progression - beobachten (Wallace DC, 1999).

Jedes Mitochondrium enthalt vier bis zehn Molekiile mtDNA und jede Saugetierzelle enthalt
1000 bis 100000 Kopien der zirkularen mtDNA (Wallace DC, 1999). Das menschliche Mitom
ist mit 16569 Bp relativ klein. Andererseits ist der Informationsgehalt im Verhaltnis zur Gro-
Re hoch, was u.a. auf das Fehlen von Introns - von einer ca. 1 kBp kleinen nicht-codierenden
Region abgesehen - zuriickzufiihren ist. 37 Gene kodieren fiir 13 Proteine der Atmungskette
bzw. der mitochondrialen Membranen und fir zwei ribosomale RNAs (rRNAs) und 22 trans-
fer RNAs (tRNAs). Dem gegentiber steht der Bedarf von iber 600-1000 mitochondrialen Pro-
teinen, die fur die Atmungskette sowie fur Struktur und Reproduktion bendtigt werden. Diese
werden nukleér codiert, im Zytoplasma synthetisiert und ins Mitochondrium importiert (Pol-
lard TD, 2007).

1.3.2. Funktion der Mitochondrien

Mitochondrien werden populdrwissenschaftlich gerne als ,,Kraftwerke der Zelle* bezeichnet.
Allerdings ware es zu kurz gegriffen, die Funktion dieses Zellorganells auf die bloRe Energie-
produktion zu reduzieren. Nichtsdestotrotz spielen sie die entscheidende Rolle in der Energie-
versorgung der Zelle: In ihrem Kompartiment ist die Atmungskette lokalisiert, die malgeblich
fir die ATP-Produktion der Zelle ist. Eine weitere Beteiligung der Mitochondrien am Meta-
bolismus findet im Rahmen der 3-Oxidation und des Citratzyklus (TCA) statt (Berg JM,
2007).

Dariiber hinaus sind Mitochondrien mitverantwortlich fur die Calcium-(Ca?")-Homdostase:
bei erhdhten Ca®*-Konzentrationen werden die lonen von Mitochondrien aufgenommen, so
dass die zellschadigende Wirkung abgepuffert wird und der programmierten Zelltod, genannt
Apoptose, auslost wird. AulRerdem synthetisieren sie (partiell) Pyrimidine und H&m sowie Fe-
S-Cluster, die von einigen Enzymen bendtigt werden. Schlussendlich sei ergénzt, dass in den
Mitochondrien die Transkription, Translation und Replikation der mtDNA stattfindet (Pollard
TD, 2007). Die folgenden Ausfiihrungen beschranken sich auf die, fir die Arbeit relevanten
Aspekte, Apoptose, Energieproduktion und Biogenese der Mitochondrien.

1.3.2.1. Apoptose

Der Begriff Apoptose beschreibt einen zelluldren Suizid bedingt durch die Aktivierung eines
vorgegebenen zellularen Programms. Apoptose geht, im Gegensatz zum nicht-apoptotischen
programmierten Zelltod, mit charakteristischen strukturellen Anderungen einher. Mitochond-
rien spielen in der Entscheidung Uber Leben oder Tod der Zelle eine herausragende Rolle
(Lockshin RA, 2001).
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1.3.2.2. Atmungskette und Energiestoffwechsel

Die mitochondriale Energiegewinnung erfolgt Gber die oxidative Phosphorylierung
(OXPHOS) der Atmungskette. OXPHOS setzt sich aus funf Enzymkomplexen zusammen.
Komplex I, I1, I, IV stellen die ETC dar, welche mit Hilfe von atomarem Sauerstoff Wasser-
stoffatome von Kohlenhydraten und Fetten oxidieren. Abgesehen von Komplex Il bestehen
alle Komplexe u.a. auch aus mitochondrial kodierten Proteinen. Die Energie, die bei der ETC
frei wird, wird zum Aufbau eines elektrochemischen Gradienten (AW) genutzt, indem Proto-
nen durch die innere mitochondriale Membran gepumpt werden. Die Reduktion des O, zu
H,O ist also tiber AY an die Phosphorylation von ADP gekoppelt. Bei hohen exogenen ADP-
Leveln erfolgt die ATP-Synthese Uber Komplex V durch Ausweitung des AY und O, wird
tiber die Atmungskette verbraucht, um AY wiederherzustellen (state-111-Atmung). Ist jedoch
das niedrige ADP-Niveau der limitierende Faktor, wird A¥Y vermindert, das Tempo der ETC
verlangsamt sich und der O,-Verbrauch wird damit niedrig gehalten (state-IVV-Atmung). Das
Verhéltnis aus state-111-Atmung zu state-1V-Atmung wird ,,respiratory control ratio (RCR)
genannt (Kokosza JE, 2001).

Annahernd 0,4 bis 4% des molekularen O,, der von den Mitochondrien verbraucht wird, re-
sultiert in einer toxischen Nebenreaktion: Ausgehend von den initialen Schritten der ETC
wird statt der Umsetzung zu H,0O, Uber den Transfer eines einzelnen Elektrons, das hoch toxi-
sche O, " gebildet. Die Hauptquelle fir solche Elektronen, die O, * bilden, ist Komplex |
(Chance B, 1979; Turrens JF, 1985; Murphy MP, 2009). Die SOD2 setzt die O, ~ zu H,0;
um. Das mitochondriale H,O, wird dann von der Gluthationperoxidase-1 (Gpx-1) zu H,O
reduziert. H,O, kann allerdings in der Gegenwart von reduzierten Ubergangsmetallen tiber die
sogenannte Fenton-Reaktion auch zu dem hoch toxischen OHe« konvertiert werden (Giulivi C,
1995). Bei Hemmung der mitochondrialen OXPHOS steigt die Rate der missgerichteten
Elektronen der ETC und konsekutiv die ROS-Produktion. Dementsprechend ist die ROS-
Produktion im Ruhestadium (state-1VV-Atmung) hoher als im aktivierten Stadium (state-Il1-
Atmung). Uberschreitet die ROS-Konzentration die Entgiftungskapazitat der Mitochondrien
bzw. der Zelle, kann der daraus resultierende chronische Stress die mitochondriale
Permeabilitatstransitionspore (mtPTP) 6ffnen (Petronilli V, 1994; Zoratti M, 1995). Dies re-
sultiert in dem Kollaps von AY, dem Verlust von Matrixflissigkeit und der Schwellung des
Mitochondriums, das die Freisetzung von Cytochrom C (Cyt c), den Procaspasen-2, -3 und -9,
apoptosis-initiating factor (AIF) und der Caspase-aktivierten-DNase verursacht. Damit wird
die Degradation zelluléarer Strukturen initiiert(Liu X, 1996). Abgesehen von oxidativem Stress
kann mtPTP durch vermindertes A, durch niedrige Levels an ADP und ATP in der Matrix
und/oder durch die exzessive Aufnahme von Ca®*" aktiviert werden (Bernardi P, 1992;
Lapidus RG, 1994). D.h. verminderte mitochondriale Energieproduktion und/oder
mitochondrialer oxidativer Stress kbnnen Apoptose und in der Folge auch Gewebeverfall und
Seneszenz verursachen. Damit wird deutlich, wie stark die einzelnen Funktionen (ETC,
Apoptose, Ca’*-Homdostase) Hand in Hand gehen.

1.3.2.3. Biogenese der Mitochondrien und Aufrechterhaltung der
MtDNA

Die Regulation der mitochondrialen Biogenese und der mtDNA erfolgt Gber die abgestimmte
Expression nukleédrer und mitochondrialer Gene. Hormone und sekundére Botenstoffe senden
eine Vielzahl intra- und extrazellul&rer Signale, die berlicksichtigt werden missen, um eine
ausreichende Zahl an Mitochondrien zu gewdhrleisten, so dass der Energiebedarf gedeckt
werden kann. Man nimmt an, dass ROS der ETC an der Signaltbermittelung von den Mito-
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chondrien zum Nukleus beteiligt sind. Wahrscheinlich ist erhthter oxidativer Stress unter
pathologischen Bedingungen und im Rahmen des Alterungsprozess an einer Anderung der
Mitochondrienzahl, der mtDNA-Kopien bzw. -Integritét in der menschlichen Zelle wesentlich
beteiligt. (Lee HC, 2000b).

1.3.2.3.1. Biogenese der Mitochondrien

Das Wachstum der Mitochondrien erfordert einen Import der meisten der hierflr bendtigten
Proteine aus dem Zytoplasma, die interne Synthese einiger Proteine sowie die Replikation des
Genoms (Lee HC, 2005). Die im Zytoplasma synthetisierten mitochondrialen Proteine werden
mit Signal- und Zielsequenzen versehen, die sie zu ihrem Bestimmungsort dirigieren (Pfanner
N, 2000).

Ahnlich wie Zellen teilen sich Mitochondrien, aber im Gegensatz zu den meisten Zellen fusi-
onieren sie auch mit anderen Mitochondrien. Bereits vor hundert Jahren wurden die Vorgange
der Fusion und Fission beobachtet. Inzwischen ist bekannt, dass das Gleichgewicht zwischen
standiger Fusion und Fission bestimmend fir die Zahl der Mitochondrien innerhalb einer Zel-
le sind. Sowohl Fusion als auch Fission sind abhangig von Proteinen mit
Guanintriphosphatase-(GTPase)-Domanen, die verwandt sind mit Dynamin, einem Protein,
das bei der Endozytose eine wichtige Rolle spielt (Pollard TD, 2007).

Funktionsverluste der Fusionsproteine fihren zu Zellen mit zahlreichen kleinen Mitochond-
rien, einige weisen auch eine verminderte Zahl an mtDNA-Molekilen auf. Humane Mutatio-
nen in den Genen fur Fusionsproteine resultieren in Defekten der Myelinscheide mit gescha-
digten Axonen (hierbei handelt es sich um eine Form der Charcot-Marie-Tooth Krankheit)
und in einer Atrophie des optischen Sehnervs. Mitochondriale Fusionsproteine werden auch
flr die Apoptose benétigt (Pollard TD, 2007; Hudson G, 2008).

1.3.2.3.2. Replikation der mtDNA

Die Replikation der mtDNA erfolgt vorwiegend in der spaten S- und Gj-Phase des
Zellzykluses, im Prinzip ist die Replikation allerdings wahrend des gesamten Zellzykluses
maoglich (Bogenhagen D, 1977). Aullerdem konnte gezeigt werden, dass die mtDNA-
Replikation nicht simultan zu Wachstum und Teilung des Organells stattfindet (Shadel GS,
1997). D.h. die mtDNA-Replikation ist nicht zwangslaufig an die mitochondriale Proliferation
gekoppelt. Beim Menschen variiert die Zahl der mtDNA-Kopien je nach Zelltyp der Gewebe-
arten und wird normalerweise innerhalb eines Schwankungsbereichs konstant gehalten
(Moraes CT, 2001). Unter normalen physiologischen Bedingungen verdoppelt sich jedes
mtDNA-Molekil pro Zellzyklus, so dass jede Tochterzelle eine Kopie erhélt und die Quanti-
tat der mtDNA aufrechterhalten wird. Andern sich die physiologischen Bedingungen, kann
die Zahl der Kopien dem Energiebedarf der Zelle angepasst werden. Zahlreiche Publikationen
belegen, dass die Zahl der Kopien in bestimmten Geweben wéhrend Zellwachstum und -
differenzierung und nach Hormonbehandlung bzw. kérperlicher Anstrengung moduliert wird
(Williams RS, 1986; Renis M, 1989; Shay JW, 1990; Wiesner RJ, 1992). Nichtsdestotrotz ver-
bleiben eine Reihe ungeldster Fragen in Hinblick auf die Regulation der Replikation unter
bestimmten physiologischen und Entwicklungsbedingungen.
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1.3.2.3.2.1. Steuerung durch nukledere Gene

Die Aufrechterhaltung der mtDNA-Kopienanzahl ist ein komplexer Prozess, der u.a. Uber die
Expression bestimmter nukledrer Gene gesteuert wird (Shadel GS, 1997).

NRF-1 und NRF-2 regulieren u.a. die Expression zahlreicher anderer Gene, die an der
mtDNA-Replikation beteiligt sind (Evans MJ, 1990). Der mitochondriale Transkriptionsfak-
tor A (MtTFA, syn. TFAM) reguliert u.a. die Replikation und die Transkription des Mitoms
(Virbasius JV, 1994). Es konnte gezeigt werden, dass das TFAM-Gen sowohl fiir NRF-1 als
auch fir NRF-2 eine Bindungsstelle enthalt. Diese Einrichtung ermdglicht die Vernetzung der
Expression nDNA-codierter Proteine mit der Transkription mtDNA-codierter Gene (Virbasius
JV, 1994). Peroxisomen-proliferationsaktivierter-Rezeptor-y-Coaktivator-1o (PGC-1a) gilt als
wichtiger Regulator der mitochondrialen Biogenese (Puigserver P, 2003). Neben anderen
Faktoren konnen auch POLG, die mitochondriale RNA-Polymerase, TFAM, Endonuklease G,
mtDNA-singel-Strang-bindendes-Protein  (mtSSB) Replikation bzw. Transkription der
mtDNA und die Prozessierung der mtRNA regulieren (Shadel GS, 1997, Moraes CT, 2001).
In Vertebraten ist POLG fiir die Biosynthese der mtDNA verantwortlich (Shadel GS, 1997).
Es konnte gezeigt werden, dass in Zellen mit Mangel an mtDNA-Kopien, POLG in stabiler
Form und auf normalen Levels exprimiert wird (Davis AF, 1996). Offenbar korreliert die
POLG-Menge nicht mit der Menge an mtDNA innerhalb einer Zelle. Dagegen variiert die
Menge an mtDNA im Einklang mit der Menge an TFAM innerhalb einer Zelle (Shadel GS,
1997). Trotzdem bleibt unklar, ob die beobachteten Veranderungen in der Kopienanzahl Kon-
sequenz einer veranderten Replikationsrate der mtDNA ist, die tiber die TFAM-Konzentration
innerhalb einer Zelle bestimmt wird. Das TFAM™-KO-Mausmodell unterstreicht die physio-
logische Bedeutung von TFAM fur die Gewahrleistung einer adaquaten mtDNA-Molekulzahl
und damit einer effizienten Energieversorgung (Larsson NG, 1998).

1.3.2.3.2.2. Einfluss mitochondrialer Signale auf nukledre Atmungsgene

Mitochondrien und Nukleus stehen im stdndigen Informationsaustausch, um die
mitochondriale Biogenese optimal den Bedurfnissen der Zelle anzupassen (Starkov AA, 2008).
Uber welche Mechanismen ist es mdglich, dass auch ein retrograder Informationsfluss von
den Mitochondrien zu dem Nukleus moglich ist?

Mitochondrien gelten als Hauptquelle ROS und als groter Calcium-Speicher der Zelle.
Wahrscheinlich fiihren Anderungen des Redox-Status oder veranderte intrazellulare Ca®*-
Konzentrationen zu Anderungen in mitochondrialen Funktionen und ermdglichen auf diese
Weise eine Kommunikation zwischen Mitochondrien und Nukleus (Starkov AA, 2008). De-
fekte der ETC im Rahmen von mitochondrialen Erkrankungen (Wei YH, 2003) oder bei &lte-
ren Individuen (Wei YH, 2002) gehen mit erhohter mitochondrialer O, "-Produktion einher.
Zudem konnte beobachtet werden, dass humane Zellen auf funktionell relevante ETC-Defekte
uber einen H,0,-abh&ngigen Signalweg mit einer verstarkten Expression nukledrer und
mitochondrialer Gene reagieren (Suzuki H, 1998). Offenbar nehmen ROS eine Signalfunktion
im Rahmen der Kommunikation zwischen Mitochondrien und Nukleus ein (Poyton RO, 1996).
Dariiber hinaus fuhren in Sdugerzellen sowohl mtDNA-Mutationen bzw. -Depletionen als
auch metabolischer Stress mutmaRlich zu einer Ubertragung als retrogrades Ca**-Signal, das
die Expression nukledrer OXPHOS-Gene und damit die mitochondriale Biogenese verandert
(Biswas G, 1999,2003).
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1.3.5.3.3. Mitochondriale Biogenese und mtDNA Aufrechterhaltung unter
oxidativem Stress

Es besteht eine Assoziation zwischen erhohten intrazellularen ROS-Levels und Anderungen
der Mitochondrienanzahl, der mtDNA-Molekilzahl und der Expression respiratorischer Gene.
Eine Assoziation zwischen erhohter mtDNA-Molekilzahl pro Zelle und erhdhtem oxidativen
Stress ist fur gealtertes Gewebe der Ratte (Gadaleta M, 1992), sowie fur Gehirn (Barrientos A,
1997a), Lunge (Lee HC, 1998) und Skelettmuskel (Barrientos A, 1997b, Pesce V, 2001) be-
tagter Individuen gut belegt. Diese Ergebnisse stehen in Einklang mit der Beobachtung, dass
diploide humane Zellen in der spéten Passage erhthte mtDNA-Molekilzahlen aufweisen
(Shmookler RJ, 1983). Offenbar ist der Anstieg der mtDNA in alterndem Gewebe Resultat
eines Ruckkopplungsmechanismus zum Ausgleich der defekten Mitochondrien mit bescha-
digter ETC oder mutierter mtDNA, um eine suffiziente Energieversorgung der Zelle weiterhin
zu gewahrleisten (Lee HC, 2000b).

Besonders empfindlich gegentiber Schadigung durch elektrophile Molekulen ist die D-Loop-
Region. Im Vergleich zu anderen Regionen der mtDNA ist sie deutlich starker von dem
oxidativen Schaden betroffen (Mambo E, 2003).

Milder oxidativer Stress kdnnte positive Konsequenzen fiir die Zelle - im Sinne eines An-
stiegs der Mitochondrienzahl und des mtDNA-Gehaltes - haben (Lee HC, 2000b; 2002). Der
Anstieg wird mutmaBlich durch die verstarkte Expression nukledrer Gene bewirkt (Suzuki H,
1998; Suliman HB, 2003).

Bei der Beurteilung der oxidativen Stressantwort hinsichtlich des Resultats fir die Zelle mus-
sen zwei potentielle Aspekte bericksichtigt werden. Einerseits kdnnte die Stimulation der
Proliferation einen Ausgleich des Energiemangels bewirken. Andererseits konnte die exzessi-
ve ROS-Produktion weiteren Schaden verursachen und damit konnte sie auch Prozesse wie
Alterung oder Zelltod anstoRen (Bladier C, 1997; Chen QM, 1998).

Das Endergebnis der Ereignisse, die zu einem Anstieg der Mitochondrien und der mtDNA-
Molekile fiihren, ist abhangig vom Ausmall des oxidativen Stress, der intrazellularen
antioxidativen Kapazitdten und der Mitochondrien- bzw. der mtDNA-Qualitat. Zellen mit
leistungsstarken antioxidativen Systemen und qualitativ ,,guten Mitochondrien bzw.
MtDNA-Molekilen kénnen auf milden oxidativen Stress mit einem Anstieg der Mitochond-
rien und der mtDNA-Molekile reagieren. Durch den Anstieg der Mitochondrien kdnnte der
Energiegewinn gesteigert werden. Sind jedoch die Ressourcen des antioxidativen Systems
ausgeschopft, fuhrt die Exposition von Gewebezellen gegeniiber starkerem oxidativem Stress
maoglicherweise zu einem Anstieg defekter Mitochondrien bzw. mutierter mtDNA und im
Sinne eines Teufelskreises zu einem Anstieg der ROS-Produktion und des oxidativen Scha-
dens (Lee HC, 2005). Uberschreitet der oxidative Schaden ein gewisses MaR, kénnten Mito-
chondrien - hauptséchlich Gber die Freisetzung von Cyt C - den Zelltod initiieren (Bernardi P,
1992; Kroemer G, 1998). AuBerdem nimmt man an, dass ein Anstieg der ROS-Konzentration
die Peroxidation von Kardiolipin, einem Protein der inneren mitochondrialen Membran, indu-
ziert, so dass Cyt ¢ von Kardiolipin dissoziiert (Imai H, 2003). Die Freisetzung von Cyt C
fiihrt zur Apoptose bzw. Nekrose der Zelle (Kroemer G, 1998).

1.3.2.3.5. Signalwege mit Beteiligung an der Regulation der mitochondrialen
Biogenese

Wahrend die Regulation der Transkription durch Transkriptionsfaktoren und Koaktivatoren
von ETC-Genen mittlerweile gut verstanden ist, verbleiben hinsichtlich der Regulationsme-
chanismen der Expression eine Reihe von Fragen (Suliman HB, 2003).

28



Abbildung 3 soll einen Uberblick tiber die komplexen Reaktionswege geben. Die durchgezo-
genen Linien symbolisieren etablierte Kaskaden, die gestrichelten vermutete (Lee HC, 2005).

Mitochondrialer Stress ¢—————p Oxidativer Stress

Korperliche Betatigung Kalteexposition Zytokine
ATP/AMP [Ca2+]i [cCAMP];
l } ;
AMPK Calcmeurln eNOS PKA p38 PI3K
Ry ' '
*. CaMKIV
’Cfa CREB Akt
cGM / K
‘0
NRF-1 & NRF-2
mtTFA

v

Mitochondriale Biogenese
Aufrechterhaltung der mtDNA

Abbildung 3: Signalkaskaden vermittelte Regulation der mitochondrialen Biogenese (modifiziert nach Lee
HC, 2006)

1.3.3. Pathologie der Mitochondrien

Bei Mitochondriopathien handelt es sich um vermeintlich seltene Erkrankungen. Jungere Zah-
len sprechen jedoch dafir, dass v.a. die mtDNA-Mutationen unterdiagnostiziert sind: Epide-
miologische Studien belegen eine Prévalenz von mindestens 1:5000 in der Normalbevolke-
rung (Chinnery PF, 2000; Schaefer AM, 2008). Bei >1 von 200 Lebendgeburten lassen sich
pathogene Allele aufspiiren und bei mindestens einer von 1000 Geburten treten de novo Mu-
tationen auf (Eliott HR, 2008).

Mitochondriopathien treffen v.a. stoffwechselaktives Gewebe mit einem hohen Energiebedarf,
wie Herz, Gehirn, Retina oder Muskel (Wallace DC, 1999). Das Spektrum der zu Grunde
liegenden genetischen Verdnderung ist ebenso groR wie die Vielfalt der nuancierten Phanoty-
pen (Crimi M, 2008).
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Des Weiteren dienen Mitochondriopathien als Modellerkrankungen dem besseren Verstandnis
mitochondrialer Dysfunktion im Rahmen einiger epidemiologisch sehr relevanter Leiden wie
Neoplasien und neurodegenerativer Erkrankungen (Wallace DC, 1999; Baron M, 2007).
Dabei vermutet man fir mtDNA-Mutationen eine pradisponierende Funktion fur Alterungs-
prozesse (Baron M, 2007).

In der Literatur ist ein Anstieg von Mutationen in der mtDNA mit zunehmendem Alter (und
auch im Rahmen von neurodegenerativen Erkrankungen) flr diverse Gewebe gut belegt
(Bender A., 2006; Corral-Debrinski M, 1992; Bua E, 2006). Ebenso etabliert ist die Assozia-
tion von mitochondrialer Dysfunktion und Alterungsprozessen (Baron M, 2007; Trifunovic A,
2008). Der endgultige Beweis eines Kausalzusammenhangs zwischen mtDNA-Mutationen,
mitochondrialer Dysfunktion und Alterungsprozessen bzw. neurodegenerativen Erkrankungen
steht allerdings noch aus (Krishnan KJ, 2007b). Die folgenden Ausfiihrungen sollen sich auf
die Frage der Ursache fiir gehdufte mtDNA-Mutationen im Alter beschrénken.

Eine Reihe von Grinden bedingen die besondere Vulnerabilitat der mtDNA gegentber sché-
digender Einflusse, die den Alterungsprozess beschleunigen.

(1) Im Gegensatz zur nDNA liegt die mtDNA nicht diploid, sondern in multiplen Kopien
vor. Dementsprechend ist die ,,Chance* groBer, dass eine Kopie mutiert. Uber klonale
Expansion kann sich die neu aufgetretene Mutation ausbreiten (Bua E, 2006).

(2) Die Fixationsrate fiir spontane Mutationen ist hoher als bei nDNA (Cortopassi GA,
2002).

(3) Wéhrend nDNA durch Histone geschtzt ist, liegt mtDNA ,,nackt vor (Scheffler IE,
1999).

(4) Die mtDNA liegt in unmittelbarer Nachbarschaft zur ETC, der Hauptquelle mutagener
ROS (Balaban RS, 2005).

(5) MtDNA besteht fast ausschlieRlich aus Introns. D.h. fast jede Mutation ist funktionell
relevant und betrifft die ETC als Ganzes (Cortopassi GA, 2002).

(6) Die vorhandenen Reparaturmechanismen sind zwar signifikant, aber bei weitem nicht
so leistungsstark, wie die der nDNA. Zudem nimmt die Effizienz des Systems mit dem
Alter ab (Moran NA, 1996).

Inwieweit dabei erhohte ROS-Raten eine Rolle spielen, wird derzeit kontrovers diskutiert:
Uberraschenderweise konnte in POLG-Mausen trotz deutlich erhéhten Raten an AmtDNA
sowie Zeichen des vorzeitigen Alterns bei verkirzter Lebenspanne (Trifunovic A, 2004) keine
gesteigerte ROS-Produktion nachgewiesen werden (Trifunovic A, 2005; Kujoth GC, 2005).
Zusétzliche Fragen wirft das SOD2*"-Mausmodell auf: Trotz erhohtem oxidativen Stress ist
die Lebensspanne der Tiere nicht verkirzt (Van Remmen H, 2003).

Die Vulnerabilitat der mtDNA ist offenbar im Wesentlichen ,,hausgemacht, d.h. sie liegt in
der speziellen Charakteristik der mtDNA begriindet. Der kritische Punkt ist das Alter: Der
lange zeitliche Verlauf bis dahin ermdglicht es Zellen postmitotischer Gewebe Mutationen
anzuhdufen. Letztlich ist nicht ein Ereignis entscheidend, sondern die Akkumulation vieler
mutagener Ereignisse, die erst in der Summe relevant werden.

Prinzipiell konnen AmtDNA wahrend der Reparatur geschadigter mtDNA oder wahrend der
mtDNA-Replikation auftreten. Jiingste Arbeiten weisen der erstgenannten Option die Haupt-
rolle in der Deletionsentstehung zu (Krishnan KJ, 2008). Im Einklang dazu steht die Tatsache,
dass postmitotisches Gewebe ein niedriges Turnover der mtDNA (vermutlich im Bereich von
Tagen) aufweist (Wang GJ, 1997). Insofern ist es unwahrscheinlich, dass der Vorgang der
Replikation als Ursache fiir AmtDNA eine bedeutende Rolle spielt.

Uber den Mechanismus der klonalen Expansion kénnen sich mtDNA-Mutationen innerhalb
einer Zelle, aber auch Gber Zellgrenzen hinweg ausbreiten (Bender A, 2006; Bua E, 2006).
Uber die entsprechenden molekularen Grundlagen ist wenig bekannt. Derzeit stehen zwei
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Hypothesen zur klonalen Expansion im Raum: Entweder der zufallige genetische Drift der
mtDNA als Hauptursache (Elson JL, 2001) oder alternativ wird ein replikativer Vorteil der
AmtDNA postuliert (Diaz F, 2002). Fir die zweite Variante sprechen jlingste Ergebnisse aus
einem Mausmodell, in dem durch genetische Manipulationen vermehrt Doppelstrangbriiche in
der mtDNA induziert werden. Dies filhrt zu AmtDNA. Uberraschenderweise konnte die Be-
obachtung gemacht werden, dass groBe AmtDNA schneller akkumulierten als Kkleine
AmtDNA (Fukui H, 2009). Offenbar haben kleinere mtDNA-Molekile einen replikativen
Vorteil. Demnach wire die Replikation AmtDNA gegeniiber der intakten mtDNA mit voller
Lange begiinstigt.

MtDNA-Mutationen werden nach Uberschreitung einen gewissen Grenzwertes funktionell
relevant. Morphologisches Korrelat dafiir sind COX-negative Zellen. COX ist eine Enzym der
ETC und wird partiell mitochondrial codiert, so dass COX-Negativitat ein Indikator funktio-
nell relevanter mtDNA-Schéaden darstellt (Maller-Hocker J, 1989). Interessanterweise konnte
dabei das Phanomen der mitochondrialen Komplementierung beobachtet werden: Theoretisch
wirde man einen linearen Zusammenhang zwischen dem Anteil an AmtDNA und prozentua-
ler COX-Aktivitdt erwarten. Stattdessen bleibt bis zu einem Deletionsgrad von 75-80% die
volle COX-Aktivitat erhalten (,,COX-positive Zellen*; Prinzip der mitochondrialen positiven
Komplementierung); unterhalb dieser Werte ist die COX-Aktivitat vollstdndig erloschen
(,»COX-negative Zellen*; Prinzip der mitochondrialen negativen Komplementierung), unge-
achtet des verbleibenden Restes an unbeschadigter mtDNA. Zellen mit intermediarer COX-
Aktivitat konnten nur ganz vereinzelt nachgewiesen werden, die Deletionsgrade lagen hier
sehr nahe an der Schwelle zur COX-Negativitat. Das Spektrum der COX-Aktivitat dagegen
umfasste nahezu 100% bis ca 10% (Nakada K, 2008). Offenbar folgt der Regulationsmecha-
nismus in der Pathogenese mitochondrialer Erkrankungen, bedingt durch Mutationen in der
MtDNA, dem ,,Alles-oder-nichts*“-Prinzip.

Man geht davon aus, dass die mitochondriale Dysfunktion letztlich zur Apoptose der Zelle
fuhrt (Krishnan KJ, 2007b). So konnte im TFAM-KO-Mausmodell gezeigt werden, dass
ETC-Defizienz, bedingt durch reduzierte mtDNA-Expression, mit gesteigerter Apoptose ver-
gesellschaftet ist (Wang J, 2001). Des Weiteren konnte in diversen Geweben von POLG-
Méusen aktivierte Caspase-3, einem Indikator fiir Apoptose, nachgewiesen werden (Kujoth
GC, 2005). Maglicherweise besteht hier ein Zusammenhang zwischen erhdhten Raten an
mtDNA-Mutationen und einem altersabhéngigen Verschleil? der Gewebefunktion (Krishnan
KJ, 2007Db).

Zudem ist bekannt, dass das Ph&dnomen der altersabhdngigen muskuldren Sarkopenie mit
mitochondrialer Dysfunktion einhergeht (Lee CM, 1998; Wangat J, 2001; DiMauro S, 2002;
Hiona A, 2008). Ebenso weisen AD, PD, Amyotrophe Lateralsklerose (ALS), Friedreich Ata-
xie (FDA), Chorea Huntington (HD) u.a. neurodegenerative Erkrankungen in der Pathogenese
eine Beteiligung der Mitochondrien im Sinne einer Dysfunktion auf (Halliwell B, 2006b;
Yang JL, 2008). Interessanterweise konnte bei den genannten Erkrankungen im Gehirn betrof-
fener Patienten auch Zeichen von erhéhtem oxidativen Stress nachgewiesen werden (Halli-
well B, 2006a). Die folgende Tabelle (modifiziert nach Halliwell B, 2006b) soll einen syste-
matischen Uberblick vermitteln.
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Tabelle 3: Mitochondriale Dysfunktion und oxidativer Schaden im Rahnen neurodegenerativer Erkran-
kungen (modifiziert nach Halliwell B, 2006b)

Huntingtin-lberexprim. Mausen
zusétzl. ox. Schaden

Mitochondriale Oxidativer Schaden Referenz
Dysfunktion
PD | Komplex |1 |, KGDH | SN: Halliwell B.
GSH |; HNE, Lipidperoxide, 2006a
Isofurane, 80OHdG, 80OHG,
Proteincarbonyle, 3-NT, Cysteinyl-
DOPA und Cysteinyl-Dopamin 1
AD | Komplex IV |, KGDH | | 8OHdG in nDNA & mtDNA 1; Reddy P. H.
80HG, Proteincarbonyle, Methionin- | 2005,
Sulfoxide, Nitrotyrosine, Acrolein, Ciechanover A.,
HNE, nitrierte/glykierte Proteine u.a. 7 | 2005
ALS | Komplex lund IV | Betroffenes Riickenmark: Halliwell B.
80HdG, Proteincarbonyle, HNE, 2006a
Glykoxidierungsprodukte und 3-NT1
FDA | Komplex I, 11, 111 und Im Urin: Halliwell B.
Aconitase |; Frataxinist | 80HdG 1; therapeutischer Nutzen des | 2006a
mitochondriales Fe-S- mitochondrial gerichteten Antioxidans
Protein Idebenone (CoQ-Analogon)
HD | Komplex II, 11, KGDH | Im Liquor: Halliwell B.
und Aconitase | 80HdG und Fp-Isopuran 1; in 2006a

Eine Assoziation von mtDNA-Mutationen, mitochondrialer Dysfunktion, Apotose mit dem
Alterungsprozess ist unbestritten. Allerdings verbleiben noch eine Reihe von Fragen Uber die
genauen Zusammenhange und Mechanismen in der Pathogenese (Krishnan KJ, 2007b).
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1.4. SOD2: Mitglied der Superoxiddismutase-Familie

Bei den Superoxiddismutasen (SOD) handelt es sich um eine bei Sdugetieren weit verbreitete
Enzymfamilie. Wie der Name bereits impliziert, besteht ihre wesentliche Funktion darin, die
Dismutation von O, " zu katalysieren. Dabei entsteht O, und H,O,. Allgemein versteht man
unter einer Dismutation eine Reaktion, bei der ein Stoff simultan reduziert und oxidiert wird
(Berg JM, 2007).

SOD-abhéngige Dismutation: 2 0*~" + 2 H" — O+ H,0,

Formel 2: SOD-abhé&ngige Dismutation

Das Auftreten der SOD wurde durch die starke Verbreitung fotosynthesebetreibender Orga-
nismen vor ca. zwei Milliarden Jahren getriggert. Die SOD entwickelten sich als antioxidativ
wirksame Enzyme, um die toxischen Nebenprodukte der O,-Verwertung zu neutralisieren.
Hierbei entstanden drei kompartimentsspezifische und strukturell unterschiedliche Isoformen
(Zelko IN, 2002; Landis GN, 2005).

SODL1 oder auch CuZnSOD ist ein Kupfer-/Zink-haltiges Homodimer, das vorwiegend im
zytoplasmatischen Raum, aber auch in nukledren Kompartimenten sowie in Lysosomen nach-
gewiesen werden konnte. (Chang LY, 1988; Keller GA, 1991; Crapo JD, 1992; Liou W,
1993). Das Enzym ist (iber Fachkreise hinweg bekannt geworden, nachdem Wissenschaftler
gezeigt hatten, dass ca. 5% der Patienten mit familidrer Amyotrophen Lateralsklerose (FALS)
eine Mutation im SOD1-Gen aufweisen (Rosen DR, 1993).

SOD2 oder MnSOD existiert als Mangan-haltiges Homotetramer und ist fast ausschlie3lich
mitochondrial lolalisiert (Barra D, 1984, Weisiger RA, 1973; Pfanner N, 2000). Hauptaufgabe
ist die Protektion der Mitochondrien vor ROS (Zelko IN, 2002). Besonders flr die Integritat
Fe-S-haltiger Enzyme (Aconitase, KGDHC u.a.) ist die schiitzende Funktion essentiell (Li Y,
1995). Dartber hinaus fordert SOD2 zellulére Differenzierung und Tumorgenese (St. Clair
DK, 1994) und schiitzt vor pulmonaler Toxizitat (Wispe JR, 1992).

SOD3 oder Extra-Cellular-(EC)-SOD, konnte bisher in humanem Plasma, Lymphe, Aszites
und Liquor detektiert werden (Marklund SL 1982, 1986). Das Expressionsmuster unterliegt
groBen Schwankungen und ist stark abhangig vom spezifischen Zelltyp und der Gewebeart.
Mitunter kann die Aktivitat der SOD3 die der SOD1 und SOD2 Ubersteigen (Zelko IN, 2002).
Die folgenden Ausfiihrungen fokussieren sich auf die Darstellung der SOD2 in Abgrenzung
zu den zwei anderen Isoenzymen.

Das SOD2-Gen ist auf Chromosom 625 lokalisiert (Creagan R, 1973, Church SL, 1992).
Sowohl fir den Menschen (Church SL, 1992; Wan XS, 1994) als auch fir die Maus
(DiSilvestre D, 1995; Jones PL, 1995) ist das SOD2-Gen komplett sequenziert worden. Ahn-
lichkeiten hinsichtlich Struktur und Sequenz weisen auf eine starke Konservierung hin (Zelko
IN, 2002). Sowohl das humane als auch das murine Gen enthalten mutmaRliche NF-«xB-
transkriptionsregulierende-Elemente (Wan XS, 1994, Jones PL, 1995). Interessanterweise
spielt NF-kB eine Rolle in der Signalkaskade der mitochondrialen Biogenese unter
oxidativem Stress (Lee HC, 2005). Diese Assoziation impliziert die Mdoglichkeit einer Hoch-
regulation der SOD2 unter oxidativem Stress.
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Die eminente Bedeutung der SOD2 fiir den Organismus des S&ugetiers konnte eindrucksvoll
durch diverse KO-Mausmodelle der SOD2 bestatigt werden. Die Auswirkungen des Funkti-
onsausfalls reichen von Letalitat bis hin zu Neurodegeneration und massiver Schadigung des
Herzens (Li Y, 1995; Lebovitz RM, 1996). Unter 1.4.2. werden die verschiedenen SOD2-KO-
Mausmodelle im Detail dargestellt.

Zwar ist keine Erkrankung bekannt, wie etwa bei der SOD1 die familidren ALS (fALS) (Ro-
sen DR, 1993), die auf Mutationen im humanen SOD2-Gen zurlickzufiihren wére, jedoch
werden verschiedene genetische Variationen beschrieben, die mit bestimmten Krankheitsbil-
dern assoziiert sind. Verschiedene Polymorphismen werden u.a. mit vorzeitigem Altern
(Progerie) (Rosenblum JS, 1996), einem geringfiigig erhohten Risiko fur sporadische Moto-
Neuron-Erkrankungen (Van Landeghem GF, 1999) bzw. fur nichtfamili&re Form einer idiopa-
thischen Kardiomyopathie (Hiroi S, 1999) in Verbindung gebracht. Ein Effekt auf die Inzi-
denz von PD (Farin FM, 2001) bzw. ALS (Parboosingh JS, 1995; Tomkins J, 2001) konnte
nicht nachgewiesen werden. In weiteren Assoziationsstudien konnte bei bestimmten Poly-
morphismen ein geringfiigig erhéhtes Tumorrisiko (1,5-3fach) nachgewiesen werden
(Mitrunen EK 2001,Zhang HJ, 1999; Tomblyn M, 1998).

1.4.1. Regulation der SOD2-Expression

Einerseits wird SOD2 in vielen Zellarten und Gewebetypen auf relativ hohen Leveln
exprimiert, andererseits wird sie auch stark durch intrazellulare und Umweltfaktoren reguliert
(Zelko IN, 2002). Es sind zahlreiche Agonisten und Antagonisten der SOD2-Expression be-
kannt (Wan XS, 1994; Zhang N, 1996; Yeh CC 1998,Zhu CH, 2001).

Die wesentlichen Regulationsmechanismen werden im Folgenden kurz ausgefhrt.

1.4.1.1. Hochregulierende Stimuli der SOD2-Expression

Die Transkription des SOD2 Gens wird durch eine Bandbreite an Substanzen induziert. Di-
verse Zytokine gelten als potente Aktivatoren der SOD2 in verschiedenen Geweben (Masuda
A, 1988; Visner GA, 1992; Dougall WC, 1991, Visner GA, 1992a; 1992b; Wong GH, 1988;
Harris CA, 1991). Proteinkinase-C-stimulierende-Agenzien induzieren humane SOD2-
Expression uber Aktivierung unterschiedlicher Kaskaden (Kim HP, 1999). Ein &hnlicher Ef-
fekt konnte auch fur bestimmte Chemotherapeutika nachgewiesen werden (Das KC, 1999).

1.4.1.2. Herunterregulierende Stimuli der SOD2-Expression

Die Expression der SOD?2 ist in vielen Krebsarten auf Grund von Methylierungen bestimmter
Sequenzen in der Intronregion vermindert (Huang Y, 1997, 1999). Zudem sind die Levels des
Transkriptionsfaktors AP2, der mit der 5" -flankierenden Sequenz des SOD2 Gens interagiert,
vermindert (Zhu CH, 2001).

1.4.1.3. Posttranskriptionale Regulation der SOD2-Expression

Die Expression der SOD2 wird nicht nur auf der Ebene der Transkription, sondern auch auf
der Ebene der Translation Uber ein RNA-bindendes Protein reguliert. Dadurch kann die
Translationseffizienz erhoht werden. (Chung DJ, 1998, Knirsch L, 2000).
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1.4.1.4. Expression der SOD2 im Laufe der Ontogenese

Das Expressionsprofil der SOD2 im Laufe der Ontogenese scheint speziesspezifisch zu sein
(Yuan HT, 1996, Clerch LB, 1992, Hayashibe H, 1990, Carbone GM, 1994; Vlessis AA, 1989).
Beim Menschen entsprechen sich die Expressionsprofile fur SOD1 und SOD2 in etwa; bis
zum Erwachsenenalter steigen sie in Lunge und Leber, wobei die Aktivitadten nicht immer mit
den mRNA-Levels korrelieren (Asikainen TM, 1998).

1.4.2. Posttranslationale Modifikation der SOD2

Einerseits ist O, Substrat der SOD2, andererseits kann aber auch das Enzym selbst
posttranslational via Protein-Tyrosin-Nitrierung modifiziert werden. Dabei werden fur die
Enzymaktivitat essentielle Strukturen angegriffen, so dass letztlich das Enzym inaktiviert wird
(Yamakura F, 1998; Quijano C, 2001). Dies ist insofern fatal, weil bei (partiellem) Ausfall
der SOD2 die O, -Konzentration ansteigt und damit die Bildung des Peroxynitritradikals
(ONOO') weiter beglnstigt wird. Exzessive ONOO -Levels konnen eine Vielzahl
mitochondrialer Proteine (inklusive der SOD2) schadigen. Offenbar fiihrt dieser Prozess zur
Initiierung eines Teufelskreises an mitochondrialer Schadigung, der mutmaRlich den Unter-
gang der Zelle bedeutet (Brown GC, 2002).

1.4.2. Das SOD2-Knock-Out-Mausmodell

Mit Hilfe von transgenen Techniken bzw. Gen-Silencing konnte die SOD2-Expression gene-
tisch modifiziert werden, so dass eine Reihe verschiedener Tiermodelle mit SOD2-Defizienz
existieren. Das Spektrum umfasst auch heterozygote SOD2-(SOD2"")-KO-Maus-modelle.
Die kaum mehr Uberschaubare Fulle an Publikationen tber die SOD2-KO-Maus belegt die
Popularitdt des Modells flr verschiedenste Gebiete. In folgenden Bereichen kommt das
SOD2-KO-Modell zur Anwendung: Neurologie, Onkologie, Kardiologie, Hepatologie,
Ophthalmologie, Pharmakologie/Medikamentensicherheit sowie Gerontologie (Lee YH, 2009).
Das Modell wurde innerhalb der letzen zwei Dekaden phanotypisch, biochemisch und histo-
logisch gut charakterisiert. Seit wenigen Jahren werden auch funktionelle Proteom-Studien an
der SOD2-Maus durchgefuihrt. Diese geben einen Einblick in die - durch SOD2-Defizienz
bedingten - komplexen biologischen Veranderungen (Lee YH, 2009). Die folgende Tabelle
bietet einen Uberblick tiber die wichtigsten in der Literatur publizierten Modelle. Die Tiermo-
delle fir SOD2-Defizienz beruhen auf rekombinanten Deletionen oder Gen-Silencing
(Boelsterli UA, 2008).
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Tabelle 4: Zusammenschau der wichtigsten SOD2-Knock-Out-Modelle (modifiziert nach Boelsterli UA,

2008)

Maus-Modell

Referenz

1. Maus Sod2 Gen KO, Sod2”™"

C57BL/6x129 gemischter Hintergrund; Phanotyp: Mause sterben
um den 21. postnatalen Tag

Lebovitz RM, 1996

2. Maus Sod2 Gen KO, Sod2”™m*ce

(a) C57BL/6J Hintergrund; Phénotyp: fetale Form der dilatativen
Kardiomyopathie, sterben um den 15. Tag nach Gestation in utero
(b) DBA/2J Hintergrund; Phanotyp: metabolische Azidose, Méduse
sterben um den 8. Tag postnatal

(c) F1 Méuse von beiden Hintergriinden; Phanotyp: Mduse Uberle-
ben drei Wochen

LiY, 1995
LiY, 1995
LiY, 1995

Lynn S, 2005

3. Méuse (C57BL/6CrSlc) gewebespezifischer (Leber) KO

via konditionalem KO-Allel Giber Cre-loxP rekombinantes System;
Phanotyp: keine offensichtlichen morphologischen oder biochemi-
schen Veranderungen in der Leber trotz der Deletion von Sod?2

Ikegami T, 2002

4. Mause (C57BL/6 x 129/0la) gewebespezifischer (Epidermis)
KO-Sod2""

uber Cre-loxP rekombinantes System; humanes Keratin 14 Promo-
ter getriebene Cre Expression)

Phénotyp: myokardialer Schaden, Schwellung der Mitochondrien,
Lipidtropfen, Zeichen des oxidativen Stresses und der Apotose im

Herzen

Strassburger M, 2005

5. Méause Knock-Down fiir Sod2 in C57BL/6J

via Pol2-expremierter ShRNA ; Phanotyp: langsames Wachstum,
Fettleber, dilatative Kardiomyopathie, vorzeitiger Tod

Xia XG, 2006

6. Heterozyqgoter Sod2 Gen KO, SOD2+/-

unterschiedliche Hintergriinde; Phénotyp: 50% der Wildtyp SOD
Aktivitat; weitestgehend normal (normales Korpergewicht, normale
GSPx-, Katalase-, GSH- und GSSG-Levels); vermindertes A¥m,
reduzierte Komplex-I-und Aconitase-Aktivitaten; Verminderung in
state 3 der Atmung; erh6hte basale Levels an carbonyliereten Prote-
inen im mt Proteinen und 8-OHDG in der mtDNA,; erhdhte Sensiti-
vitat gegeniiber mPT-induzierenden Agenzien

Huang TT, 1999;
VanRemmen H, 1999,
2001, 2003; Kokoska
JE, 2001; Williams
MD, 1998; Ong MM
2006, 2007; Lee YH,
2008

36




1.4.5.1. SOD2""-Knock-Out-Mause

Die Méause weisen z. T. - beschrankt auf bestimmte Gewebe - einen selektiven Mangel an
SOD2-Enzym auf (lkegami K, 2002; Qui X, 2003; Strassburger M, 2005), z.T. wurde die
SOD2-Aktivitat auf der Basis unterschiedlicher genetischer Hintergriinde auch systemisch
ausgeschaltet (Li Y, 1995; Lebovitz RM, 1996). Ebenso vielfaltig wie das genotypische Spekt-
rum sind auch die phénotypischen Auspragungen dieser Méuse. Diese umfassen neonatale
bzw. embryonale Letalitat (Li Y, 1995; Lebovitz RM, 1996; Huang TT, 2001),
Kardiomyopathie (Li Y, 1995; Huang TT, 2001), hdmolytische Andmie (Friedmann JS,
2001,2004), epileptische Anfélle (Huang TT, 2001; Liang LP, 2004b), erhohte Inzidenz fir
Neoplaseien (VanRemmen H, 2003), genomische Instabilitit (Samper E, 2003),
mitochondriale biochemische Effekte (Li Y, 1995; Lebovitz RM, 1996; Melov S, 1999;
Hinerfeld D, 2004), spongioforme Enzephalopathie (Melov S, 1998), optische Neuropathie
(Qi X, 2003), Bewegungsstorungen (Lebovitz RM, 1996, Melov S, 1998; Huang TT, 2001)
und Neurodegeneration (Lebovitz RM, 1996; Hinerfeld D, 2004). Die genannten Merkmale
konnen als Produkte des endogenen oxidativen Stresses aufgefasst werden.

Verschiedene therapeutische Interventionen belegen eindrucksvoll die Wirksamkeit
antioxidativer Substanzen (Melov S, 1998, 2001; Hinerfeld D, 2004). So konnte beispielswei-
se durch die Gabe eines SOD2-Mimetikums der Kardiomyopathie vorgebeugt werden und die
Lebensspanne verlangert werden (Melov S, 1998, 2001). In anderen Therapiestudien konnte
die Andmie reduziert werden (Friedmann JS, 2001) bzw. die mitochondriale Enzymaktivitat
gesteigert werden bei Reduktion der Neurodegeneration bzw. die fiir mitochondrial vermittel-
te spongioforme Enzephalopathien charakteristische Genexpression abgeschwéacht werden
(Hinerfeld D, 2004; Golden TR, 2005).

Bei samtlichen SOD2-KO-Modellen ist die Lebenspanne der homozygoten Mutanten dras-
tisch reduziert. Interessanterweise bewegt sie sich je nach genetischem Hintergrund innerhalb
einer relativ grolRen Spannweite von drei bis 20 Tagen. Deshalb wurde schon seit langerem
Uber die Existenz genetischer Modifikatoren gemutmalit, die in der Lage sind den Grad des
mitochondrialen oxidativen Schadens, bedingt durch die SOD2-Defizienz, zu modifizieren
und damit Einfluss auf die Langlebigkeit zu nehmen (Huang TT, 2001).

In einer jlngeren Arbeit konnte mittels Quantitative-Trait-Locus-(QTL)-Untersuchungen ein
entsprechender genetischer Modifikator flr eine Verkirzung der Lebensdauer gefunden wer-
den. In SOD2-defiziente Mduse mit C57BL/6J Hintergrund lie3 sich ein Defekt im Nnt-Gen
bei gleichzeitigem Fehlen eines funktionstiichtigen NNT-Proteins nachweisen (Huang TT,
2006). Bei NNT handelt es sich um ein nukledr-codiertes Protein der inneren
Mitochondrienmembran, das fir die Koppelung von NADPH-Produktion an den Protonen-
transport verantwortlich ist und in den Mitochondrien fir die Regeneration zweier wichtiger
antioxidativer Komponenten, Glutathion und Thioredoxin, sorgt. Wurde diese Region bei den
C57BL/6J Méausen durch einen entsprechenden QTL der DBA/2J Mduse ersetzt, verlangerte
sich die Lebenspanne der C57BL/6J-Mduse entsprechend der héheren Lebenserwartung der
DBA/2J Mause. Die genannten Funktionen des NNT-Proteins kénnen mdglicherweise seine
mutmalliche schiitzende Rolle in SOD2-defizienten Mausen erklaren (Huang TT, 2006).

1.4.5.2. SOD2"*-Knock-Out-Mause

Diese Méause sind milderem mitochondrialen Stress unterworfen, so dass sie in der Regel ei-
nen intermediéren bis normalen Ph&notyp aufweisen (Boelsterli UA, 2008).

Besonders hervorzuheben ist an dieser Stelle das Ergebnis einer Arbeit, in der ein neuer
(heterozygoter) Genotyp kreiert wurde, der neue phénotypische Auffalligkeiten bietet. Wah-
rend in der initialen SOD2*"-Maus keine ultrastrukturellen mitochondrialen Auffalligkeiten
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nachgewiesen werden konnten, zeigte sich bei der SOD2*"-Maus mit gemischtem genetischen
Hintergrund geschwollene und aufgerissene Mitochondrien sowie eine Akkumulation von
Lipidtropfen, gesteigerte Nitrotyrosinformationen, Lipidperoxidationen sowie eine Aktivie-
rung von Apoptose-Signalwegen (Strassburger M, 2005). Dieses Beispiel bestatigt die These
der genetischen Modifikation und belegt auBerdem die Schlusselrolle der Mitochondrien in
der Entscheidung uber Leben und Tod.

Die Lebensspanne ist im Vergleich zu Wildtypen bei heterozygoten SOD2-Mé&usen nicht we-
sentlich vermindert. Dementsprechend sind sie in der Forschung beliebtes Studienobjekt fiir
klinisch stumme mitochondriale Abnormalitaten (Boelsterli UA, 2008).

Mutante SOD2*"-Mause weisen im Vergleich zu Wildtypen ein dhnliches Kérpergewicht und
GroRenwachstum auf. AulRerdem zeigten sie in diversen Organen identische GSH/GSSG-,
Gluthationperoxidase-, Katalase- und SOD1-Levels. Lediglich im Muskel zeigte sich flr
SOD1 eine kompensatorische Hochregulation (Boelsterli UA, 2008).

Andererseits konnte in diesen Tieren auch erhéhter mitochondrialer oxidativer Stress nach-
gewiesen werden, der mit altersabgédngigem mitochondrialen Funktionsverlust einherging.
Des Weiteren konnte in den heterozygoten Tieren eine verminderte Aconitase-Aktivitat, er-
hohte Proteincarbonyllevels und eine Verminderung der RCR nachgewiesen werden
(Boelsterli UA, 2008). Samtliche Befunde konnen als Indiz fur mitochondrialen Funktionsver-
lust bei erh6htem oxidativen Stress gewertet werden.

1.4.5.3. Das SOD27*™-¢_Mausmodell

Die folgenden Ausfiihrungen beziehen sich auf das SOD27™-_Mausmodell, das auch fur die
eigenen Experimente eingesetzt wurde.

Das Mausmodell basiert auf einer zielgerichteten Mutation des SOD2-Gens. Hierfir wurde
ein 1,5 Kb Hind3 Fragment, das Exon 1 und 2 des SOD2-Gens, sowie weitere ca. 500Bp im
Anschluss an das 5°-Ende des Exon 1 beinhaltete, durch ein humanes Hypoxanthin-
Phosphoribosyltransferase-Minigen, das Uber einen Phosphoglyceratkinase-Promoter gesteu-
ert wird, ersetzt. Durch diese Deletion konnte sowohl der Ort der Transkriptions- bzw. Trans-
lationsinitiation als auch die mitochondriale Zielsequenz sowie eines der drei Histidine, die
direkt an den Mangan-Cofaktor binden, eliminiert werden. Die SOD-tm1Leb Mutation wurde
mehr als funfmal mit C57BL/6 Méausen zuriickgekreuzt (Lebovitz RM, 1996).

Die Sensation des Modells bestand v.a. darin, dass die homozygoten Mutanten bis zu drei
Wochen Uberlebten und in der Beobachtung diverser neuartiger Phanotypen (Lebovitz RM,
1996). Bei anderen bis dato beschriebene Modellen verstarben die homozygoten Mutanten
innerhalb der ersten funf Tage postnatal mit schwerer Kardiomyopathie ohne Anzeichen von
Bewegungsstérungen, ZNS-Schaden oder ultrastrukturellen Hinweise auf mitochondrialen
Schaden (Li Y, 1995).

Phénotypisch wiesen die homozygoten Mutanten schwere Andmie, Degeneration von Neuro-
nen in Basalganglien bzw. im Hirnstamm, progrediente Bewegungsstorungen mit Schwache,
schneller Ermidbarkeit und Koordinationsschwierigkeiten auf. Zusatzlich zeigten Mduse &lter
als sieben Tage ausgepragten mitochondrialen Schaden innerhalb degenerierter Neurone und
kardialer Myozyten. Zusétzlich wiesen annahernd 10% der homozygoten Mutanten deutlich
vergrolRerte und dilatierte Herzen auf (Lebovitz RM, 1996).

Ursachlich durfte an den Verénderungen die verzogerte Wachstumsentwicklung und Reifung
der Mutanten im Vergleich zu den Heterozygoten und Wildtypen beteiligt sein. Wahrend die
homozygoten Mutanten ihren Wurfgeschwistern hinsichtlich des Wachstums nachstanden,
konnte kein Unterschied in der Entwicklung zwischen heterozygoten Mutanten und Wildty-
pen festgestellt werden (Lebovitz RM, 1996).
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Die beschriebenen Beobachtungen kdnnen als Indizien fiir eine erhohte Suszeptilitdt metabo-
lisch aktiver Gewebe (ZNS, Kardiomyozyten u.a.) gegeniiber oxidativem mitochondrialen
Schaden nach postnataler Exposition erhohter O,-Konzentrationen gewertet werden. Die Tat-
sache, dass das Verhéltnis zwischen homozygoten Mutanten, heterozygoten Mutanten und
Wildtypen innerhalb eines Wurfes annédhernd dem nach den Mendelschen Regeln zu erwarte-
tem Verhaltnis 1:2:1 entsprach, schliel3t eine embryonale Letalitat der SOD2-Defizienz nahe-
zu aus (Lebovitz RM, 1996). Mogliche Erklarung fir die ungestorte embryonale Entwicklung
ist ein protektiver Effekt der Kombination aus niedriger O,-Spannung und einem oxidativen
Metabolismus auf relativ niedrigem Niveau. Gestutzt wird die Hypothese durch die Beobach-
tung, dass in utero bei Nagetieren und Primaten die SOD2-Levels bis relativ spat in der
Schwangerschaft sehr niedrig sind (Allen RG, 1991; Frank L, 1991). Zudem deutet der
Nachweis einer gesteigerten SOD1-Aktivitat in ca. 25% der homozygoten Mutanten auf kom-
pensatorische Regulationsmechanismen hin (Lebovitz RM, 1996).

Histologisch imponierte bei den Mutanten hypozelluldres Knochenmark mit einer Verminde-
rung samtlicher hamatopoetischer Zelllinien, ein atypisches Muster an Glykogenablagerungen
in Hepatozyten und degenerativer Schaden an ZNS-Neuronen mit besonderer Betonung der
Basalganglien bzw. des Hirnstamms; Kortex und Ruckenmark waren kaum betroffen. Charak-
teristika des neuronalen Schadens waren mitochondriale  Beeintrachtigungen,
Polysomenverluste und die Rdumung des Zytoplasmas. Des Weiteren wurde eine relative
Abwesenheit des rauen endoplasmatischen Retikulums, eine fokale Dilatation des glatten
endoplasmatischen Retikulums und eine Krauselung der nuklearen Membran beobachtet. Zel-
len in unmittelbarer Nachbarschaft zu den beschadigten Neuronen waren fir gewoéhnlich
morphologisch unaufféllig. In Gehirnen von Kontrollen (Wildtypen und Heterozygote) konn-
ten trotz extensiver Suche keine entsprechenden degenerierten Neurone gefunden werden
(Lebovitz RM, 1996).

Bei Mutanten mit Kardiomyopathie (ca. 10%) fanden sich im Myokard Anzeichen fur fokalen
Zelltod mit geschwollenen, geschadigten Mitochondrien und einer Fille an Lipid-gefillten
Vakuolen. In besonders stark geschadigten Regionen konnten zudem degenerative
mitochondriale Veranderungen mit diffusem, elektronendichten Ablagerungen nachgewiesen
werden. Vermutlich sind diese Ablagerungen strukturelles Korrelat der Lipidperoxidation von
mitochondrialer Membranen. In Myozyten von Tieren ohne extreme kardiale Dilatation konn-
te eine gesteigerte Akkumulation von Neutrallipiden nachgewiesen werden, aber ultrastruktu-
rell fanden sich keine Zeichen einer mitochondrialen Schadigung (Lebovitz RM, 1996).
Insgesamt fallt auf, dass SOD2-Defizienz selektiv mitochondrialen Schaden in Zellen mit
obligaten hohen Energiebedarf und damit einem oxidativen Metabolismus auf hohem Niveau,
anrichtet. AuBerdem ist hervorzuheben, dass die erwéhnten Verénderungen (Neurodegenera-
tion, Anamie etc.) einen progredienten Verlauf aufweisen; erganzend dazu sei erwahnt, dass
sich bestimmte Veranderungen ultrastrukturell erst nach einer gewissen Zeit postnatal nach-
weisen lielen (Lebovitz RM, 1996).

Beide Aspekte stehen im Einklang mit dem Postulat der mitochondrialen Theorie des Alterns.
Supportiv fur die These einer Akkumulation kann die Beobachtung an SOD2-KO-Méusen
mit -tmCje-Mutation (dieses Modell ist durch friihen postnatalen Tod gekennzeichnet) heran-
gezogen werden (Li Y, 1998): Die Gabe des nicht-hirngdngigen SOD2-Mimetikums Mangan-
Tetrakis-5,10,15,20-Benzoesaure-Porphyrin  (MnTBAP) verhinderte die Entwicklung der
sonst obligaten systemischen Pathologien und verlangerte die Uberlebenszeit der Mause dras-
tisch. Stattdessen entwickelten sie ab dem Alter von drei Wochen einen flir den genetischen
Hintergrund neuen, neurologischen Phénotyp mit progressiver Bewegungsstérung und Debili-
tat (Melov S, 1998). Offenbar ist es eine Frage der Zeit, bis ein gewisses Mal} an Schaden im
Sinne eines Schwellenwertes erreicht ist und diese klinisch manifest werden.

Nachdem MnTBAP nicht die Blut-Hirn-Schranke passieren kann, liegt der Schluss nahe, dass
die ZNS-Verdnderungen durch exzessive mitochondriale ROS-Produktion hervorgerufen
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wurden (Melov S, 1998). Daruber hinaus indiziert das Beispiel, dass die neurologischen Ver-
anderungen an SOD2-KO-Mausen a priori auf die SOD2-Defizienz und nicht auf den geneti-
schen Hintergrund der Mutation zurtickzufihren sind.

Den Beweis flr die Wirksamkeit einer effizienten ROS-Elimination lieferte die selbe Gruppe,
in dem sie zeigen konnten, dass nach Gabe von hirngangigen SOD2-/Katalase-Mimetika die
Lebenspanne der Tiere verdreifacht werden konnte und die initial beobachtete spongioforme

Enzephalopathie nicht mehr auftrat. AuBerdem wurde eine Abschwdachung der
mitochondrialen Defekte beobachtet (Melov S, 2001).
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2. Eigene Fragestellung und Zielsetzung der vorliegenden
Arbeit

Seit langem wird (ber eine Beteiligung der Mitochondrien am physiologischen Alterungspro-
zess gemutmalit. Dafiir spricht u.a. die Erkenntnis, dass in postmitotischen Zellen Deletionen
der mtDNA akkumulieren (Corral-Debrinski M, 1992). Mitglieder der Arbeitsgruppe
,Mitochondriale Neurogenetik® konnten auf Einzelzellebene zeigen, dass der Deletionsgrad
sowohl im Rahmen des Alterungsprozesses als auch im Rahmen bestimmter neurodegenerati-
ver Erkrankungen deutlich hoher liegt als bisher angenommen (Bender A., 2006). MalRgeblich
verantwortlich  diirften hierfiir ,,Verwisserungseffekte“ bei der Untersuchung von
Gewebehomogenaten sein. Uber Kausalzusammenhénge zwischen Alter bzw. neurodegenera-
tiven Erkrankungen und der Deletionsakkumulation kann bisher nur spekuliert werden (Baron
M., 2007). Auffallend ist dabei die besondere Vulnerabilitdt dopaminerger Neurone v.a. in der
SN (Andreassen OA, 2002; Liang LP, 2004a; Bender A., 2006). Der selektive
Neuronenverlust spielt einerseits die entscheidende Rolle in der Pathogenese des PD. Ande-
rerseits konnten ausgerechnet in diesen Neuronen besonders hohe Deletionsgrade gemessen
werden (Bender A., 2006; 2008). Bestimmte Eigenschaften dopaminerger Neurone lassen
vermuten, dass oxidativer Stress maRgeblich an der Entstehung von AmtDNA beteiligt ist.
Details hierzu wurden bereits unter 1.1. ausgefiihrt. Des Weiteren begunstigen offenbar auch
Storungen nukledr codierter Proteine, die fir Reparatur und Replikation der mtDNA verant-
wortlich sind, die Akkumulation von AmtDNA (Trifunovic A., 2004; Vermulst M., 2008).

Ziel der vorliegenden Arbeit ist der Kausalitatsnachweis zwischen oxidativem Stress und
AmtDNA. Als Modell hierfiir wurde die SOD2-KO-Maus gewéhlt. Das Tiermodell zeichnet
sich durch hohen endogenen mitochondrialen oxidativen Stress aus, so dass es auf einen mog-
lichen Kausalzusammenhang von oxidativen Stress im Sinne toxischer Sauerstoffverbindun-
gen (,,freie Radikale*) und AmtDNA untersucht werden konnte. Neben der Untersuchung von
Gewebehomogenat wurde dabei ein besonderes Augenmerk auf Einzelzelluntersuchungen
gelegt, um den oben erwéhnten ,,Verwasserungseffekt* auszuschalten.

Folgende Aspekte wurden vor diesem Hintergrund am SOD2-KO-Mausmodell in der vorlie-
genden Arbeit untersucht:

1. Fuhrt oxidativer Stress dosisabhiangig zu AmtDNA in Hirn, Muskel, Leber und Herz?
2. Beeinflusst oxidativer Stress die Kopienanzahl der mtDNA?

3. Andern sich die Auswirkungen des oxidativen Stresses im Lebenslauf der Mause?

4. Zeigt sich eine besondere Vulnerabilitat dopaminerger Neurone der SN?

Aus diesen Zielsetzungen ergab sich folgendes methodisches Arbeitsprogramm:
1. Gruppeneinteilung nach Genotyp:

Genotypisierung aus Tail-DNA mit Hilfe der quantitativen realtime PCR
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2. Probengewinnung:

Sektion der Tiere und Pr&aparation der Organe von Neugeborenen und einjéhrigen Tieren
2.1. Untersuchungen der Proben von Neugeborenen:

(A) Untersuchungen auf Homogenatsebene

e DNA-Extraktion aus Gehirn, Herz, Leber und Muskel

e Realtime PCR zur quantitativen Bestimmung von Deletionen und Kopienanzahl in
Gewebehomogenaten

e Nested long PCR zur qualitativen Darstellung von Deletionen

e 8-OHdG Quantifizierung mittels ELISA (Nachweis der oxidativen Schadigung)

(B) Untersuchungen auf Einzelzellebene

e Anfertigung von histologischen Praparaten aus Maushirn

e Identifikation der dopaminergen Neurone mit Hilfe der immunhistochemischen Anti-
Tyrosinhydroxylase-Farbung (Tyrosinhydroxylase stellt Schllisselenzym im
Dopaminstoffwechsel dar)

Selektion der TH positiven Neurone mit Hilfe der Lasermikrodissektion

Isolierung der DNA mit Micro-Extrationskit

Untersuchung der so gewonnen DNA auf Deletionen im mitochondrialen Genom
Qualitative Darstellung von Deletionen mittels nested long PCR

Quantitative Darstellung von Deletionen mittels realtime PCR

2. Wiederholung der Deletions- bzw. Kopienanzahlsuntersuchungen bei alteren Tieren
(12 Monate):

Zeitliche Dynamik der Deletionsbelastung:

e Nachweis einer Akkumulation von Deletionen/Mutationen im Sinne von ,Life
lesions® geméal der ,,Mitochondrialen Theorie des Alterns® durch Untersuchung von ein-
jahrigen Tieren

Zeitliche Dynamik der relativen Kopienanzahl

e Nachweis reaktiver Veranderungen im Sinne einer Erhéhung oder Erniedrigung der rela-
tiven Kopienanzahl

42



3. Material und Methoden

3.1. Tiere und Tierhaltung

Bei den Tieren handelt es sich um SOD2-KO-Méause vom Typ B6.129S7-Sod2<tm1Leb>/J
mit C57BL/6J Hintergrund. Diese Tiere sind kommerziell erhéltlich. Das Mausmodell basiert
auf einer Arbeit von Russell M. Lebovitz (Lebovitz RM, 1996). Die Tiere waren zum Zeit-
punkt des Erwerbes nach fiinfmaliger Rickkreuzung in der 15. Tochtergeneration und
schliellich einmal erneut riickgekreuzt worden. In der vorliegenden Arbeit wurden jeweils
Heterozygote miteinander verpaart.

Die Mé&use wurden in der German Mouse Klinik des Helmholtz-Zentrum (ehemals GSF) in
isoliert bellfteten Typ 2 Kafigen mit S&gespénen als Einstreu bei einer Temperatur von 20 bis
24°C, einer Luftfeuchtigkeit von 50 bis 60%, einem 20fachem Luftaustausch pro Stunde und
bei einem 12/12-Stunden Hell-/Dunkelrhythmus gehalten. Gem&R den FELASA-Richtlinien
wurden die Inzucht-Mause alle zwolf Wochen auf Mikroorganismen getestet. Sowohl Tierhal-
tung als auch durchgefiihrte Prozeduren erfolgten im Einklang mit den Richtlinien fur Tier-
haltung und dem am Helmholtz-Zentrum tblichen Umgang mit Tieren sowie unter Berlick-
sichtigung der deutschen Rechtsprechung.

3.1.1. Tiere

Die Kopienanzahls- bzw. Deletionsuntersuchungen aus verschiedenen Gewebehomogenaten
wurden einerseits an 14 (Gehirn) bzw. 26 (Herz) Neugeborenen durchgefihrt, andererseits
auch an 21 einjahrigen Mausen. Zusatzlich erfolgte die Untersuchung auf Deletionen aus der
DNA einzelner SN-Neuronen. Bei den Neugeborenen wurden Wildtypen, Heterozygote und
Knock-outs miteinander verglichen, bei den einjahrigen Mausen wurden Wildtypen mit
Heterozygoten verglichen (Anm.: Knock-Outs Uberleben nur wenige Wochen).

Tabelle 5: Kopienanzahls- bzw. Deletionsuntersuchungen Neugeborener aus Herzgewebehomogenat

Anzahl | Genotyp

12 Wildtypen

7 Heterozygote
7 Knock-Outs
26 Summe

Tabelle 6: Kopienanzahls- bzw. Deletionsuntersuchungen aus Gehirngewebehomogenat

Anzahl | Genotyp

5 Wildtypen

5 Heterozygote
4 Knock-Outs
14 Summe
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Tabelle 7: Einjahrige Tiere fliir Kopienanzahls- bzw Deletionsuntersuchungen aus diversen
Gewebehomogenaten (Wildtypen)

Nr. Alter (Tage) | Genotyp
1 360 Wildtyp
2 360 Wildtyp
3 382 Wildtyp
4 332 Wildtyp
5 143 Wildtyp
6 221 Wildtyp
7 242 Wildtyp
Mittelwert 291,4
Standardabweichung | 98,0

Tabelle 8: Einjarige Tiere fur Kopienanzahls- bzw Deletionsuntersuchungen aus diversen
Gewebehomogenaten (Heterozygote)

Nr. Alter (Tage) | Genotyp

1 260 Heterozygot
2 260 Heterozygot
3 426 Heterozygot
4 426 Heterozygot
5 426 Heterozygot
6 426 Heterozygot
7 361 Heterozygot
8 382 Heterozygot
9 362 Heterozygot
10 332 Heterozygot
11 143 Heterozygot
12 156 Heterozygot
13 138 Heterozygot
14 138 Heterozygot
Mittelwert 302,6

Standardabweichung | 117,6

Tiere Produktnummer | Hersteller
B6.129S7- 002973 The Jackson Laboratory
Sod2"™mteb/g

3.1.2. Erndhrung

Die Ernahrung der Tiere erfolgte ad libitum mit einem standardisierten Futter (1314, Altromin)
und Wasser.
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3.1.3. Totungskriterien und standardisierte Totung

Kriterien flr eine aullerplanmaiige Totung waren offensichtliche Anzeichen von Krankheit,
die in Widerspruch zu den Tierhaltungsrichtlinien standen:

e Eingeschranktes Bewegungsvermdégen

Schnelle oder flache Atmung

Zerzaustes Fell

Deutliche Abmagerung

Diarrhoe

Ulzerierende Dermatitis oder andere Hautldsionen grof3er als 1cm?

e Starke Gewichtsverluste oder Neoplasien

Die kontrollierte Totung erfolgte mittels CO,-Euthanasie.

3.2. Genotypisierung aus Tail-DNA mittels realtime PCR

Die Genotypisierung zur Gruppeneinteilung erfolgte aus Tail-DNA mittels realtime PCR.

3.2.1. Grundprinzipien der realtimePCR

Gegeniber der herkdbmmlichen PCR zeichnet sich die realtime PCR durch die zusatzlich
Maoglichkeit der Quantifizierung von Genprodukten aus. Die Quantifizierung erfolgt auf der
Grundlage von Fluoreszenzmessungen. In Abgrenzung zur kompetitiven PCR, die ebenso
quantitativ ist, ist die Messung bereits ab dem ersten Zyklus mdglich, so dass die Methode
den Verlauf der Reaktionen ,,in Echtzeit* widerspiegelt.

Zusétzlich zu den Forward bzw. Reverse Primern ist eine so genannte sequenzspezifische
,,Probe im Reaktionsgemisch vorhanden, die mit zwei verschiedenen Fluoreszenzfarbstoffen
markiert ist, die aneinander gebunden vorliegen. Die Probe bindet zwischen den zwei Primern
an die Gensequenz.

Zunéchst emittiert nur einer der Farbstoffe Licht (,,Quencher®), durch Energietransfer auf den
Quencher wird der 2. Farbstoff gehemmt. Die Primer werden durch die Tag-Polymerase so-
lange verléngert, bis sie auf die Probe treffen. Jetzt wird die Probe vom Strang gel6st und
durch die 5 -Nuklease-Aktivitat der Tag-Polymerase abgebaut.

Die Trennung der Farbstoffe bewirkt eine Lichtemission des anderen Farbstoffs (,,Reporter*),
diese kann gemessen werden. Es besteht eine direkte Proportionalitat zwischen Fluoreszenz
und Menge der PCR-Produkte, so dass auch die PCR-Produkte quantitativ bestimmt werden
kénnen. Die Messung der Reporterfluoreszenz erfolgt alle 7 Sekunden. Damit kann der Ver-
lauf der PCR-Reaktion kontinuierlich verfolgt werden.
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Abbildung 4: Prinzip der Fluoreszenzmessung wahrend der realtime PCR (Applied Biosystems)

D.h. die realtime PCR zeichnet sich durch die Moéglichkeit der Quantifizierung ohne aufwen-
dige Gelauftrennung der PCR-Produkte aus, so dass fir die Auswertung das Kontaminations-
risiko deutlich verringert ist.

Prinzipiell werden fur die realtime PCR folgende Reagenzien benétigt: Forward und Reverse
Primer, sequenzspezifische Probe mit Fluoreszenzfarbstoff, sogenannter ,,Gene Expression
Assay“, hochreines Wasser sowie das Template.

Die realtime PCR setzt sich aus drei Phasen zusammen, wobei nur in der 2. Phase der Ampli-
fikation quantifiziert werden kann.

e 1. Phase: Die Templatemenge ist begrenzt, d.h. die Wahrscheinlichkeit, dass Template,
Primer und Polymerase aufeinandertreffen ist suboptimal.

e 2. Phase: Nur hier kommt es zum exponentiellen und damit quantifizierbareren An-
stieg. Die Messung beginnt am ,, Treshhold Cycle* (=Ct-Wert). Parallel dazu ist der
,,Crossing Point* (=CP-Wert) definiert als der Zyklus, an dem die Fluoreszenz erstma-
lig signifikant Gber die Hintergrundfluoreszenz ansteigt

e 3. Phase: Der starke Anstieg von DNA, Pyrophosphat und Mononukleotiden fiihrt zur
Produkthemmung, zusétzlich kommt es zur Hybridisierung von Produktfragmenten,
Substratverbrauch, Hitzedenaturierung.

Die Effizienz R? kann mit Hilfe der Steigung m einer Standardkurve berechnet werden.

R*=10"™ _1

Formel 3: Berechnung der Effizienz fur realtime PCR

Bei Messung von zwei Genen (und komparativen Berechnungen) muss die Effizienz der
Genmessungen anndhernd gleich sein (Parallelitat der Geraden). Im Optimalfall betragt die
Steigung -3,32. Das entspricht einer Effizienz von 1. Mathematisch betrachtet, besteht im
Bereich dieses Wertes eine direkte Proportionalitdt zwischen Fluoreszenz und DNA-
Ausgangsmenge.

46



3
@E ND 1y = -3,3625x + 28,88
R2=1

25 y S—

ND 4y =-3,3075x + 27,048
R2=0,9999
) N
. ND1
15 ] ND4

Linear (ND1,

e Linear (ND4

10

Log G0

Abbildung 5: Standarkurve fur real-time PCR (eigene Ergebnisse)

3.2.2. Grundlagen der Genotypisierung mittels real-time PCR

In den Tail-DNAs wurde sowohl das ,,Houskeeping“-Gen B-Aktin (ACTB) als auch das funk-
tionstuichtige Wildtyp SOD2-Gen gemessen. Aus dem Verhéltnis der zwei Gene zueinander in
Relation zu einer Standard-DNA aus Blut kann der Genotyp ber folgende Formel berechnet
werden:

-AACt
2

AACt = Tail-DNA[Ct(SOD2)-Ct(ACTB)]-Standard[Ct(SOD2)-Ct(ACTB)]

Formel 4: Berechnung des Genotyps mittels realtime PCR Ergebnissen

Die Formel beruht auf der Tatsache, dass bei voller Integritat des Genoms (Standard-DNA),
das Verhéltnis der beiden nukleér codierten Gene ACTB und SOD?2 stets 1:1 ist. Lediglich in
genotypisch veranderten Tieren wiirde man einen Ausfall bzw. eine Verminderung der Menge
des gemessenen Wildtyp SOD2 -Gens bei normalen ACTB-Werten erwarten.

Im Idealfall erhalt man fir Wildtypen den Wert 1, fir heterozygote Mutanten den Wert 0,5
und fir homozygote Mutanten den Wert 0. D.h. bei gleicher Menge des ACTB-Gens weisen
Wildtypen die ,,volle” (zwei Allele) Menge an Wildtyp SOD2-Gen auf, heterozygote die hal-
be Menge (ein Allel) und bei homozygoten Mutanten sind keine Wildtyp SOD2-Gene (kein
Allel) messbar.

3.2.3. Praktisches Vorgehen

Zunécht wurde das benétigte Material (Pipetten, Pipettenspitzen, Rohrchen fur Mastermixe,
ddH,0, 96er Well-PCR-Platte) fur 30min mit UV-Licht bestrahlt, um das Kontaminationsrisi-
ko zu minimieren. Nach Ablauf der Zeit wurde der Mastermix fir SOD2 bzw. ACTB entspre-
chend dem untenstehenden Protokoll zusammenpipettiert. Anschliefend wurden jeweils 18ul
der zwei Mastermixe in separate Wells einer 96er Well-Platte pipettiert. Von den Tail-DNAs
wurden jeweils 2ul einmal in ein Well mit SOD2-Mastermix und einmal in ein Well mit
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ACTB-Mastermix pipettiert. Pro Lauf wurde (in Duplikaten) auch Blut-DNA als Referenz-
grundlage der Berechnung und eine Wasserprobe als Negativkontrolle verwendet.

Nach dem Pipettieren der Platte wurde dieser ein spezieller Schutzfilm aufgeklebt.

Samtliche Schritte wurden unter der Hood mit Schutzhandschuhen durchgefihrt, um ein mog-
lichst sauberes Arbeiten zu gewahrleisten.

Die fertig pipettierte Platte mit Schutzfilm wurde flr 2min zentrifugiert, zum einen zur besse-
ren Durchmischung, zum anderen um eventuelle randstandig pipettierte Fltssigkeitstropfen in
die Zentren der ReaktionsgeféalRe zu befdrdern. Anschliefend wurde die Platte in das realtime
Gerat eingelegt und die Anwendung entsprechend der untenstehenden Einstellungen gestartet.
Um die Validitat der Ergebnisse zu erhéhen, wurde jede Probe in mindestens zwei separaten
Laufen gemessen.

Die Rohdaten wurden in das Programm ,,Microsoft Excel” zur Berechnung exportiert und
anschlieBend wurden die berechneten Werte mittels ,,.SPSS* statistisch ausgewertet. Die
durchgefuhrten statistischen Tests sind unter 3.4.1.2. aufgefihrt.

Tabelle 9: Gerateeinstellungen fur realtime PCR

Zyklen Analysemodus | Zieltemperatur | Zeitdauer
Préinkubation

1 Keiner 50°C 2min

1 Keiner 95°C 10min
Amplifikation

40 Quantifizierung | 95°C 15s
Kihlung

1 Keiner 60°C 1min

1 Keiner 4°C unbegrenzt

Tabelle 10: Protokoll fur realtime PCR (SOD2-Assay)

Reagenz Konzentration | Volumen pro Reaktion (ul)
Gene Expression Assay 2X 10

Forward Primer (SOD2) 100uM 0,36

Reverse Primer (SOD2) 100uM 0,36

Probe 5x 1

ddH,0 6,28

Template-DNA 2

Totales Volumen 20

pro Reaktion
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Tabelle 11: Reagenzien, Verbrauchsmaterialien und Geréte fir realtime PCR (Genotypisierungsassay)

Reagenzien, Produktbezeichnung / Hersteller

Verbrauchsmaterialien, Katalognr.

Hard- und Software

TagMan® Gene Expression | 4331182 Applied Biosystems,

Assay Germany

SOD2 Primer-Probe-Assay Mn00449725 g1 (Assay-ID) | Applied Biosystems,
NM_013671.3 (RefSeq) Germany

ACTB Primer-Probe-Assay | Mouse ACTB Endogenous Applied Biosystems,
Control, 4352933E Germany

Micro Amp Fast optical 4346906 Applied Biosystems,

96-Well Germany

Zentrifuge Centrifuge 5415 R Eppendorf AG

Thermomixer compact 5350 2274 Eppendorf AG

Step One™ Real-Time-PCR | 4376374 Applied Biosystems,

Systems Germany

Personal-Computer Satellite A100-512 Toshiba

Microsoft Excel Excel 2003 Microsoft

SPSS Softwarepaket 12.0 SPSS Softwarepaket 12.0 SPSS Corp

R Development Core Team ISBN 3-900051-07-0, URL | R Foundation for Statistical

Version 2.12.0 Computing, Vienna/Austria

3.3. Probengewinnung

3.3.1. Organentnahme und Konservierung

Nach der Sektion der Tiere wurden Gehirn, Herz, Muskel und Leber prapariert. Die entnom-
menen Organe wurden in flissigem Stickstoff schockgefroren und fiir die anstehenden Unter-
suchungen bei -80°C kryokonserviert. Die Gehirne wurden zusatzlich fir die unterschiedli-
chen Experimente nach folgendem Schema geteilt:

/ \
\O O/bubstam\amgra
N

Bulbus olfactorius /

Grofihirn

el l

Substantia mgra

Abbildung 6: Teilungsschemata der Maushirne

nh|rn —
/

. Hirnstamm

Schnitte

Der SN-haltige Mittelteil wurde fir die histologischen Praparate reserviert. Die verbleibenden
zwei Teile wurden fur DNA-Extraktion und 8-OHdG-ELISA aufbewahrt.
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Die 8-OHdG-Bestimmung mittels ELISA wurde von einem anderen Mitglied der Arbeits-
gruppe durchgefiihrt. Deshalb wird das Ergebnis der Untersuchung lediglich unter 4.1. aufge-
fihrt.

3.3.2. DNA-Extraktion aus Gewebehomogenat

Zunéchst wurde von den kryofixierten Organen (Gehirn, Herz, Leber, Muskel) bei -20°C ein
ca. 2mm?3 Gewebestlick seziert. Nach der Homogenisierung des Gewebes wurde die DNA mit
Hilfe eines speziellen Kits (DNeasy Blood & Tissue Kit, Quiagen, Germany) nach dem Pro-
tokoll des Herstellers [,,Purification of total DNA from Animal Tissues (Spin-Column-
Protocol)“] extrahiert. Anschliefend wurde die DNA-Konzentration mit Hilfe eines Foto-
spektrometers (NanoDrop ND 1000, Peglab, Germany) bestimmt und unter Zugabe von be-
stimmten Mengen an hochreinem Wasser auf eine Konzentration von 10ng/ul dquilibriert.

Die DNA-Extraktion erfasste sowohl nDNA als auch mtDNA. Dies ist insofern von Bedeu-
tung, da mittels realtime PCR sowohl mitochondriale Gene (zur Deletionsbestimmung) als
auch ein nukleéres Referenzgen (zur Kopienanzahlbestimmung) gemessen wurden.

Tabelle 12: Reagenzien und Geréatschaften fliir DNA-Extraktion aus Gewebehomogenaten

Reagenzien/Geréatschaften | Produktbezeichnung/Katalognummer | Hersteller
DNeasy Blood & 69504 QiagenGmbH,
Tissue Kit Hilden (D)
NanoDrop ND 1000 C434 Peglab, Germany
Zentrifuge Centrifuge 5415 R Eppendorf AG
Thermomixer compact 5350 2274 Eppendorf AG

3.3.3. Anfertigung histologischer Praparate aus Maushirn

Die bei -80°C kryokonservierten Gehirne wurden zunéchst fir eine Stunde bei -20°C gelagert.
AnschlieBend wurden sie entsprechend der Abbildung 7 aufgeblockt. Mittels Kryostat wurden
10um dinne anterior-posterior gerichtete Koronarschnitte im Bereich der SN angefertigt.
Nachdem die SN der Maus (im Gegensatz zur humanen SN) nicht das schwarze Pigment Me-
lanin aufweist, ist sie makroskopisch im Nativprdparat nicht sichtbar. Dementsprechend er-
folgte die Orientierung unter Zuhilfenahme eines anatomischen Schnittbildmausatlases an
Landmarken, wie dem Ventrikelsystem oder der Hippocampusfissur, die auch im Nativprapa-
rat identifizierbar sind. Pro Objekttrager wurden mehrere Schnitte aus weiter auseinanderlie-
genden Bereichen (also keine Folgeschnitte) aufgenommen, um die Chance zu erhéhen, dass
die SN auf einem der Schnitte enthalten ist. Als Objekttrager wurden spezielle, fur die
Lasermikrodissektion erforderliche PEN-Membranen, verwendet (Leica, Germany) und diese
bis zu den weiteren Prozeduren bei -80°C tiefgefroren.
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Abbildung 7: Schemata zur Anfertigung von Gewebeschnitten aus Maushirn

Tabelle 13: Verbrauchsmaterial und Geratschaften fur die Anfertigung histologischer Praparate

Verbrauchsmaterial/Geratschaften | Produktbezeichnung/Katalognummer | Hersteller
Leica Membran Slides 11505158 Micro
PEN-Membran 2,0um Dissect
GmbH
(Herborn)
Kryostat Mikrom Walldorf

3.3.3.1. Identifikation dopaminerger Neurone mittels Anti-TH-
Farbung

3.3.3.1.1. Grundlagen der Anti-Tyrosinydroxylase-Farbung

Bei der Tyrosinhydroxylase-(TH)-Féarbung handelt es sich um eine immunhistochemische
Farbung, die mit Hilfe der Zugabe eines entsprechenden Antikorpers (Anti-TH) das Protein
Tyrosinhydroxylase (Antigen) sichtbar machen kann. Die Tyrosinhydroxylase stellt das
Schlisselenzym im Dopaminstoffwechsel dar, d.h. sie ist ein Marker fir dopaminerge Neuro-
ne.

3.3.3.1.2. Praktisches Vorgehen

Die kryokonservierten Schnitte wurden zunéchst fur 30min bei Raumtemperatur aufgetaut
und getrocknet. AnschlieBend wurden sie fur 5min in eiskaltem Aceton fixiert. Nach einer
Trockenzeit von 10min wurden die Objekttrager fur dreimal eine Minute in PBST gewaschen.
Né&chster Schritt war das Blocken der endogenen Peroxidase-Aktivitdt mit dem ,,Peroxidase-
Blocking“-Reagenz eines entsprechenden Kits (Chemicon KIT 2762). Nach einem erneuten
Waschschritt wurde die so genannte ,,Blocking Solution* bestehend aus PBST, 10% Goat-
Serum und 1% BSA zur Minderung von unspezifischer Bindung aufgetragen. Nach 30min
wurde die Losung lediglich abgekippt und die Schnitte mit dem Rabbit Anti-TH-Antikérper
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(Chemicon, AB152) bedeckt. Der Antikorper wurde mit PBST unter dem Zusatz von 1%
Goat-Serum und 1% BSA auf 1:100 verdiinnt. Inkubiert wurde bei 37°C fir eine Stunde.
Nach erneutem Waschschritt wurde zur Detektion des primaren Antikorpers das gebrauchs-
fertige ,,Anti-Mouse Poly HRP* (Chemicon) fur 30min aufgetragen. Nach erneutem Wasch-
schritt wurde gemaR den Anweisungen des Herstellers ein Gemisch aus DAB Chromogen und
DAB-Puffer im Verhaltnis 1:40 gemischt und fiir finf Minuten aufgetragen. Nach erneutem
Waschritt wurden die Schnitte zum Dehydrieren zehnmal in 100% Ethanol getaucht, dann fir
20min bei Raumtemperatur getrocknet und bis zur weiteren Verwendung bei -80°C tiefgefro-
ren.

Samtliche Schritte der Anti-TH-Farbung konnten dahingehend optimiert werden, dass eine
eindeutige Identifikation der SN sowie der dopaminergen Neurone moglich war.

Bereits makroskopisch war die SN als farbiges Areal auf den Schnitten der Objekttrager
sichtbar. Bei niedriger VergrolRerung (6x) konnte zwischen Neuronen-spezifischer und unspe-
zifischer Farbung (z.B. in Randbereichen oder an Umschlagfalten) differenziert werden. Die
Hintergrundfarbung (bedingt durch endogene Peroxidaseaktivitat) konnte soweit supprimiert
werden, dass die dopaminergen Neurone klar abgrenzbar waren.

Abbildung 8: Ubersicht bzw. Ausschnitte eines gefarbten Maushirn-Koronarschnittes mit SN in unter-
schiedlichen VergroRerungen (6x bis 40x) (eigene Arbeiten)
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Tabelle 14: Protokoll der TH-Farbung
Sofern nicht anders angegeben wurden samtliche Schritte bei Raumtemperatur ausgefihrt.

1. | Auftauen 30min
2. | Fixierung in eiskaltem Aceton 5min
3. | Trocknen 10min
4. | 3x Waschen in PBST 3x 1min
5. | Blocken mit PBST, 10% Goat Serum und 1% BSA 30min
6. | Primar-Antikorper (Anti-TH) 1:100 verdunnt in PBST mit 1% Goat 1h
Serum & 1% BSA bei 37°C
7. | 3x Waschen in PBST 3X 1min
8. | Sekundar-Antikdrper Anti-Rabbit Poly HRP 30min
9. | 3x Waschen in PBST 3x 1min
10. | Farbung mittels DAB-Chromogen/DAB-Puffer-Gemisch im Verhaltnis 1:40
11. | 3x Waschen in PBST 3x 1min
12. | Dehydrierung durch 10x Tauchen der Schnitte in 100% Ethanol 1min
13. | Trocknen der Schnitte 20min
14. | Kryokonservierung bei -80°C bis zur weiteren Verwendung

Tabelle 15: Reagenzien fur TH-Farbung

Reagenzien Produktbezeichnung/Katalognummer | Hersteller

Aceton 822251 Merck

Peroxidase-Blocking- Gebrauchsfertige Bestandteile des Chemicon/Millipore,

Solution “Anti-Mouse Poly HRP IHC Detection | U.S.

Anti-Mouse Poly-HRP Kit”, Ca. No. 2762

DAB-Puffer

DAB-Chromogen

Goat-Serum Ca. No. S26-Liter Chemicon/Millipore,
U.S.

Ultra PureBSA B9001S Biolabs

100% Ethanol 1.009.832.511 Merck

Rabbit Anti-TH- Rabbit Anti-TH-Antikorper, AB152 Chemicon/Milipore,

Antikorper U.S.

3.3.3.2. Selektion Tyrosinhydroxylase-positiver Neurone mittels
Lasermikrosdissektion

3.3.3.2.1. Grundlagen der Lasermikrodissektion

Mit Hilfe der LMD koénnen einzelne Zellen aus Gewebeschnitten ausgeschnitten werden.
Hierflr wird ein kohéarenter gepulster Laserstrahl Uiber ein Objektiv auf die Probe fokussiert.
Durch die hohe Energie des Lichts wird das Gewebe im Fokus zerstort. Werden viele Pulse
aneinandergereiht, entsteht die gewilnschte Schnittlinie. Der ausgeschnittene Bereich fallt
gemeinsam mit der Tragermembran in ein Rohrchen flr die anschlieBende DNA-Extraktion
des Dissekats. Die Methode erfordert ein sogenanntes Lasermikrodissektionsmikroskop. Wie
der Name bereits sagt, enthalt das Gerat neben einem Diodenlaser mit 355nm Wellenlénge
auch ein Mikroskop, so dass eine mikroskopisch kontrollierte Navigation der Dissektion mog-
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lich ist. Hierflir wird zunéchst der gewinschte Bereich fokussiert und die genauen Strukturen
(Zellen etc.) markiert. Schliel3lich fuhrt der Laser die Dissektion aus (Bohm C, 2005).

Abbildung 9: LMD-System: Leica LMD 7000 (Leica Microsystems)

3.3.3.2.2. Praktisches VVorgehen

Es erfolgte eine Vorauswahl an Objekttrdgern und Schnitten, bei denen makroskopisch die
(geféarbte) SN sichtbar war.

Zunichst wurde die SN in der Ubersicht des Maushirnschnittes bei niedriger VergréRerung
geortet. Schliellich wurde dieser Bereich schrittweise vergroBert, um erst geeignete Areale
aufzufinden und anschlieBend einzelne Neurone mit hoher Auflésung darstellen zu kénnen.
Geeignete Neurone wurden bei 40facher VergrofRerung markiert und ausgelasert. Der Vor-
gang wurde mittels der integrierten Fotofunktion des LMD-Mikroskops dokumentiert. Pro
Auffangbehélter wurden 10 Zellen gepoolt.

Die dopaminergen Neurone konnten erfolgreich ausgelasert und in entsprechenden Behaltnis-
sen aufgefangen werden.

Abbildung 10a,b,c: (a) angefarbte SN-Neurone (40x Vergrolierung), (b) mit Markierung fiir LMD (c)
nach LMD (eigene Arbeiten)
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Tabelle 16: LMD-System

Geratschaft Produktbezeichnung Hersteller
LMD Mikroskop-System Leica LMD 7000 Leica (Wetzlar)

3.3.3.3. Isolierung der DNA mittels Microextraktionskit

Die Isolierung der DNA aus den Einzelzellen erfolgte mittels eines gebrauchsfertigen Kits
(QlAamp DNA Micro Kit, Quiagen Germany) nach dem entsprechenden Protokoll des Her-
stellers (,,Isolation of Genomic DNA from Laser-Microdissected Tissues®).

Der erste Schritt der Extraktion, die Zugabe von 15ul ATL-Puffer, wurde bereits unmittelbar
nach dem Auslasern der Zellen durchgefiihrt. In diesem Zustand wurden die Auffangbehélter
mit den Zellen bis zur weiteren Verarbeitung bei -20°C gelagert.

Tabelle 17: Reagenzien und Geréatschaften fir DNA-Extraktion aus Einzelzellen

Reagenzien/Geratschaften | Produktbezeichnung/Katalognummer | Hersteller
QlAamp DNA Micro Kit 56304 Qiagen, Germany
Zentrifuge Centrifuge 5415 R Eppendorf AG
Thermomixer compact 5350 2274 Eppendorf AG

3.4. Untersuchung des Probenmaterials

3.4.1. Quantitative Darstellung von Deletionen und Bestimmung der
Kopienanzahl mittels realtime PCR

Die Untersuchungen des Probenmaterials auf Deletionen und zur Kopienanzahlsbestimmung
erfolgte mittels realtime PCR. Die Grundprinzipien der realtime PCR wurden bereits unter
3.2.1. dargelegt.

3.4.1.1. Grundlagen der Deletionsberechnung und der Bestimmung
der relativenKopienanzahl mittels realtime PCR

In Anlehnung an die bereits gut etablierte relative ND1/ND4-Methode fir die Quantifizierung
von Deletionen in humaner mtDNA (He L, 2002; Krishnan KJ, 2007a) wurde zuné&chst ein
entsprechender Assay fur murine mtDNA entwickelt.

Die ND1/ND4-Methode beruht auf der Beobachtung, dass bei Deletionen des ringférmigen
mtDNA-Molekils vorwiegend Teile des so genannten ,,major arcs* (in diesem Bereich liegt
das ND4-Gen) betroffen sind, wo hingegen im so genannten ,,minor arc“ (in diesem Bereich
liegt das ND1-Gen) kaum Deletionen auftreten. Es werden also zwei mitochondriale Gene
eines Molekils quantitativ erfasst. Im Normalfall kommt auf eine ND1-Genkopie eine ND4-
Genkopie, d.h. samtliche mtDNA-Kopien weisen keine Deletionen auf. Eine VVerminderung
an ND4-Kopien in Relation zu zahlenmdaRig unverédnderten ND21-Kopien spricht fur
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Deletionen. Je starker die ND4-Genmenge vermindert ist, desto héher ist der Deletionsgrad.
Die relative Quantifizierung der AmtDNA erfolgt Uber folgende Formel:

AmtDNA (%)=(1-2"24“)*100
Formel 5: Berechnung der mtDNA-Deletionen in Prozent (ND1/ND4-Methode)

Die Formel driickt das Verhéltnis von deletierter mtDNA zu nicht deletierter mtDNA norma-
lisiert mittels einer Standard-DNA aus Blut mit 0% Deletionen.

Inwieweit die Beobachtung, dass Deletionen iiberwiegend im ,,major arc* auftreten, auch auf
murine mtDNA zutrifft, ist bisher nicht bekannt. Nachdem in eigenen Untersuchungen inner-
halb von Proben z.T. sowohl eine Verminderung der ND4-Genmengen als auch z.T. der ND1-
Genmengen gemessen werden konnte, wurde die Methode weiterentwickelt.

Es wurden drei mitochondriale Gene ausgewdhlt, die einerseits (in etwa) im gleichen Abstand
zueinander stehen und damit andererseits gleichmé&Rig uber das ringférmige Mitom verteilt
liegen. Bei den Genen handelt es sich um ND1 (Beginn ab Position mt2752), COX3 (Beginn
ab Position mt8609) und CytB (Beginn ab Position mt14148).

Mittels realtime PCR wurden diese drei Gene quantitativ erfasst. Die Entwicklung der Metho-
de beruht ebenso auf der Uberlegung, dass im ,,Normalfall“, also bei mtDNA ohne Deletionen,
die Menge der drei Gene zueinander im Verhéltnis 1:1:1 stehen msste. Eine Differenz dage-
gen spricht fur Deletionen. Sdmtliche Deletionslevels wurden mit einer Standard-DNA aus
Mausblut normalisiert, welche keine AmtDNA enthélt. Grundlage flr die Berechnung des
Deletionsgrades war das Verhaltnis zweier Gene zueinander, wobei samtliche mdglichen
Kombinationen (ND1/COX3; ND1/CytB; COX3/ND1; COX3/CytB; CytB/ND1; CytB/COX3)
berticksichtigt wurden und jeweils der maximale Deletionsgrad gewertet wurde.

Zur Normalisierung mittels Standard wurden samtliche Kombinationen in folgende Formel
eingesetzt:

AACten1-gen2) = Template-DNA[Ct(Genl)-Ct(Gen2)]-Standard[Ct(Gen1)-Ct(Gen2)]

Formel 6: Normalisierung der Ct-Werte mittels Standard fur Deletionsberechnung (ND1/COX3/CytB-
Methode)

Fir die Berechnung der maximalen Deletionen wurde der maximale AACt-Wert in die
folgende Formel eingesetzt:

AmtDNA (%)=1-2"2ACtma«1 0
Formel 7: Berechnung des maximalen Deletionsgrades in Prozent (ND1/COX3/CytB-Methode)

Zur Bestimmung der Kopienanzahl innerhalb einer Probe wurde gleichzeitig das nukleére
codierte ,,Housekeepinggen 3-Aktin (ACTB) quantitativ bestimmt. Wahrend jede Zelle stets
uber einen diploiden Satz des ACTB-Gens verflgt, ist die Anzahl der mtDNA (und damit der
drei mitochondrialen Gene) multipel und variabel innerhalb einer Zelle. D.h. lber das Ver-
héltnis der ACTB-Genmenge zu der mt-Genmenge kann auf die relative Kopienanzahl der
mtDNA geschlossen werden. Fur die Berechnung wurden zum einen die Werte auf die Stan-
dard-DNA normalisiert, zum anderen wurde (fur jede Probe individuell) das quantitativ do-
minierende mitochondriale Gen ausgewéhlt, um das Risiko einer falsch niedrigen
Kopienanzahl bedingt durch Deletionen zu vermindern.
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Zur Normalisierung mittels Standard wurden die drei mitochondrialen Gene jeweils in fol-
gende Formel eingesetzt:

AACtmigen-acts) = Template-DNA[Ct(mtGen)-Ct(ACTB)]-Standard[Ct(mtGen)-Ct(ACTB)]
Formel 8: Normalisierung der Ct-Werte mittels Standard fiir Kopienanzahlberechnung

Fir die Berechnung der relativen Kopienanzahl wurde der minimale AACt-Wert (vgl.
niedrige Ct-Werte entsprechen héherer Quantitat) in die folgende Formel eingesetzt:

Relative Kopienanzahl(mtDNA) = 244t

Formel 9: Berechnung der relativen mtDNA-Kopienanzahl

3.4.1.2. Praktisches VVorgehen

Das prinzipielle  Vorgehen fur die realtime PCR zur Deletions- bzw.
Kopienanzahlbestimmung ist identisch mit dem der realtime PCR zur Genotypisierung. Aller-
dings muissen vier Mastermixe fur drei mitochondriale Gene (ND1, COX3 und CytB) und
einer flr das nukledre Referenzgen ACTB angesetzt werden. Dementsprechend wurden auch
die Template-DNAs (hier: DNA aus Gewebehomogenaten bzw. Einzelzell-DNA) sowie die
Blut-DNA und die Wasserprobe vierfach pipettiert. Siehe hierzu Abb. 11. Sdmtliche Proben
wurden in getrennten Laufen mindestens als Duplikate, viele auch als Triplikate durchgefuhrt.
Der ACTB-Primer/Probe-Assay ist kommerziell erhaltlich. Die drei Primer/Probe-Assays
wurden individuell unter Angabe der gewiischten Primer-Probesequenzen hergestellt.

1 2 3 4 5 6 7 8 © 10 11 12

ND1 ND1 ND1
Stan- Stan- Stan- Le 20 Le 21 Le 27 Le 40 Le 41 Mu 20 Mu21 Mu27 Mu 40
dard dard dard

COX3 COX3 COX3
Stan- Stan- Stan- Le 20 Le 21 Le 27 Le 40 Le 41 Mu 20 Mu21 Mu27 Mu 40
dard dard dard

CytB CytB CytB
Stan- Stan- Stan- Le 20 Le 21 Le 27 Le 40 Le 41 Mu 20 Mu21 Mu27 Mu 40
dard dard dard

ACTB ACTB ACTB
Stan- Stan- Stan- Le 20 Le 21 Le 27 Le 40 Le 41 Mu 20 Mu21 Mu27 Mu 40
dard dard dard

Mu41l Ge 20 Ge2l Ge 27 Ge 40 Ge 41 He20 He21 He27 He40 He4l

Mu41 Ge 20 Ge2l Ge 27 Ge 40 Ge 41 He20 He21 He27 He40 He4l

Mu4l Ge 20 Ge2l Ge 27 Ge 40 Ge 41 He20 He21 He27 He40 He4l

Mu4l Ge 20 Ge2l Ge 27 Ge 40 Ge 41 He20 He21 He27 He40 Hedl

Abbildung 11: Plattenbelegung flr Deletionsuntersuchung und Kopienanzahlsbestimmung mittels
realtime PCR
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Grundvoraussetzung fur die Quantifizierung ist Etablierung einer Standardkurve mit Paralleli-

tat der verschiedenen Gene. Siehe hierzu Abb.12.
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Abbildung 12: Etablierte Standardkurve fir real-time PCR zur Deletionsberechnungen
(ND1/COX3/CytB-Methode) (eigene Arbeiten)

Die Protokolle, Materialien, Geréte, Geréateeinstellungen und Primer wurden bereits unter

3.2.3. aufgefihrt.

Tabelle 18: Protokoll der real-time PCR zur Deletionsbestimmung (ND1-Assay)

Reagenz

Konzentration

Volumen pro Reaktion (ul)

Gene Expression Assay

2X

10

on

ND1-Primer/Probe-Assay | 20x 1
ddH,0 7
Template (DNA) 2
Totales Volumen je Reakti- 20

Tabelle 19: Protokoll der realtime PCR zur Deletionsbestimmung (COX3-Assay)

Reagenz

Konzentration

Volumen pro Reaktion (ul)

Gene Expression Assay

2X

10

je Reaktion

COX3-Primer/Probe-Assay | 20x 1
ddH,0 7
Template (DNA) 2
Totales Volumen 20
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Tabelle 20: Protokoll der realtime PCR zur Deletionsbestimmung (CytB-Assay)

Reagenz

Konzentration

Volumen pro Reaktion (ul)

Gene Expression Assay

2X

10

CytB-Primer/Probe-Assay | 20x 1
ddH,0 7
Template (DNA) 2
Totales Volumen 20

je Reaktion

Tabelle 21: Primer und Probes fur realtime PCR zur Deletionsbestimmung (ND1/COX3/CytB)

Primer und Probes

ND1 forward Primer mt3112-3136

ND1 Probe mt3154-3169

ND1 reverse Primer mt3210-3169

COX3 forward Primer mt8921-8945

COX3 Probe mt8957-8972

COX3 reverse Primer mt8998-8974

CytB forward Primer mt14614-14639

CytB Probe mt14668-14685

CytB reverse Primermt14718-14694

Tabelle 22: Reagenzien fiir realtime PCR zur Deletionsbestimmung

Reagenzien Produktbezeichnung/Katalognummer | Hersteller
TagMan® Gene | 4331182 Applied Biosystems,
Expression Germany

Assay

ACTB Primer- | Mouse ACTB Endogenous Control, Applied Biosystems,

Probe-Assay

4352933E

Germany

Micro Amp Fast | 4346906 Applied Biosystems,
optical 96-Well Germany
Zentrifuge Centrifuge 5415 R Eppendorf AG
Thermomixer 5350 2274 Eppendorf AG
compact

Step One™ 4376374 Applied Biosystems,
Real-Time-PCR Germany

Systems

ND1 Primer- Primer-Probe-Assay:Custom design Applied Biosystems,
Probe-Assay Germany

COX3 Primer- | Primer-Probe-Assay:Custom design Applied Biosystems,
Probe-Assay Germany

CytB Primer- Primer-Probe-Assay:Custom design Applied Biosystems,

Probe-Assay

Germany
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3.4.1.3. Statistische Auswertung der Rohdaten

Die Rohdaten wurden in das Programm ,,Microsoft Excel* zur Berechnung exportiert und
anschlieBend wurden die berechneten Werte mittels ,,SPSS* statistisch ausgewertet. Die grafi-
sche Darstellung erfolgte mittels des Programms ,,R“. Die verwendete Hard- und Software
wurde bereits unter 3.2.3. aufgefthrt.

Nach der Berechnung der einzelnen Deletions- bzw. Kopienanzahlswerte erfolgte die Berech-
nung von Mittelwert und Standardabweichung gruppenspezifisch sortiert nach Genotyp bzw.
Organ. Wurden zwei unterschiedliche Gruppen miteinander verglichen (z.B.Wildtypen vs.
Heterozygote bei den einjéhrigen Tieren), wurde jeweils ein zweiseitiger T-Test angewendet.
Der Vergleich von drei unterschiedlichen Gruppen (z.B. Wildtypen, Heterozygote und
Knock-Outs bei den einjéhrigen Tieren) wurde mittels zweiseitiger ANOVA durchgeftihrt.
AnschlieRend erfolgte eine Korrelation von Deletionen vs. Kopienanzahl innerhalb gleicher
Alters- und Organgruppen mittels Pearsons-Korrelationskoeffizienten. Zur Beurteilung der
zeitlichen Dynamik der Deletionsbelastung bzw. der relativen Kopienanzahl wurden neugebo-
rene vs. einjahrige Tiere innerhalb gleicher Organgruppen und Genotypen miteinander vergli-
chen. Darlber hinaus wurde die relative Haufigkeit von Deletionen im ,,minor bzw. major
arc* der mtDNA untersucht.

Als Signifikanzniveau wurde ein p-Wert von p<0.05 akzeptiert.

3.4.3. Qualitative Darstellung von Deletionen mittel nested long PCR

3.4.3.1. Grundlagen der nested long PCR

Wahrend mit einer Standard-PCR lediglich DNA-Fragmente bis zu einer Grol3e von ca. SkBp
amplifiziert werden kdnnen, bietet die long PCR die Mdglichkeit, DNA-Fragmente von bis zu
einer Lange von 40kBp zu amplifizieren. Dies ist dadurch moglich, dass besonders stabile
DNA-Polymerasen zum Einsatz kommen.

Der Zusatz ,,nested” bedeutet ,,verschachtelt”, d.h. die PCR-Reaktion erfolgt in zwei Runden
mit zwei unterschiedlichen Primerpaaren, wobei das Produkt der ersten Runde als Template
fir die zweite Runde dient. Die Primer der zweiten Runde binden an die Sequenz des Pro-
dukts der ersten Runde, so dass die Ausbeute gesteigert werden kann. Die Methode eignet
sich damit zum Nachweis geringster DNA-Mengen.

Die auf diese Weise vervielféltigten DNA-Fragmente konnen nun auf ein Ethidiumbromid-
haltiges Gel aufgetragen werden und mittels Elektrophorese aufgetrennt werden, so dass
durch die Interkalation von Ethidiumbromid mit der DNA unter UV-Licht Banden sichtbar
werden. Je nach GroRRe und Ladung der Teilchen differiert die Wanderungsgeschwindigkeit
im elektrischen Feld. Mit Hilfe einer gleichzeitig aufgetragenen Referenz (,,Ladder”) kann die
GroRe der Fragmente abgeschatzt werden.

Auf Grund der beschriebenen Eigenschaften eignet sich die long PCR damit zur Amplifikati-
on des 16kBp grofien mitochondrialen Genoms. Aus technischen Grunden kdnnen allerdings
nur 14kBp amplifiziert werden. Bei voller Integritit des Mitoms waren die einzigen Produkte
der Reaktion 14kBp lange DNA-Fragmente, die als so genannte Wildtyp-Bande zur Darstel-
lung kommen. Weitere, kiirzere Bande stellen Fragmente der mtDNA dar und kdénnen als
Hinweis auf Deletionen gewertet werden.
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3.4.3.2. Praktisches VVorgehen

Die Reagenzien fur die erste Runde wurden gemaR den Herstellerangaben des ,,Expand Long
Range Kits* und nach dem untenstehenden Protokoll zusammenpipettiert. Die Template-
DNA wurde zuvor auf 5ng/ul auqilibriert, so dass bei 2ul Template-DNA pro Reaktion je-
weils 10ng Template-DNA eingesetzt wurden. Zusatzlich zu den Template-DNAs wurde pro
Lauf auch eine Wasserprobe als Negativkontrolle und eine Blut-DNA-Probe als Referenz mit
angesetzt.

Fir die zweite Runde wurden die Produkte der ersten Runde mit ddH,0 verdinnt als Templa-
te-DNA eingesetzt. Der Grad der Verdinnung wurde variiert und bewegte sich zwischen 1:10
und 1:160.

Die Reaktionen selbst wurden entsprechend der untenstehenden Geréateeinstellung in einem
,» Thermalcycler durchgefiihrt.

Nach Beendigung der zweiten Runde wurden 12ul der amplifizierten Produkte mit 2ul Lade-
puffer gemischt und auf ein 1% Agarosegel mit entsprechenden Taschen aufgetragen. Die
Herstellung des Agarosegels erfolgte nach dem untenstehenden Protokoll. Zusétzlich zu den
PCR-Produkten wurde rechts bzw. links auflen 6ul einer sogenannten ,,Ladder aufgetragen.
Diese dient als Referenz zur Bestimmung der Produktlénge. Nach der Beladung des Gels
wurde dieses in eine TBE-haltige Elektrophoresekammer eingelegt und die Elektroden so
angeschlossen, dass sich die Negativelektrode bei den Taschen befand (vgl. DNA ist negativ
geladen, d.h. sie wandert vom Minus- zum Pluspol). Das Gerat wurde entsprechend der relativ
niedrigen Dichte des Gels auf 0,4V eingestellt.

Nach ca. einer Stunde wurde das Gel erstmalig unter UV-Licht gelegt und fotografiert. Ggf.
wurde das Gel erneut eingelegt und zu einem spéteren Zeitpunkt nochmals fotografiert, da die
Wanderungsgeschwindigkeit u.a. eine Variable der Zeit ist. Die durchschnittliche Laufdauer
betrug ca. zwei Stunden: Nach dieser Zeit waren (sofern vorhanden) verschiedene Banden
sichtbar und gut gegeneinander abgrenzbar.

Tabelle 23: Protokoll fiir die erste Runde der long PCR

Reagenzien Menge in ul
Magnesiumhaltiger Puffer (5x konz.) 10
10nM dNTP-Mix 2,5
Primer Forward 3F 1,5
Primer Reverse OR 1,5
Enzymmix mit Tag-Polymerase (700U) 0,75
BSA (in ddH20 auf 1:100 verdlnnt) 10
100% DMSO 3
Template DNA (10ng) 2
ddH20 21,75
Summe 50
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Tabelle 24: Protokoll fir die zweite Runde der long PCR

Reagenzien Menge in ul
Magnesiumhaltiger Puffer (5x konz.) 10
10nM dNTP-Mix 2,5
Primer Forward 20F 1,5
Primer Reverse 4R 1,5
Enzymmix mit Tag-Polymerase (700U) 0,75
BSA (in ddH20 auf 1:100 verdiinnt) 10
100% DMSO 3
Template DNA (Produkt der 1. Runde, z.T. verdiinnt) 2
ddH20 21,75
Summe 50

Tabelle 25: Primer fir long PCR

Primer | Primersequenz

Primer der ersten Runde

Forward Primer 3F mt2407 TCGACAATTAGGGTTTACGA
Reverse Primer OR mt42 AAGCATTTTCAGTGCTTTGC

Primer der zweiten Runde

Forward Primer 20F mt16005 GGGTTTTGCGGACTAATGAT
Reverse Primer 4R mt3269 TCATATGTGTTCTTGGGTTG

Tabelle 26: Geréteeinstellung fiir long PCR (erste und zweite Runde)

Schritt | Temperatur Zeit Besonderheiten

1 93°C 2min

2 93°C 30s d.h. Schritt 2-4 insgesamt 10mal
3 58°C 30s

4 68°C 15min

5 Gehe zu 2, 9mal

6 93°C 30s d.h. Schritt 6-8 insgesamt 20mal
7 58°C 30s

8 68°C 15min pro Zyklus 20s langer

9 Gehe zu 6, 19mal

10 68°C 10min

11 4°C unbegrenzt
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Tabelle 27: Protokoll zur Herstellung eines 1% Agarosegels mit kleinen Taschen fiir grole KammerHer-

stellung eines 1% Agarosegels mit kleinen Taschen fur groRe Kammer

Schritt | Vorgehen

1. 2g Agarose abwiegen, in 200ml TBE auflésen

2. Gemisch in der Mikrowelle fur 3-4min erhitzen, bis klare Flussigkeit sichtbar ist;
diese muss nun 1min richtig kochen

3. Gemisch (evtl. unter kaltem H,0O) etwas abkiihlen lassen

4. Herrichten der Kammer: Kamm mit kleinen Taschen so einstellen, dass dieser den
Boden knapp nicht berthrt

5. 9ul Ethidium-Bromid zu dem Gemisch pipettieren, unter Schwenken l6sen, so
dass homogene Losung entsteht

6. So viel Gel in die Kammer gielRen, dass kleiner Rest der Hélse frei bleibt

7. Gel fir ca. 1h abkiihlen und fest werden lassen

8. Nach dem Entfernen des Kamms ist das Gel gebrauchsfertig

Tabelle 28: Reagenzien und Verbrauchsmaterial fur die long PCR

Reagenzien/Verbrauchsmaterial | Produktnummer/Bezeichnung | Hersteller

Magnesiumhaltiger Puffer Gebrauchsfertige Bestandteile | Roche Diagnostics

10nM dNTP-Mix des ,,Expand Longe Range, GmbH Penzberg,

Enzymmix mit Tag-Polymerase dNTP Pack*- Sets, Deutschland

(700U) 100% DMSO Cat. No 04829042001

Primer MGB

Ultra Pure BSA B9001S BioLabs

Agarose 840004 Biozym Scientific
GmbH

Ethidiumbromid E1510-10ml Sigma Aldrich

Gel Pilot 1kb Ladder 239085 Qiagen

Tube Strips 0,2ul 82-0266-A Peglab Biotechno-
logie GmbH

Tabelle 29: Gerate fiir long die PCR
Geréate Produktbezeichnung Hersteller

Thermal Cycler

PTC-200 Pettier Thermal
Cycler

MJ Research

Zentrifuge

Centrifuge 5415 R

Eppendorf AG

Gelanalyse-Gerat

Apagel Midi-Wide Biometra

Biomed Analytik GmbH

Ultraviolett Transluminator

46514

Peglab Biotechnologie
GmbH

Thermomixer compact

5350 2274

Eppendorf AG

Digitalkamera

E990

Nikon
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4. Ergebnisse

4.1. Genotypisierung mittels realtime PCR

Die Genotypisierung erfolgte mittels realtime PCR. Diese ermdglichte die eindeutige Klassi-
fikation in die drei Gruppe Wildtypen, Heterozygote und Knock-Outs. Die prozentuale Ver-
teilung wich von der nach den Mendelschen Regeln zu erwartenden Verteilung ab. Wahrend
die Heterozygoten mit 70,77% Uberrepréasentiert waren, waren die Wildtypen mit 21,35 leicht
und die Knock-Outs mit 7,85% deutlich unterreprésentiert. Die Ergebnisse sind damit abwei-
chend zu bisher publizierten Arbeiten (Lebovitz RM, 1996). Hier entsprach die Verteilung den
Mendelschen Regeln.

Tabelle 30: Verteilung der Genotypen

Genotypen | Anzahl | Anteil (in %) | Erwartete Verteilung
(nach Mendelschen Regeln)
Wildtypen 19 21,35 25
Heterozygote | 63 70,77 50
Knock-Outs | 7 7,87 25
Summe 89 100 100

aowT
B HET
gkKo

Abbildung 13: Verteilung der Genotypen

Die Plausibilitdt des SOD2-Modells konnte von einem anderen Mitglied der Arbeitsgruppe
,Mitochondriale Neurogenetik* mittels 8-OHdG ELISA bestimmt werden: Hier zeigte sich
eine Korrelation zwischen SOD2-Defizienz und 8-OHdG, einem Marker fir oxidativen Stress.
Die detaillierte Vorgehensweise und die Ergebnisse werden im Rahmen dieser Arbeit nicht
néher ausgeflhrt, da diese nicht von der Verfasserin selbst ausgefuhrt wurden.

4.2. Quantitative Darstellung von Deletionen und Bestimmung der
Kopienanzahl mittels realtime PCR

Sowohl bei neugeborenen als auch bei einjahrigen Tieren erfolgte eine quantitative Darstel-
lung von Deletionen und eine Bestimmung der Kopienanzahl mittels realtime PCR. Bei den
Neugeborenen wurde Herz- und Gehirnhomogenat untersucht, bei den einjahrigen Tieren er-
folgten zusétzliche Untersuchungen der mtDNA aus Muskel- bzw. Leberhomogenat.
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Desweiteren wurde Alters- und Organgruppen spezifisch die relative Kopienanzahl vs.
Deletionen Kkorreliert. AuRerdem wurde die relative Haufigkeit von Deletionen im
,,minor bzw. ,,major arc* bestimmt.

4.2.1. Homogenatsuntersuchungen bei neugeborenen Tieren

Zunichst erfolgten Untersuchungen zu AmtDNA und Kopienanzahlsbestimmung aus Herz-
bzw. Gehirnhomogenat der Neugeborenen.

Die Wildtypen wiesen sowohl fiir Herzhomogenat als auch fiir Gehirnhomogenat die niedrigs-
ten Deletionswerte auf. Im Gehirn war die gemessene Deletionsbelastung hoher als im Herz.
Die hdchsten Deletionswerte zeigte fir beide Organe die Gruppe der Heterozygoten, wobei
hier das Herz etwas stiarker von AmtDNA betroffen war.

Damit nahm die Gruppe der Knock-Outs hinsichtlich der Deletionsbelastung eine Mittelstel-
lung ein. Hier war kein Unterschied zwischen den Organen nachweisbar.

In der zweiseitigen ANOVA zeigte sich im Herzhomogenat ein signifikanter Unterschied
zwischen den Gruppen, wobei die Heterozygoten im Vergleich zu den Knock-Outs etwas ho-
here Werte aufwiesen. D.h. ein dosisabhangiger Effektenz der SOD2-Defizienz war nicht
nachweisbar. Fir das Gehirn war in der zweiseitigen ANOVA kein signifikanter Unterschied
zwischen den Gruppen nachweisbar.

Die genauen Werte sind den Tabelle 31 und 32. zu entnehmen.

Abbildung 15 stellt die Ergebnisse grafisch dar. Ergdnzend dazu in Abb. 14 die Legende fur
die verwendeten Boxplots.
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Abbildung 14: Legende fir verwendete Boxplots (Wikipedia)
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Abbildung 15: Deletionen bei neugeborenen Tieren aus mtDNA von Herz-bzw. Hirnhomogenat
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Tabelle 31: Deletionen (in Prozent) der Neugeborenen aus mtDNA von Herzhomogenat

Genotypen Wildtypen Heterozygote Knock-Outs
Mittelwert 6,2 29,7 30,4
Standardabweichung 3,0 21,9 25,9

Tabelle 32: Deletionen (in Prozent) der Neugeborenen aus mtDNA von Gehirnhomogenat

Genotypen Wildtypen Heterozygote Knock-Outs
Mittelwert 11,5 15,8 13,8
Standardabweichung 4,6 5,4 7,7

Bei der relativen Kopienanzahlsbestimmung nahm die Gruppe der Wildtypen in der jeweili-
gen Organgruppe eine Intermediérstellung ein, wobei die relative Kopienanzahl im Herz ho-
her als im Gehirn war.

Die Gruppe der Heterozygoten wies in beiden Gruppen eine niedrigere relative Kopienanzahl
auf, wobei auch hier die relative Kopienanzahl im Herz héher als im Gehirn lag.

In der Gruppe der Knock-Outs zeigten sich fur beide Gruppen die hochsten Werte. Auch hier
war die relative Kopienanzahl im Herz hoher als im Gehirn.

Insgesamt ergab sich in der zweiseitigen ANOVA jedoch kein signifikanter Unterschied zwi-
schen den Gruppen.

Abbildung 16 stellt die Ergebnisse grafisch dar. Die genauen Werte sind den Tabellen 33 und
34 zu entnehmen.

Relative Kopienanzahl bei neugeborenen Tieren aus mtDNA
von Herz- bzw. Hirnhomogenat
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ANOVA: p=0.46
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ANOVA: p =0.496

Heterozygot Knockout

Wildtyp

Heterozygot Knockout

Wildtyp

Abbildung 16: Relative Kopienanzahl bei neugeborenen Tieren aus mtDNA von Herz- bzw.

Hirnhomogenat

Tabelle 33: Relative Kopienanzahl bei Neugeborenen aus mtDNA von Herzhomogenat

Genotypen Wildtypen Heterozygote Knock-Outs
Mittelwert 1,9 1,8 2,1
Standardabweichung 0,7 0,5 0,3

Tabelle 34: Relative Kopienanzahl bei Neugeborenen aus mtDNA von Gehirnhomogenat

Genotypen Wildtypen Heterozygote Knock-Outs
Mittelwert 1,5 1,1 2,0
Standardabweichung 0,3 0,5 1,6
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Bei der Korrelation der relativen Kopienanzahl vs. Deletionen zeigt sich sowohl fur Herz- als
auch fur Hirnhomogenat nur eine schwach positive Korrelation. Die Ergebnisse sind in den
Abbildungen 17 und 18 grafisch dargestelt.

Neugeborene Tiere

Herzhomogenat
Pearson-Korrelation: r =0.192, p = 0.359
O Wildtyp
O Knockout
= < — B Heterozygot
[o] (o}
N
S
c M
g q:xg o]
O
¥ N _WM
[} o]
= Qp ® ®
g -~ |°
2
o —
[ [ [ \ [
0 20 40 60 80

AmtDNA Deletionen in %

Abbildung 17: Korrelation relative Kopienanzahl vs. Deletionen fiir Herzhomogenat von neugeborenen
Tieren
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Abbildung 18: Korrelation relative Kopienanzahl vs. Deletionen fiir Hirnhomogenat von neugeborenen
Tieren
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4.2.2. Homogenatsuntersuchungen bei einjahrigen Tieren

In der Gruppe der einjahrigen Tiere erfolgten Untersuchungen zu AmtDNA und relativer
Kopienanzahlsbestimmung aus Homogenaten von Herz, Muskel, Gehirn und Leber.

Bei den einjahrigen Tieren wies die Gruppe der Wildtypen in allen vier Organgruppen jeweils
hohere Deletionswerte auf als die Gruppe der Heterozygoten. Wahrend in den Gruppen flr
Herz, Muskel und Gehirn &hnliche Deletionswerte gemessen wurden, war die
Deletionsbelasung in der Gruppe der Leber in Relation zu den anderen Organgruppen etwa
doppelt so hoch. Die niedrigsten Werte zeigte sich im Muskel gefolgt von Herz und Gehirn.
Auch in der Gruppe der Heterozygoten wies die Gruppe der Leber mit Abstand die hdchsten
Deletionswerte auf. Bei den anderen drei Organgruppen waren deutlichere Unterschiede in
der Deletionsbelastung nachweisbar als bei der Gruppe der Wildtypen. Hier wies der Muskel
die hochsten Deletionswerte auf. Herz und Gehirn zeigten in etwa gleiche, in Relation zum
Muskel deutlich (ca. 50%) reduzierte, Werte.

Im zweiseitigen T-Test ergab sich kein signifikanter Unterschied zwischen den Gruppen.
Abbildung 19 stellt die Ergebnisse grafisch dar. Die genauen Werte sind den Tabellen 35 bis
39 zu entnehmen.
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Abbildung 19: Deletionen bei einjahrigen Tieren aus mtDNA von Herz-, Hirn-, Muskel- und
Leberhomogenat

Tabelle 35: Deletionen (in Prozent) der einjahrigen Tiere aus mtDNA von Herzhomogenat

Genotypen Wildtypen | Heterozygote
Mittelwert 19,3 19,6
Standardabweichung | 10,5 5,9

Tabelle 36: Deletionen (in Prozent) der einjahrigen Tiere aus mtDNA von Muskelhomogenat

Genotypen Wildtypen | Heterozygote
Mittelwert 17,7 21,9
Standardabweichung | 8,8 12,4
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Tabelle 37: Deletionen (in Prozent) der einjahrigen Tiere aus mtDNA von Gehirnhomogenat

Genotypen Wildtypen | Heterozygote
Mittelwert 21,0 14,3
Standardabweichung | 5,7 6,7

Tabelle 38: Deletionen (in Prozent) der einjahrigen Tiere aus mtDNA von Leberhomogenat

Genotypen Wildtypen | Heterozygote
Mittelwert 39,5 28,2
Standardabweichung | 21,7 18,8

Die Gruppe der Wildtypen zeigte - mit Ausnahme der Leber - in den drei anderen Organgrup-
pen niedrigere relative Kopienanzahlen als die Gruppe der Heterozygoten.

In der Gruppe der Wildtypen wurde fur das Gehirn die niedrigste relative Kopienanzahl ge-
messen. Fur Herz, Muskel und Leber ergaben sich ahnliche Mittelwerte, die deutlich (ca. 1,5
bis 2fach) Gber dem Mittelwert fiir das Gehirn lagen.

Bei der Gruppe der Heterozygoten ergaben sich - von der Leber abgesehen - héhere Mittel-
werte. Die hochste relative Kopienanzahl wurde im Herz gemessen, mit deutlichem Abstand
folgten Muskel, Leber und Gehirn.

Im zweizeitigen T-Test zeigte sich hinsichtlich relativer Kopienanzahl im Herz ein signifikan-
ter Unterschied zwischen Wildtypen und Heterozygoten. Die relative Kopienanzahl war bei
den Heterozygoten in Relation zu den Wildtypen signifikant erhoht.

Abbildung 20 stellt die Ergebnisse grafisch dar. Die genauen Werte sind den Tabellen 39 bis
42 zu entnehmen.
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Abbildung 20: Relative Kopienanzahl bei einjéhrigen Tieren aus mtDNA von Herz-, Hirn-, Muskel- und
Leberhomogenat
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Tabelle 39: Relative Kopienanzahlsbestimmung der einjahrigen Tiere aus mtDNA von Herzhomogenat

Genotypen Wildtypen | Heterozygote
Mittelwert 13,3 26,9
Standardabweichung | 7,1 6,8

Tabelle 40: Relative Kopienanzahlsbestimmung der einjahrigen Tiere aus mtDNA von Muskelhomogenat

Genotypen Wildtypen | Heterozygote
Mittelwert 14,1 14,5
Standardabweichung | 4,1 5,6

Tabelle 41: Relative Kopienanzahlsbestimmung der einjéhrigen Tiere aus mtDNA von Gehirnhomogenat

Genotypen Wildtypen | Heterozygote
Mittelwert 7,9 9,7
Standardabweichung | 2,5 2,4

Tabelle 42: Relative Kopienanzahlsbestimmung der einjéhrigen Tiere aus mtDNA von Leberhomogenat

Genotypen Wildtypen | Heterozygote
Mittelwert 15,2 12,1
Standardabweichung | 6,3 5,7

Bei der Korrelation der relativen Kopienanzal vs. Deletionen zeigten sich in Abhéngigkeit des
Organs unterschiedliche Ergebnisse: Fur Muskel und Leber war eine schwach positive Korre-
lation nachweisbar, fir das Gehirn ergab sich kein linearer Zusammenhang und das Herz

zeigte eine negative Korrelation. Die Ergebnisse sind in den Abbildungen 21 bis 24 grafisch
dargestellt.
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Abbildung 21: Korrelation relative Kopienanzahl vs. Deletionen fir Herzhomogenat von einjahrigen Tie-
ren
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4.2.3. Zeitliche Dynamik der Deletionsbelastung

Zur Beurteilung der zeitlichen Dynamik der Deletionsbelastung erfolgte ein Vergleich neuge-
borener Tiere mit einjahrigen Tieren bei gleichem Genotyp (Wildtyp bzw. Heterozygot) und
Organ (Herz bzw. Gehirn).

Waihrend junge Heterozygote a priori sowohl im Herz als auch im Gehirn ein héheres
Deletionsniveau aufwiesen als alte, ohne dass der Unterschied signifikant wére (p>0,05),
zeigte sich bei den Wildtypen eine signifikante Zunahme (p<0,05) der Deletionsbelastung bei
alteren Tieren. Abbildung 25 stellt die Ergebnisse grafisch dar.
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Abbildung 25: Vergleich der Deletionen neugeborene vs. einjahrige Tiere

4.2.4. Zeitliche Dynamik der relativen Kopienanzahl

Zur Beurteilung der zeitlichen Dynamik der relativen Kopienanzahl erfolgte ein Vergleich
neugeborener Tiere mit einjahrigen Tieren bei gleichem Genotyp (Wildtyp bzw. Heterozygot)
und Organ (Herz bzw. Gehirn). Bei beiden Genotypen und in beiden Organgruppen zeigte
sich eine signifikante Zunahme (p<0,05) der relativen Kopienanzahl bei alteren Tieren. Ab-
bildung 26 stellt die Ergebnisse grafisch dar.
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Abbildung 26: Vergleich der relativen Kopienanzahl neugeborene vs. einjahrige Tiere
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4.2.5. Relative Verteilung von Deletionen auf ,,minor* bzw. ,,major arc*

Mittels realtime PCR wurden drei Gene (ND1, COX3, CytB) quantifiziert. Wahrend COX3
und CytB im ,,major arc* liegen, ist ND1 im ,,minor arc* lokalisiert. Die niedrigste Menge
wurde als Marker fiir die Position auf dem ringférmigen mtDNA-Molekil mit den meisten
Deletionen gewertet.

Die Startposition des amplifizierten Gens ist unterhalb des Gennamens angegeben. Wie aus
der Grafik ersichtlich wird, betreffen mehr als 85% den ,,major arc*. Abbildung 27 stellt die
Ergebnisse grafisch dar.
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Abbildung 27: Relative Verteilung der Deletionen

4.3. Identifikation dopaminerger Neurone der Substantia Nigra

4.3.2. Ergebnisse Einzelzelluntersuchungen

Im Vergleich der zwei Altersgruppen, zeigten die Neugeborenen in beiden Gruppen eine ho-
here Deletionsbelastung als die &lteren Tiere.
In den Einzelzelluntersuchungen zeigte sich mit 46,3% bei den Wildtypen und 52,3% bei den
Knock-Outs eine hohe Deletionsbelastung in SN-Neuronen von Neugeborenen.
Damit waren die Knock-Outs starker belastet. Allerdings war im zweiseitigen T-Test kein
signifikanter Unterschied zwischen den zwei Gruppen feststellbar. Abbildung 28 stellt die
Ergebnisse grafisch dar. Die genauen Werte sind der Tabelle 43 zu entnehmen.
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Abbildung 28: Deletionen in der mtDNA aus SN Neuronen von neugeborenen Tieren
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Tabelle 43: Deletionen (in Prozent) der Neugeborenen aus mtDNA von SN Neuronen

Genotypen Wildtypen | Knock-Outs
Mittelwert 46,3 52,3
Standardabweichung | 21,9 25,9

In der Gruppe der einjéhrigen Tiere lag die Deletionsbelastung in SN-Neuronen fur die Wild-
typen bei 23%, fiir die Heterozygoten bei 27%. Auch hier wiesen die Wildtypen eine geringe-
re Deletionsbelastung auf.

Im zweiseitigen T-Test zeigte sich auch bei den einjéhrigen Tieren kein signifikanter Unter-
schied zwischen den unterschiedlichen Genotypen. Abbildung 29 stellt die Ergebnisse gra-
fisch dar. Die genauen Werte sind der Tabelle 44 zu entnehmen.
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Abbildung 29: Deletionen in der mtDNA aus SN Neuronen von einjahrigen Tieren

Tabelle 44: Deletionen (in Prozent) der einjahrigen Tiere aus mtDNA von SN Neuronen

Genotypen Wildtypen | Heterozygote
Mittelwert 23,0 27,0
Standardabweichung | 9,0 6,1

4.4. Qualitative Darstellung von Deletionen mittels nested long PCR

Fir das unten abgebildete Gel (Abbildungen 30, A1) wurden long-PCR-Produkte der zweiten
Runde von DNA aus Herzhomogenat von ca. einjahrigen Wildtyp- bzw. Heterozygoten-
Mausen verwendet. Sowohl bei Wildtypen als auch bei Heterozygoten wurden zusétzlich zur
Wildtyp-Bande weitere Banden sichtbar, die Ausdruck von AmtDNA sind. Zur Uberpriifung
des Amplifikationserfolges der ersten Runde wurden, bei den letzten fiinf Spuren rechts auf3en,
Produkte der ersten Runde aufgetragen (Abbildung 30, A2). ErwartungsgemaR stellte sich
lediglich die Wildtyp-Bande dar. Die Ausbeute fur Deletionen war offenbar noch zu gering.
Mit der zweiten Runde konnte die Ausbeute soweit gesteigert werden, dass auch die
Deletionen sichtbar gemacht werden konnten.

Die long PCR wurde auch fur Gehirnhomogenat von Neugeborenen Méusen der SOD2-Reihe
durchgefthrt. Nachdem aber mitunter gleichermal’en Deletionen bei Wildtypen, Heterozygo-
ten und Mutanten sichtbar waren, wurde der Ansatz nicht weiter verfolgt.
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Ladder NTC Blut Hetl Het2 Het3 Het4d Het5 Het6 Het7 Wtl Wt2 Wt3 Het8 Wt4 Het9 Hetl0 Hetll Hetl2 NTC Blut Hetl Het2 Het3 Ladder

-

Produkte der 2. Runde Produkte der 1. Runde

1. Runde: 10 ng DNA pro Sample
2. Runde: Verdunnung fur 2. Runde auf 1:40

Kleine Taschen: Proben 12pl; Ladepuffer 2ul; Laufdauer 120 min

Abbildung 30 (Bild Al und A2): Ergebnisse der long PCR (DNA aus Herzhomogenat von alteren Tieren)

Insgesamt wirkten die Banden etwas ,,schmierig®, als Ausdruck einer zu starken Konzentrati-
on. Deshalb wurden, zur Optimierung des optischen Ergebnisses, noch zwei Verdinnungsex-
perimente angeschlossen (Abbildung 31). Zum einen wurden die Produkte der ersten Runde
fiir die zweite Runde nicht nur 1:40 sondern 1:160 verdinnt(Abbildung 31, B2). Zum anderen
wurden Produkte der zweiten Runde selbst aus dem ersten Versuch auf 1:4 verdinnt und an-
schlieBend erneut auf ein Gel aufgetragen. (Abbildung 31, B1)

Mit der zweiten Variante lieR sich das bessere Ergebnis erzielen: Die Banden kamen jetzt
scharf abgegrenzt und sehr differenziert zur Darstellung.

Ladder Hetl Het2 Het3 Het4 Het5 Ladder NTC Blut Hetl Het2 Het3 Het4 Het5 Het6 Het7 Wtl Wt2 Wt3 Het8 Wt4 Het9 Hetl0 Hetll

Yttt bhtekat &t 1 )

4" d

Produkte der 2. Runde y 3 K
von Bild A 1 auf 1:4 verdannt Produkte der 2. Runde (Verdunnung fiir 2. Runde 1:160)

1. Runde: 10 ng DNA pro Sample
2. Runde: Verdinnung fur 2. Runde auf 1:160

Kleine Taschen: Proben 12ul; Ladepuffer 2ul; Laufdauer 75 min

Abbildung 31 (Bild B1): Verdinnungsexperiment 1 zu Abb. 16 Bild A1 (Endprodukte verdiinnt); (Bild
B2): Verdlnnungsexperiment 2 zu Abb. 16 Bild Al (Produkte der 1. Runde starker verdiinnt)
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5. Diskussion

5.1. Genotypisierung mittels realtime PCR

5.1.2. Ergebnis der Genotypisierung mittels realtime PCR

Das Ergebnis wich mit 21,35% fur Wildtypen, 70,77% fir Heterozygote und 7,87% fir
homozygote Knock-outs deutlich von der nach den Mendelschen Regeln erwarteten Vertei-
lung von 1:2:1 ab. Es kann nur dariber spekuliert werden, dass moderater oxidativer Stress -
der bei heterozygoten Tieren zu erwarten wére - ein Selektionsvorteil bedeutet. Die Tatsache,
dass die Zahl der Knock-Outs den Wildtypen deutlich unterlegen ist, liefert moglichweise
einen Hinweis dafir, dass totale SOD2-Defizienz bereits in utero nicht mit dem Leben zu ver-
einbaren ist. Das Ergebnis ist abweichend von der in der Literatur publizierten Verteilung von
1:2:1 (Lebovitz R., 1996).

5.1.1. Methodik der Genotypisierung mittels realtime PCR

Insgesamt hat sich die Genotypisierung mittels realtime PCR in der vorliegenden Arbeit be-
wahrt. Sie wurde bewusst als Alternative zur herkdmmlichen Genotypisierung mittels Stan-
dard PCR gewahlt. Sie zeichnete sich durch reproduzierbare und zuverlassige Ergebnisse aus.

Die Methode der realtime PCR wurde auch fiir andere Untersuchungen etabliert. Darlber hin-
aus besteht die Mdglichkeit, die unterschiedlichen Messungen miteinander zu kombinieren, so
dass aus einer Probe gleichzeitig sowohl der Genotyp als auch die Anzahl der Kopien bzw.
der Deletionsgrad bestimmt werden kann.

5.2. Homogenatsuntersuchungen

Sowohl die Deletionsbestimmungen als auch die Messung der Kopienanzahl wurden auch auf
Homogenatsebene durchgefiihrt. Zum einen um organspezifische Unterschiede auszumachen,
zum anderen zum Vergleich der Ergebnissse auf Einzelzellebene.

5.2.1. Deletionen in der mtDNA

Uber einen Kausalzusammenhang zwischen oxidativem Stress und AmtDNA wird seit lan-
gem spekuliert (Miquel J, 1980; 1991; Harmann D, 1983). Zur Kl&rung der Frage bietet sich
das SOD2-KO-Mausmodell an, das durch ein hohes Mal} an endogenem oxidativen Stress
selektiv in den Mitochondrien gekennzeichnet ist. Gegentiber humanem Gewebe hat dieser
Ansatz allerdings den Nachteil, dass fir murine mtDNA bis jetzt keine Methode etabliert ist,
die die quantitative Erfassung samtlicher AmtDNA zulésst. Fiir menschliche mtDNA ist die
ND1/ND4-Methode zur quantitativen AmtDNA gut etabliert (He L, 2002; Krishnan KJ,
2007a). Die Messung von AmtDNA im SOD2-Mausmodell erfordert die Verfligbarkeit ent-
sprechender Methoden. Zwar ist die long PCR als Methode zur Darstellung von AmtDNA seit
langerem (Melov S, 1999) fur murine mtDNA gut etabliert, allerdings kénnen mit dieser Me-
thode AmtDNA nicht quantifiziert werden. Nachdem allerdings ein Kausalzusammenhang
zwischen oxidativem Stress und AmtDNA vermutet wird, ist die quantitative Komponente
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essentiell, da man einen dosisabhangigen Effekt je nach SOD2-Genotyp erwarten wirde.
Dementsprechend stand die Etablierung einer adaquaten Methode an vorderster Stelle.

5.2.1.1. Realtime PCR

Das Prinzip der humanen ND1/ND4-Methode zur Quantifizierung von AmtDNA beruht auf
der Beobachtung, dass AmtDNA bevorzugt im ,,major arc* (hier liegt ND4) auftreten, wohin-
gegen der ,,minor arc* (hier liegt ND1) kaum von AmtDNA betroffen ist. Aus dem Verhéltnis
der zwei mitochondrialen Gene zueinander kann auf den Deletionsgrad geschlossen werden
(He L, 2002; Krishnan KJ, 2007a).

Inwieweit diese Beobachtung auch fur murine mtDNA zutrifft, war bisher nicht bekannt.
Nach dem Prinzip ,,try and error* wurde diese Methode auf die murine mtDNA Ubertragen.
Hierflr wurden sequenzspezifische Primer und Probes fiir Maus-mtDNA entwickelt. Der rest-
liche Ansatz erfolgte in Analogie zu der humanen ND1/ND4-Methode. Rein technisch funkti-
onierte der Ansatz hervorragend. Es zeigte sich allerdings bei der Untersuchung von DNA aus
Gewebehomogenaten, dass sowohl ND1 als auch ND4 partiell vermindert waren. Dies spricht
dafiir, dass AmtDNA bei der Maus in beiden Regionen (major und minor arc) auftreten. Dem-
entsprechend wurde die Methode weiterentwickelt.

Unter der Annahme, dass murine AmtDNA gleichmaBiger verteilt als beim Menschen auf
dem ringformigen mtDNA-Molekul auftreten, wurden drei mitochondriale Gene (ND1,
COX3, CytB) ausgewahlt, die in etwa gleichem Abstand zueinander liegen. Fur diese wurden
ebenso sequenzspezifische Primer/Probe-Assays entwickelt. Die Standardkurven sprachen flr
hohe technische und methodische Prézision.

Liegen keine AmtDNA vor, wirde man fur die drei Gene ein Mengenverhaltnis von 1:1:1
erwarten. Abweichungen hiervon sprechen fiir Deletionen. Uber die genaue Bestimmung der
Differenzen und nach Normalisierung der Werte mittels einer Standard-DNA konnten so die
Deletionsgrade gemessen werden.

5.2.1.1.2. Ergebnisse der Deletionsuntersuchungen mittels realtime PCR

In der Gruppe der Neugeborenen waren bei den hetero- und homozygoten SOD2-KO-M4ausen
im Herzmuskel — aber nicht im Gehirn — eine hohere AmtDNA-Belastung als bei den Wildty-
pen nachweisbar. Dies legt den Schluss nahe, dass in Folge der SOD2-Defizienz bereits in
utero AmtDNA akkumulieren.

Entsprechend fruherer Beobachtung zeigte sich bei den Wildtypen sowohl im Herz als auch
im Gehirn das Phanomen der Zunahme der Deletionsbelastung bei dlteren Tieren im Ver-
gleich zu den Neugeborenen. Dieser Effekt war bei den Heterozygoten nicht nachweisbar. Es
konnte bei den Wildtyp-Méausen also eine zeitliche Dynamik analog zu den Beobachtungen
am Menschen nachgewiesen werden, so dass die Maus prinzipiell als Modell fur humane mo-
lekulare, mitochondriale Alterungsprozesse geeignet erscheint.

Wahrend bei den Neugeborenen nur Gehirn- und Herzhomogenat untersucht wurden, erfolgte
bei der Gruppe der &lteren Tiere zusatzlich Untersuchungen der DNA aus Leber- bzw.
Muskelhomogenat. Nach einem Jahr war im Herz und im Gehirn kein Unterschied mehr bei
der AmtDNA-Belastung zwischen SOD2-defizienten Tieren und Wildtypen nachweisbar. D.h.
oxidativer Stress fuhrt lediglich initial - in utero — zu einer steigenden Deletionsbelastung. Im
Verlauf wird dieser Effekt mutmaglich durch entsprechende reaktive Veranderungen maskiert,
so dass in Hinblick auf die urspriingliche Hypothese eine differenzierte Beurteilung erforder-
lich erscheint. Offenbar verfugt die Zelle tber effektive Kompensationsmechanismen, die
trotz SOD2-Defizienz, die Rate an AmtDNA konstant hélt. Die biologische Relevanz der

77



Deletionen kann damit anhand der erhobenen experimentellen Daten nicht abschlie3end beur-
teilt werden.

Auffallend war zudem, dass mtDNA der Leber kontinuierlich die hochste Deletionsbelastung
aufwies. Dies kann als Indiz dafur gewertet werden, dass fiir das Organ wohl auch relativ ho-
he Deletionsgrade ohne funktionelle Relevanz bleiben.

Insgesamt weisen die Ergebnisse auf die Komplexitat des SOD2-Mausmodells hin. Zum ei-
nem existieren genetische Modifikatoren der SOD2. Zum anderen ist die SOD2-Funktion
offenbar viel differenzierter und komplexer als anfangs angenommen (Huang TT 2001; 2006).
Daruber hinaus stof3t das SOD2-Mausmodell an eine der Grenzen der Mitochondrialen Theo-
rie des Alterns: Die Lebensspanne der SOD2*"-Mause ist nicht vermindert (Van Remmen H,
1999; 2003). Die Mitochondriale Theorie des Alterns wurde in den vergangen Dekaden tber
verschiedene Ansatze extensiv Uberpriift (Harmann D, 1983; Linnane AW, 1989; Wei YH,
1992; Miquel J 1980,1991; Lin MT, 2006). Eine weiter Fortentwicklung und Modifikation
erscheint notwendig, zumal die Kausalzusammenhénge offenbar weniger stringent sind als
bisher angenommen.

Es war keine signifikante positive Korrelation zwischen erhéhter Kopienanzahl und der
Deletionsbelastung feststellbar. Offenbar geht oxidativer Stress nicht zwangslaufig mit hohe-
ren Deletionswerten einher. Die organ- und altersspezifischen Ergebnisse weisen erneut auf
die Selektivitat bestimmter Effekte hin. Wéhrend bei den Neugeborenen fiir Herz und Gehirn
bzw. bei den einjahrigen Tieren fur Muskel und Leber eine schwach positive Korrelation
nachweisbar war, ergab sich bei den einjéhrigen Tieren fur das Gehirn kein linearer Zusam-
menhang und fur das Herz eine schwach negative Korrelation.

5.2.1.1.1. Methodik der realtime PCR

Die Aussagekraft der realtime PCR steht und fallt mit der methodischen Optimierung. V.a.
bei der Anwendung von komparativen Methoden miissen bestimmte Bedingungen zwingend
erfillt sein:

Zum einen ist die Effizienz R® der Reaktionen (mathematisch ausgedriickt tiber die Steigung
m der Standardkurven) entscheidend: Sie muss flr alle drei Gene ann&hernd gleiche Werte
einnehmen.

Zum anderen ist eine prazise Arbeitsweise essentiell: Im Gegensatz zur humanen ND1/ND4-
Methode handelt es sich bei der neu entwickelten Methode nicht um einen Multiplex-, son-
dern um einen Singleplex-Ansatz. D.h. die verschiedenen Gene werden in verschiedenen
Wells gemessen. Dementsprechend muss auch ein DNA-Sample je Messung dreifach
pipettiert werden. Neben dem zusatzlichen Materialaufwand bedeutet dies ein potentiell hohe-
res Risiko fur Pipettierungenauigkeiten, die letztlich zu falsch hohen Deletionswerten fiihren
konnten. Rein technisch ist bei dieser Methode kein Multiplex-Ansatz mdglich, da pro Well
maximal nur zwei unterschiedliche Fluoreszenfarbstoffe detektiert werden kénnen. Wirde
man Probes mit dem gleichen Farbstoff innerhalb eines Wells einsetzen, wére eine Differen-
zierung zwischen den unterschiedlichen Genen nicht mehr moglich.

Die Anforderungen an die Effizienz konnten Uber die Etablierung entsprechender Standard-
kurven gewahrleistet werden.

Die Methode erwies sich sowohl beim Pipettieren von Triplikaten innerhalb einer Platte als
auch beim Pipettieren eines Samples in Triplikaten auf verschieden Platten als reliabel.

Wie bereits angedeutet, handelt es sich bei der Berechnungsmethode um eine rein komparati-
ve Methode ohne ein festes Referenzgen. Sind alle drei Gene gleichméBig von AmtDNA be-
troffen, konnte dies zu einer falsch niedrigen Einschdatzung der tatsdchlichen
Deletionsbelastung fiihren, da Grundlage der Deletionsberechnung nicht der absolute Wert,
sondern nur die Differenz der drei Gene zueinander ist. Allerdings implizieren die Ergebnisse
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der Arbeit, dass eine stochastische Normalverteilung fiir AmtDNA eher unwahrscheinlich ist.
Zwar traten in der murinen mtDNA auch AmtDNA im ,,minor arc* (hier ist ND1 lokalisiert)
auf, allerdings waren diesen den AmtDNA im ,,major arc* (hier sind COX3 und CytB lokali-
siert) zahlenmé&Rig deutlich unterlegen. Offenbar besteht doch in Analogie zur humanen
MtDNA eine Praferenz fiir AmtDNA im ,,major arc“, wenn auch nicht ganz so deutlich aus-
gepragt. Im Umkehrschluss heiRt das auch, dass selbst wenn ND21 deutlich weniger von
AmtDNA betroffen ist, dies nicht zu falsch niedrigen Deletionswerten fuhrt, da in die Berech-
nung jeweils das maximal deletierte Gen eingeht. Im Gegenteil: Niedrige Deletionsgrade
wirden die Differenz zum maximal deletierten Gen erhdhen und damit zu einer realistische-
ren Einschétzung der Deletionsgrade fiihren.

Ein anderer Kritikpunkt der Methode liegt in der Tatsache begriindet, dass AmtDNA, die zwi-
schen den drei Genen auftreten, nicht erfasst werden. Andererseits gibt es keine Hinweise
darauf, dass in den drei ausgewahlten Genen mit Ausnahme von ND1 seltener AmtDNA auf-
treten, als in den Bereichen dazwischen. Insofern ist die Auswahl der drei Gene relativ belie-
big, solange sie das Kriterium erfiillen moglichst gleichméBig verteilt auf dem ringférmigen
mtDNA-Molekil zu liegen, so dass drei Abschnitte reprasentiert werden. Theoretisch kénnte
man AmtDNA auch ,feinmaschiger” quantitativ erfassen, in dem man mehr als drei
mitochondriale Gene misst. Allerdings bedeutet dies neben dem zusétzlichen Material- und
Arbeitsaufwand auch das zuséatzlich erhéhte Risiko fir Pipettierungenauigkeiten. Die mogli-
chen Auswirkungen einer niedrigeren Deletionsquote fir ND1 wurden bereits besprochen.
Insgesamt wird mit der Methode der Deletionsgrad eher unterschétzt. Nichtsdestotrotz ist sie
geeignet, um das Ausmal} an AmtDNA abzuschétzen.

5.2.1.2. Nested long PCR

5.2.1.2.1. Ergebnisse der Deletionsuntersuchungen mittels nested long PCR

Mittels nested long PCR konnten multiple Deletionen in diversen Organen, bei jungen und bei
alten Mausen und bei sémtlichen Genotypen nachgewiesen werden. Insgesamt handelt es sich
offenbar um recht unspezifische Verénderungen. Bekannter weise neigen Mé&use (im Ver-
gleich zu Menschen) zu einer hoheren und schnelleren Mutationsrate. Dementsprechend kon-
nen Maduse trotz ihre relativ kurzen Lebensspanne in relevantem Ausmall AmtDNA akkumu-
lieren (Wang E, 1997). Ebenso ist bekannt, dass steigendes Lebensalter bei Maus und Mensch
mit zunehmender Deletionsbelastung vergesellschaftet ist (Perez-Campo R, 1998). Insgesamt
belegen die Ergebnisse die erfolgreiche Optimierung einer Methode zur qualitativen Darstel-
lung von AmtDNA in murinem Gewebe.

Besonders intensiv wurde die DNA aus Herzgewebe bei den alteren Tieren untersucht. Zum
einen weil in dieser Alterklasse bei heterozygoten SOD2-Mausen ein signifikanter Anstieg
der mtDNA-Kopienanzahl nachgewiesen werden konnte und zum anderen, weil die SOD2-
Aktivitat unter physiologischen Bedingungen (also bei SOD**) im Herzen die hochste Aktivi-
tat aufweist (Li Y, 1995). Die reaktive Erhdhung der Kopienanzahl kann als Stressantwort der
Zelle gewertet werden und spricht dafiir, dass die SOD2-Defizienz fur Herzzellen besonders
relevant ist, zumal in anderen Organen keine entsprechenden Veranderungen festgestellt wer-
den konnten. Folglich diirfte die Belastung durch ROS in Herzen von SOD*"-Mausen beson-
ders hoch sein. Im Einklang zur mitochondrialen Theorie des Alterns miisste man - bedingt
durch die erhohten ROS-Konzentrationen - einen deutlichen Unterschied der
Deletionsbelastung zwischen heterozygoten und Wildtyp-Mausen der gleichen Altersklasse
sehen (Miquel J, 1980; 1991; Harmann D, 1983). Entgegen der postulierten These zeigten
sich jedoch keine Unterschiede zwischen den zwei Gruppen. Andererseits muss betont wer-
den, dass die Methode in keiner Weise quantitativ ist. Auf Grund der hohen Sensitivitat rei-
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chen schon wenige Kopien an AmtDNA aus, um ausreichend amplifiziert zu werden, so dass
die AmtDNA als Bande zur Darstellung kommt. Umgekehrt ist bekannt, dass AmtDNA erst
ab einem relativ hohen Schwellenwert von ca. 70% funktionell relevant werden (Sciacco M,
1994; Bender A, 2006). D.h. der Nachweis von AmtDNA im Homogenat kann durchaus irre-
levant sein, da AmtDNA fiir lange Zeit - mitunter auch fir unbestimmte Zeit- klinisch stumm
bleiben. Insofern kann aus dem qualitativen Nachweis von AmtDNA nicht auf eine zellulére
Beeintrachtigung geschlossen werden.

5.2.1.2.2. Methodik der nested long PCR

Urspriinglich erhielt die Methode Einzug in die mitochondriale Forschung, um eine alte-
rungsbedingte Zunahme an AmtDNA im Maushirn und anderen Organen darzustellen (Melov
S, 1997). Gut zehn Jahre spater weil man um die Grenzen der Methode: Sie ist nicht quantita-
tiv und erlaubt damit keine Aussage lber die funktionelle Relevanz der AmtDNA (Bender A,
2006). Dennoch stellt die long PCR ein wertvolles Werkzeug fir die Untersuchung der
mtDNA dar. Sie zeichnet sich durch die F&higkeit aus, annahernd das gesamte Mitom mit ca.
16kBp amplifizieren zu kdnnen. Stellt sich beim Nachweis der PCR-Produkte lediglich die
Wildtypbande dar, spricht das fir die volle Integritdt des Mitoms. Zugleich dient der Nach-
weis der Wildtypbande als Bestatigung einer suffizienten Amplifikation. Weitere Banden
konnen als Hinweise auf AmtDNA gewertet werden. Ggf. konnen diese Banden ausgeschnit-
ten werden und zur weiteren Charakterisierung sequenziert werden. D.h. die long PCR bietet
sich als Screeninguntersuchung zur Identifizierung unterschiedlicher AmtDNA an. Auf diese
Weise konnte gezeigt werden, dass AmtDNA auf dem ringformigen mtDNA-Molekul nicht
stochastisch normalverteilt, sondern an Prédilektionsstellen (,,breakpoints®) mit repetitiven
Sequenzen auftreten (Reeve AK, 2008Db).

Insgesamt eignet sich die long PCR eher als Folgeexperiment der realtime PCR: Wenn in der
realtime PCR relevante Deletionsgrade gemessen wurden, kdnnen die AmtDNA mittels long
PCR qualitativ dargestellt werden und ggf. durch Ausschneiden der Bande ndher untersucht
werden. Umgekehrt ist der blof’e Nachweis von AmtDNA in der long PCR nicht aussagekréaf-
tig. In Analogie dazu stellt der Nachweis von AmtDNA in der long PCR bei unauffélligen
Deletionsgraden in der realtime PCR keinen Widerspruch dar, da die Methode keine Aussage
Uber die Quantitat erlaubt. Darber hinaus ist zu beachten, dass die Darstellung der Wildtyp-
bande mitunter Schwierigkeiten bereitet: BekanntermaRen werden kleine DNA-Fragmente
(AmtDNA!) im Vergleich zu groBeren Stiicken (Wildtyp-mtDNA) bevorzugt amplifiziert
(Schriner SE, 2005). Insofern l&asst die Absenz der Wildtypbande nicht den Schluss zu, dass in
der Probe keine Wildtyp-Kopien vorhanden waren.

5.2.3. Kopienanzahl der mtDNA

Bei der Kopieanzahlsbestimmung mittels realtime PCR ist folgendes Ergebnis hervorzuheben:
In der Gruppe der alteren Tieren zeigten die Untersuchungen der DNA aus Herzhomogenat
bei den Heterozygoten im Vergleich zu den Wildtypen eine signifikant hohere Kopienanzahl.
Dieses Phdnomen liel? sich weder bei der Gruppe der Neugeborenen noch in der Gruppe der
alteren in anderen Gewebehomogenaten nachweisen.
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5.2.3.2. Ergebnis der Kopienanzahlsbestimmung mittels realtime PCR

Pathologische Verdnderungen der Mitochondrien kénnen sowohl mit mtDNA-Depletion als
auch mit -Uberproliferation vergesellschaftet sein. Insofern bietet sich die Messung der
mMtDNA als aussagekréftiger Parameter zur Beurteilung reaktiver Veranderungen an.

Die Ergebnisse belegen einen signifikanten Anstieg der mtDNA-Kopienanzahl selektiv in
Herzen alterer heterozygoter Tiere. Zunachst soll auf den reaktiven Anstieg der Kopienanzahl
eingegangen werden. Danach werden die Griinde fir die Selektivitat des Effektes (Organ,
Alter, Genotyp) diskutiert.

Im Abschnitt 1.3.2.3. wurden bereits ausfihrlich die Mechanismen der Biogenese von Mito-
chondrien und mtDNA dargestellt. Das Phanomen der mtDNA-Uberproliferation im SOD™-
Mausmodell kann folgendermalien interpretiert werden:

Mitochondrien sind der wichtigste Energielieferant der Zelle. Sie stellen den GroRteil an ATP
zur Verfugung. Kommt es im Rahmen des Alterungsprozesses oder nach Exposition von exo-
genen Stressoren zu einem Funktionsabfall der Mitochondrien, ist die eventuell schon ge-
schadigte Zelle angehalten, darauf zu reagieren. SOD*"-Mause leiden nachweislich unter er-
hohtem endogenen oxidativen Stress (Williams MD, 1998; VanRemmen H, 2003). Zudem
konnten etliche mitochondriale biochemische Defekte als Ausdruck einer mitochondrialen
Funktionsstorung nachgewiesen werden (Li Y, 1995; Lebovitz RM, 1996; Melov S, 1999;
Hinerfeld D, 2004). Das Phanomen eines Anstieges der mtDNA-Kopienanzahl in Assoziation
mit erhdhtem oxidativen Stress konnte auch bei alternden Ratten, Mdusen und bei Greisen in
verschiedenen Organgeweben beobachtet werden (Gadaleta MN, 1992; Barrientos A,
1997a/b; Pesce V, 2001).

Um eine ausreichende Energieversorgung flr Reparatur und Schadensbeseitigung zu gewahr-
leisten, werden Signale z.B. in Form von H,O, zum Nukleus gesendet, welche kompensato-
risch die Proliferation von Mitochondrien und mtDNA stimulieren. Oxidativer Stress ist ein
etablierter Stimulus der mtDNA-Proliferation (Lee HC, 2005). Die Abbildung 3 gibt einen
Uberblick tber wichtige Signalkaskaden. Folgendes Beispiel unterstreicht die Wirkamkeit der
Signalkaskaden fir eine suffizienten Energieversorgung: Jingst konnte in einer Arbeit am
Mausmodell fur mitochondriale Myopathien gezeigt werden, dass die Aktivierung des
PPAR/PGC-1a-Pathways bioenergetischen Defiziten vorbeugt und zugleich den Phanotyp
einer mitochondrialen Myopathie effektiv verbessert (Wenz T, 2008).

Im Falle einer effizienten Schadensbehebung konnte die Zelle wieder in das reguléare Wachs-
tum eintreten. Die kompensatorische Hochregulation der mtDNA leistet hierflr einen wichti-
gen Beitrag. Lange bestehender oder schwerwiegender Schaden hingegen Uberfordert die Re-
paraturkapazitaten der Zelle. Offenbar sind Mitochondrien in der Lage, die Erschépfung des
Reparatursystems zu registrieren. Weiter initiieren sie unter Einbeziehung von extrazellul&-
rem Stress oder extramitochondrialem Stress und Signalen irreversibel den Prozess der
Apoptose (Lee HC, 2005). Entsprechende Beobachtungen wurden auch im Gehirn und partiell
auch im Herzen von wenigen Tagen alten SOD™-Mausen gemacht: Ultrastrukturell imponier-
te zelluldrer Schaden mit mitochondrialer Beeintrachtigung, Polysomenverlusten und R4u-
mung des Zytoplasmas, der letztlich zum Zellverlust fiihrte (Lebovitz RM, 1996). In einer an-
deren Arbeit resultierte der erhéhte oxidative Stress in SOD”*-Mausen in einem altersabhén-
gigen Verschlei? der Mitochondrien bis hin zur Eskalation in gesteigerter Apoptose
(Kokoszka JE, 2000).

Trotz der positiven aktivierenden Effekte im Hinblick auf Mitochondrienzahl darf nicht Gber-
sehen werden, dass oxidativer Stress die ROS-Produktion in betroffenen Zellen beschleunigt.
Der ,,Netto-Effekt™ ist offenbar dosisabhidngig. Milder oxidativer Stress kann die Zahl der
Mitochondrien bzw. der mtDNA-Molekiile steigern. Persistierender oxidativer Stress jedoch
fuhrt zu schwerer oxidativer Schadigung der Zelle und beglinstigt damit krankhafte Prozesse.
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Wie das SOD2"-Mausmodell belegt, endet oxidativer Stress nach Erschopfung der Abwehr-
mechanismen bereits postnatal letal.

Daruber hinaus sollte berucksichtigt werden, dass Zahl der mtDNA-Kopien an sich kein Ga-
rant fur eine suffiziente Energieversorgung sind. Wesentliche Rolle spielt neben der Quantitét
auch die Qualitat der Mitochondrien. Diese spiegelt sich nicht nur im Deletionsgrad wider.
Insofern schliel3t der fehlende Unterschied in der Deletionsbelastung zwischen Herzen von
SOD2-defizienten M&usen und Wildtypen, eine mindere Qualitat der stress-induzierten Mito-
chondrien nicht aus.

Ein reaktiver Anstieg der mtDNA-Kopienanzahl im Vergleich zu Wildtypen konnte weder in
Herzen von neugeborenen SOD27*- bzw. SOD2"-Mausen noch in anderen Organen festge-
stellt werden. Die Tatsache, dass bei alteren Wildtyp-Tieren keine entsprechenden Verande-
rungen gemessen werden konnten, legt die Vermutung nahe, dass die partielle SOD2-
Defizienz und der damit einhergehende erhdhte endogene Stress fiir den Effekt verantwortlich
sind. Andererseits wirde man bei Genotypen mit totaler SOD2-Defizienz einen mindestens
genauso starken Effekt erwarten. Dies war bei den neugeborenen SOD2"-Mausen jedoch
nicht der Fall. Hier kommt mutmaBlich die zeitliche Komponente zum Tragen: Die fehlenden
Veranderungen bei neugeborene SOD2"*-Mause belegen, dass die reaktiven Veranderungen
erst nach einer gewissen Zeit auftreten. Mutmalfilich dann, wenn der oxidative Stress relevante
AusmaRe angenommen hat. Unter dem Gesichtspunkt hétten die neugeborenen SOD27-
Mause einen ,,Vorsprung™ hinsichtlich der Belastung. Dennoch weisen sie keine Veranderun-
gen auf. Eine mogliche Erklarung liefert ein protektiver Effekt der Kombination aus niedriger
0O,-Spannung und einem oxidativen Metabolismus auf relativ niedrigem Niveau in Utero.
Gestutzt wird die Hypothese durch die Beobachtung, dass in utero bei Nagetieren und Prima-
ten die SOD2-Levels bis relativ spat in der Schwangerschaft sehr niedrig sind (Allen RG,
1991; Frank L, 1991). Perinatal kommt es zu einem rapiden Anstieg der O,-Belastung. Fir
die antioxidative Bewaéltigung der Geburtshyperoxie ist Vitamin C hauptverantwortlich
(Sotiriou S, 2002); d.h. die SOD2-Defizienz gereicht hier nicht Gbermalig zum Nachteil. Of-
fenbar hat die Lebensspanne der Tiere (die Tiere wurden unmittelbar nach der Geburt getotet)
nicht ausgereicht, um eine relevante Dosiswirkung zu beobachten. Alternativ ist das Ausmaf
des oxidativen Stresses perinatal bereits relevant, jedoch beruhen die reaktiven Verénderung
auf dem relativ langsamen (im Bereich von Tagen) Prozess der Genexpression, so dass die
entsprechenden Stimuli zwar gesendet werden, aber nicht mehr zum Tragen kommen.

Der massive kardiologische Phanotyp samtlicher (Li Y, 1995) bzw. einiger (Lebovitz RM,
1996) neugeborenen SOD2"-Mause belegt bereits die fatalen Folgen der totalen SOD2-
Defizienz fur das Herz. Offenbar ist die antioxidative Abwehr durch die SOD2 fur dieses Or-
gan besonders wichtig. Untersuchungen an SOD2**-M4usen belegen, dass die SOD2-
Konzentrationen des Herzens im Vergleich zu anderen stoffwechselaktiven Geweben (Gehirn,
Leber, Niere) bei weitem die hdchsten Konzentrationen aufweist. In Relation zur Nummer
zwei der Rangliste (dem Gehirn), liegt die SOD2-Konzentration um den Faktor 5,9 hoéher!
Zudem ist bekannt, dass die Herz-SOD2-Aktivitat im Alter bei SOD2"*-Mausen leicht an-
steigt (Van Remmen H, 2003). Offenbar erfordern bestimmte Verdnderungen im Alter ein
hoheres MaB an oxidativer Abwehr. Bei den SOD2*"-Mausen wurde dagegen eine Stagnation
der Aktivitat beobachtet (Van Remmen H, 2003). Zudem zeigten sich bei SOD2*"-Mausen
Verénderungen der kardialen mitochondrialen Funktionen sowie eine erhdhte Anfélligkeit fir
Apoptose. Die mitochondriale Dysfunktion &uRerte sich durch eine verminderte Atmung uber
Komplex | und einer erhéhten Induktion der mtMPT durch Ca?* und andere Stressoren. Nach
dem Auslésen der Apoptose konnten auch erhdhte Cyt-c-Konzentrationen gemessen werden.
In Assoziation zur mitochondrialen Dysfunktion wurden auch Indizien fur erhohten
mitochondrialen Schaden, wie der verminderten Aktivitat von Fe-S-Cluster-haltigen Enzymen
(z.B. Aconitase), gefunden (Van Remmen H, 2001). Die Daten belegen die besondere Vulne-
rabilitat des Herzen gegenuiber dem erhohten oxidativen Stress.
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Andererseits ist erhohter oxidativer Stress im Rahmen des SOD2-KO-Modells auch fur ande-
re Organe gut belegt. Offenbar ist es eine Frage der Dosis. Unterhalb eines Schwellenwertes
fuhrt der oxidative Stress zu keinem proliferativen Effekt. Mdglicherweise spielt nicht die
Dosis des oxidativen Stresses selbst, sondern seine Auswirkungen die entscheidende Rolle.
Dementsprechend konnte man dartiber spekulieren, dass andere Organe uber bessere kompen-
satorische Strategien jenseits der SOD2-Aktivitat verfigen, um den oxidativen Stress im
Rahmen zu halten. Insofern wére es nur konsequent, die reaktiven Verdnderungen des Her-
zens weniger als erhohte Vulnerabilitat gegentiber oxidativem Stress, sondern vielmehr als
erhohte Vulnerabilitat gegentuber SOD2-Defizienz zu interpretieren.

Insgesamt kdnnen drei verschiedene Risikofaktoren ausgemacht werden, die zu den reaktiven
Verénderungen gefihrt haben:

(1) Der Genotyp: Die partielle SOD2-Defizienz bedingt erh6hten endogenen Stress

(2) Das Alter: Offenbar erreicht der oxidative Stress erst im zeitlichen Verlauf rele-
vante Ausmalie

(3) Das Organ: Das Herz weist eine besondere Vulnerabilitdt gegenliiber SOD2-
Defizienz auf

Die erhohte Kopienanzahl kann als Reaktion auf die partielle SOD2-Defizienz gewertet wer-
den. Wie bereits unter 1.3.5.3.3. ausflhrlich dargestellt, wird bei erh6htem oxidativen Stress
bzw. partieller SOD2-Defizienz die Zahl der Mitochondrien und auch die der mtDNA-
Molekule hochreguliert. Darlber hinaus sind etliche Stressoren bekannt, die einen ahnlichen
Effekt haben. Hierbei diirfte v.a. der erhdhte oxidative Stress eine wesentliche Rolle spielen.
Letztlich kdnnte die erhéhte Kopienanzahl Ausdruck einer Anpassungsreaktion sein. Einer
dieser Stressoren ist das Alter (Gadaleta M, 1992; Barrientos A, 1997a. b:Lee HC, 1998;
Pesce V, 2001): Bei allen untersuchten Genotypen konnte eine erhebliche Steigerung der
mtDNA-Kopienanzahl nachgewiesen werden. Offenbar ist der Anstieg der mtDNA in altern-
dem Gewebe Resultat eines Riickkopplungsmechanismus zum Ausgleich der defekten Mito-
chondrien mit beschadigter ETC oder mutierter mtDNA, um eine suffiziente Energieversor-
gung der Zelle weiterhin zu gewahrleisten (Lee HC, 2000b).

Dennoch bleiben zwei Fragen offen: Zum einen, warum ist der Effekt nicht in der Gruppe der
Neugeborenen nachweisbar? Und zum anderen, warum ist der Effekt in der Gruppe der alte-
ren Tiere nur selektiv im Herzen nachweisbar, nicht jedoch in anderen ebenso stark energie-
abhangigen Organen wie Gehirn, Leber und Muskel?

Zur ersten Frage: Bekanntermal3en ist die O,-Spannung und damit das Ausmal an oxidativen
Stress in utero deutlich niedriger als postpartal, so dass moglicherweise der Effekt selbst bei
totaler SOD2-Defizienz noch nicht zum Tragen kommt. Mit der Geburt kommt es zu einem
rapiden Anstieg der O,-Spannung, allerdings beruht die Hochregulation der Kopienanzahl auf
Prozessen die mitunter Tage in Anspruch nehmen, so dass die Hochregulation bei Neugebo-
renen mit SOD2-Defizienz zwar eventuell in die Wege geleitet wird, aber aus zeitlichen
Grinden nicht mehr zum Tragen kommt. D.h. bevor der Effekt nachweisbar wére, sind die
Tiere bereits gestorben bzw. getotet.

Zur zweiten Frage: Bei sémtlichen untersuchten Organen handelt es sich um stoffwechselak-
tive und damit stark energiebedirftige Gewebe. Insofern wéare anzunehmen, dass SOD2-
Defizienz bei dieser Gruppe jeweils einen ahnlichen Effekt auslost. Eine Erklarung, warum
nur selektiv das Herz betroffen ist, liefert moglicherweise die Tatsache, dass im Herzen die
hdchste SOD2-Aktivitat nachweisbar ist. Insofern erscheint es auch plausibel, dass eine parti-
elle SOD2-Defizienz in diesem Organ auch die groRte Auswirkung hat. Bei den anderen Or-
ganen lasst sich auch kein graduierter Effekt nachweisen. Das lasst moglicherweise den
Schluss zu, dass die SOD2-Defizienz in diesen Organen ohne funktionelle Relevanz ist oder,
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alternativ, dass der Effekt dem ,,Alles-oder-nichts*“-Prinzip gehorcht und das Ausmall an
SOD2-Defizienz nicht groR genug ist, diesen Effekt auszultsen.

5.2.3.1. Methodik der Kopienanzahlmessung

Die Messung der Kopienanzahl erfolgte gleichzeitig zur Messung der Deletionsbelastung mit-
tels realtime PCR. Ahnlich der Methode zur Berechnung der Deletionsgrade handelt es sich
auch hier um eine komparative Methode. Dementsprechend kdnnen keine absoluten Werte
bestimmt werden, sondern nur relative. Grundprinzip ist die parallele Messung eines
nukledren Referenzgens (ACTB) und eines mitochondrialen Gens. Wahrend das nukleare Gen
pro Zelle konstant diploid vorliegt, ist die Anzahl des mitochondrialen Gens variabel. Aus
dem Verhaltnis der Gene zueinander in Relation zu einer Standard-DNA kann auf die relative
Kopienanzahl geschlossen werden. Haufig wurde fir die DNA aus Homogenaten eine vielfa-
che Kopienanzahl in Relation zur Standard-DNA gemessen. Dies verwundert kaum, wenn
man sich vor Augen halt, dass die Standard-DNA aus Blut gewonnen wurde. Dieses enthélt
deutlich weniger Mitochondrien als stoffwechselaktive Gewebe wie Leber oder Herz, die flr
ihr Mitochondrienreichtum bekannt sind. Aussagekraftig werden die Werte erst durch die
Messung verschiedener Organe innerhalb desselben Individuums und durch die Messung des-
selben Organs innerhalb unterschiedlicher Individuen. Die erste Option gibt Aufschluss tber
das Verteilungsmuster der Mitochondrien innerhalb eines Individuums; sie erlaubt aber keine
Aussage, ob eine erhohte, normale oder verminderte Kopienanzahl vorliegt. Die zweite Opti-
on erlaubt die Einschétzung, ob die Kopienanzahl in Relation zur Vergleichsgruppe erhoht
oder vermindert ist. Insofern wurden die erhobenen Daten erst in der Zusammenschau interes-
sant: Zum einen konnten organspezifische Werte identifiziert werden, zum anderen konnten
innerhalb eines Individuums in einzelnen Organen Veranderungen der Kopienanzahl festge-
stellt werden. Wie die Daten belegen, ist die Methode geeignet, um reaktive Veradnderungen
innerhalb einer Gruppe auszumachen. Fir die Messung einer einzelnen Probe ist die Methode
nicht geeignet.

Auch unter technischen Aspekten hat sich die Methode bewahrt. Entsprechend der realtime
PCR zur Deletionsbestimmung funktionierte auch die Messung des nukleéren Gens sehr gut.
Die Kombination der zwei Methoden hat den Vorteil, dass Synergien genutzt werden kdnnen:
Fir die Messung der Kopienanzahl muss kein zusatzliches (mitochondriales) Gen gemessen
werde und die Messung dreier mitochondrialer Gene erhoht die Validitat der Methode zur
Kopienanzahlbestimmung. Sollte eines der mitochondrialen Gene von AmtDNA betroffen
sein, konnte dies zu falsch niedrigen Werten der Kopienanzahl fiihren. Nachdem aber fiir die
Berechnung dasjenige ausgewahlt wird, dass in der hochsten Konzentration vorliegt, wird das
Risiko einer Verfélschung minimiert, da es unwahrscheinlich ist, dass innerhalb einer Probe
alle drei Gene signifikante Deletionsgrade aufweisen. Eine Erweiterung der Methode um die
Option der absoluten Quantifizierung ware denkbar. Hierfir musste murine mtDNA kloniert
werden und diese in einer Verdiunnungsreihe mit definierten Kopienanzahlen in der realtime
PCR parallel zu den Proben gemessen werden. Auf diese Weise kdnnten Ct-Werten absolute
Molekilzahlen zugeschrieben werden.

Des Weiteren muss bei der Anwendung der Methode bedacht werden, dass sie in erster Linie
Auskunft ber die mtDNA-Kopienanzahl und nicht zwangslaufig tber die Anzahl der Mito-
chondrien geben. Zwar geht die Biogenese der mtDNA hédufig mit der Proliferation von Mito-
chondrien vergesellschaftet, prinzipiell kann sie aber auch unabhdngig ablaufen (Shadel GS,
1997).
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5.3. Einzelzelluntersuchungen

Analog zu den Untersuchungen an Gewebehomogenaten wurden entsprechende Experimente
auch mit der DNA aus Einzelzellen durchgefiihrt. Hierbei wurde der Fokus auf dopaminerge
Neurone der SN gelegt, um eine eventuelle Gewebespezifitit im Sinne einer erhdhten Vulne-
rabilitat auszumachen.

5.3.1. Tyrosinydroxylase-Farbung

Insgesamt hat sich die Farbung bewahrt, selektiv dopaminerge Neurone der SN darzustellen.
Die Methode nutzt die Darstellung des Schlisselenzyms (TH) einer bestimmten biochemi-
schen Syntheseleistung (Dopamisynthese) der Zellen als spezifischen Marker. Eine weitere
Charakterisierung der Zellen ist dabei nicht moglich. Fir die vorliegende Arbeit ware die
Kombination mit anderen Markern winschenswert: Die COX/SDH-Farbung markiert Zellen
mit hohen, funktionell relevanten Deletionsgraden (Bender A, 2006). Mittels 80OHdG-Farbung
kdnnen durch oxidativen Stress geschédigte Zellen identifiziert werden.

Allerdings ist der Preis dieser Farbungen, dass die dopaminergen Neurone der SN nicht mehr
sicher identifiziert werden kénnen und dementsprechend auch nicht die Frage der besonderen
Vulnerabilitat dieser speziellen Neuronenpopulation beantwortet werden kann.

5.3.2. Ergebnisse der Deletionsuntersuchungen mittels realtime PCR

Faktoren, die die besondere Vulnerabilitdt der SN-Neurone bedingen, wurden bereits unter
1.1. ausfihrlich dargestellt.

Dennoch zeigten sich weder in der Gruppe der Neugeborenen noch in der Gruppe der &lteren
Tiere signifikante Unterschiede hinsichtlich der Deletionsbelastung in Abhangigkeit des Ge-
notyps.

Andererseits wurde in anderen Arbeiten bei Mausen mit partieller Defizienz der SOD2 eine
erhdhte Vulnerabilitat gegeniiber den mitochondrialen Toxinen Malonat, 3-Nitropropionsédure
(3-NP) und MPTP nachgewiesen. Dies &uRerte sich durch erhéhte Anfalligkeit fur Dopamin-
Depletion nach MPTP-Gabe und durch den Nachweis von signifikant ausgedehnteren
striatalen L&sionen nach 3-NP- bzw. Malonat-Gabe im Vergleich zu M&usen mit voller
SOD2-Aktivitat. Zudem konnten erhéhte ROS-Konzentrationen nachgewiesen werden, die
mutmalilich an der MPTP-, 3-NP- bzw. Malonat-vermittelten Neurotoxizitat beteiligt sind
(Andreassen OA, 2001).

In einer anderen Arbeit konnte gezeigt werden, dass die mitchondriale O, "-Toxizitat in SN-
Neuronen nach MPTP-Gabe tber das Fe-S-haltige Enzym Aconitase vermittelt wird. Die Ga-
be von MPTP ist ein etabliertes Modell fir experimentellen PD. Die Behandlung der Mause
bewirkte eine Inaktivierung der mitochondrialen Aconitase, die Akkumulation von Eisen und
Dopamin-Depletion. Diese Effekte waren in SOD2-iiberexprimierenden Mausen abge-
schwacht, wohingegen es bei Mausen mit partieller SOD2-Defizienz zur Exazerbation kam
(Liang LP, 2004a).

Die Daten belegen, dass subklinische Defekte eines antioxidativen Schutzenzyms gepaart mit
exogenen Toxinen in selektiver Neurodegeneration minden konnen. Auf der anderen Seite ist
,nur® partielle SOD2-Defizienz (im Fall der alteren, heterozygoten Tiere) offenbar nicht aus-
reichend, einen messbaren Effekt hervorzurufen. Im Falle der neugeborenen Knock-Outs be-
steht der Verdacht, dass die Auswirkung der SOD2-Defizienz zwar fatal sind, jedoch die
Uberlebensspanne nicht ausreicht, um im relevanten Ausmaf Deletionen zu akkumulieren.
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Alternativer Erklarungsansatz wére die Vermutung, dass Uber die Inaktivierung der
mitochondrialen Aconitase der Stoffwechsel der Mitochondrien so stark gehemmt wird, dass
auch der oxidative Stress abnimmt, was einem protektiven Effekt gleich kdme. Uberraschen-
derweise war die Deletionsbelastung bei den Neugeborenen in beiden Gruppen héher als in
den Gruppen der einjahrigen Tiere. Allerdings muss hier die geringe Probenanzahl beruck-
sichtigt werden, so dass das Ergebnis a priori fraglich ist.
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6. Zusammenfassung

Mit der vorliegenden Arbeit sollte Uberprift werden, inwieweit ein Kausalzusammenhang
zwischen oxidativem Stress und AmtDNA besteht. Die Akkumulation von AmtDNA scheint
eine wichtige Rolle bei neurodegenerativen Erkrankungen und im Rahmen des Alterungspro-
zesses zu spielen. Zudem ist bekannt, dass dabei der oxidative Stress zunimmt. Wahrend eine
Korrelation der einzelnen Phdnomene gut belegt ist, steht der Kausalitatsnachweis noch aus.
Die Arbeit ist vor dem Hintergrund der Mitochondrialen Theorie des Alterns entstanden.

Zur Klarung der Frage, ob oxidativer Stress tatsachlich ein Risikofaktor fur die Entstehung
von AmtDNA darstellt, wurde das SOD2-KO-Modell als Untersuchungsobjekt ausgewéhlt,
das durch ein hohes Mal} an endogenem oxidativen Stress speziell in den Mitochondrien ge-
kennzeichnet ist. Folglich sind die mtDNA-Molekile auch gegeniiber erhéhten ROS-
Konzentrationen exponiert.

Bei neugeborenen hetero- und homozygoten SOD2-KO-Mé&usen waren im Herzmuskel, aber
nicht im Gehirn, hohere AmtDNA-Belastungen als bei Wildtypen nachweisbar. Dieser Unter-
schied zwischen den Genotypen zeigte sich nach einem Jahr nicht mehr. Die zeitliche Dyna-
mik der Deletionsbelastung konnte bei den einjahrigen Wildtyp-Ma&usen bestatigt werden.
Sowohl im Herz als auch im Gehirn konnte ein Anstieg der AmtDNA-Belastung gemessen
werden. Diese Ergebnisse stehen in Analogie zu Beobachtungen am Menschen, so dass die
Maus prinzipiell als Modell fur humane molekulare, mitochondriale Alterungsprozesse geeig-
net erscheint.

Nachdem Neurone der SN, deren progressiver Verlust wesentlich an der Pathogenese des PD
beteiligt ist, eine besondere Suszeptilitdt fiir die Akkumulation von AmtDNA aufweisen, er-
folgten entsprechende Untersuchungen auch auf Einzelzellebene an dopaminergen SN-
Neuronen. Hier waren weder in der Gruppe der Neugeborenen noch in der Gruppe der einjah-
rigen Tiere signifikante Unterschiede zwischen den unterschiedlichen Genotypen nachweisbar.
Zusétzlich wurden Untersuchungen zur relativen Kopienanzahl durchgefiihrt. Hier zeigte sich
in der Gruppe der einjahrigen Tiere bei den Heterozygoten eine hochsignifikante Erhohung
der relativen Kopienanzahl selektiv im Herzhomogenat. Dies wurde als reaktive Verénderung
auf den erhohten oxidativen Stress gewertet.

Mit der vorliegenden Arbeit konnte bestétigt werden, dass erhohter oxidativer Stress initial
durch Deletionsakkumulation in utero mit erhohten Deletionsgraden einhergeht. Allerdings
existieren offenbar effektive Kompensationsmechanismen, so dass die biologische Relevanz
der Deletionen unklar bleibt und anhand der erhobenen experimentellen Daten nicht abschlie-
Rend beurteilt werden kann. Die Ergebnisse weisen auf die Komplexitdt des SOD2-
Mausmodells hin. Zum einem existieren genetische Modifikatoren der SOD2. Zum anderen
ist die SOD2-Funktion offenbar viel differenzierter und komplexer als anfangs angenommen.
Daruber hinaus stof3t das SOD2-Mausmodell an eine der Grenzen der Mitochondrialen Theo-
rie des Alterns: Die Lebensspanne der SOD2+/--Mduse ist nicht vermindert.

Die Mitochondriale Theorie des Alterns wurde in den vergangen Dekaden Uber verschiedene
Ansétze extensiv uberpruft. Eine weiter Fortentwicklung und Modifikation erscheint notwen-
dig.

Die vorliegende Arbeit konnte die mitochondriale Theorie des Alterns weder bestitigen noch
entkréften. Vielmehr gewahrt sie Einblicke in die Komplexitat der Thematik und belegt, dass
die Kausalzusammenhange weniger stringent sind, als bisher angenommen.
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8. Abklrzungsverzeichnis

3-NP 3-Nitropropionsaure

3-NT 3-Nitrotyrosin

8-OHdG 8-Hydroxy-2-desoxyguanosin
8-OH-G 8-Hydroxy-Guanosin

ACTB B-Aktin

AD Alzheimers Disease

ADP Adenosindiphoshat

AlF Apotosis-initiating-factor

ALS Amyotrophe Lateralsklerose

AMP Adenosinmonophosphat

ANT Adenosinnukleotidtranslokator

ATP Adenosintriphosphat

BER Basenexzisionsreparatur

Bp Basenpaare

BSA Bovines Serumalbumin

CcOo, Kohlenstoffdioxid

CoQ Coenzym Q

COX Cytochrom-c Oxidase

COX3 Cytochrom-c Oxidase Untereinheit 4
Cp Crossing-Point

Ct Threshold Cycle

Cu/ZnSOD | Kupfer-/Zinkhaltige Superoxiddismutase, syn. SOD1
Cytb Cytochrom b

Cytc Cytochrom ¢

Da Dalton

DAB Diaminobenzidin

ddH,0 Reinstes Wasser

DHOC Dihydroorotatdehydrogenase

DNA Desoxynukleinsaure

DSBR Doppelstrangbruchreparatur
EC-SOD3 | Extrazelluldre Superoxiddismutase, syn. SOD3
ELISA Enzyme Linked Immunoabsorbent Assay
ETC Elektronentransportkette

fALS Familiare Amyotrophe Lateralsklerose
FDA Friedreichs™ Ataxie

Fe-S- Eisen-Schwefel-

FMN Flavinmononukleotid

GPDH a-Glycerophosphatdehydrogenase
Gpx-1 Glutathionperoxidase-1

GSH Glutathion

GSSG Glutathion-Disulfid (bestehend aus zwei oxidierten GSH-Molekiilen)
GTPase Guanintriposphatase

H.0, Wasserstoffperoxid

H,O Wasser

HD Huntingtons™ Disease

HNE 4-Hydroxy-2-Nonenal
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kBp Kilobasenpaare

KGDHC a-Ketoglutaratdehydrogenase-Komplex

KO Knock-Out

LMD Lasermikrodissektion

m Steigung der Standardkurve bei realtime PCR
MAO-A/-B | Monoaminooxidase A/B

MDA Malondialdehyd

Mitom Mitochondriales Genom

MMR Missmatch-Reparatur, Basenfehlpaarungsreparatur
MnSOD Manganhaltige Superoxiddismutase, syn. SOD2
MnTBAP | Mangan-Tetrakis-5,10,15,20-Benzoesaure-Porphyrin
MPP* 1-Methyl-4-Phenylpyridin

MPTP 1-Methyl-4-Phenyl-1,2,3,6-Tetrahydropyridin
MRNA Messenger RNA

MtDNA Mitochondriale DNA

mtPTP mitochondriale Permeabilitatstransitionspore
mtSSB Mitochondriales Single-Strang-bindenes-Protein
mtTFA Mitochondrialer Transkriptionsfaktor A; syn. TFAM
NAD" Nikotinamidadenindinukleotid (reduzierte Form)
NADH Nikotinamidadenindinukleotid (oxidierte Form)
ND1 NADH-Dehydrogenase Untereinheit 1

ND4 NADH-Dehydrogenase Untereinheit 4

nDNA Nukledre DNA

NER Nukleotidexzisionsreparatur

nt Nukleotid

0O, Sauerstoff

O, Superoxidanion

0GG1 8-Oxoguanin-DNA-Glykosylase

OH- Hydroxylradikal

ONOO- Peroxynitritradikal

OXPHOS | Oxidative Phosphorylierung

PCR Polymerase-Kettenreaktion

PD Parkinsons” Disease

PGC-la Peroxisomen-proliferationsaktivierter-Rezeptor-y-Coaktivator-1o
PNS Peripheres Nervensystem

POLG Polymerase gamma

Poly-HRP | Poly-Horse-Radish-Peroxidase

QTL Quantitative Trait Locus

R° Effizienz der realtime PCR

RCR Respiratory Control Ratio

RNA Ribosomale Nukleinséure

ROO- Hydroxylradikal

ROS Reaktive Sauerstoffspezies

RRF Ragged Red Fibers

rRNA Ribosomale RNA

RS Reaktive Spezies

SDH Succinat-Dehydrogenase

SN Substantia nigra

SNpc Substatantia nigra pars compact
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SOD Superoxiddismutase

SOD1 Superoxiddismutase 1, syn. Cu/ZnSOD
SOD2 Superoxiddismutase 2, syn. MnSOD
SOD3 Superoxiddismutase 3, syn. EC-SOD3
TCA Zitronensaurezyklus, Krebs” Zyklus
TFAM Mitochondrialer Transkriptionsfaktor A; syn. mtTFA
TH Tyrosinydroxylase

tRNA transferRNA

ZNS Zentrales Nervensystem

ACt-Wert | Differenz zweier Ct-Werte einer Probe
AmtDNA | mtDNA-Deletionen

AACt-Wert | Differenz zweier ACt-Werte zweier Proben
AY Elektrochemischer Gradient
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