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1 Einleitung

1.1 Das Mitochondrium

Mitochondrien finden sich in jeder Zelle des menschlichen Koérpers. Es sind tubu-
lar verzweigt aufgebaute Organellen, umgeben von zwei Elementarmembranen,
die die mitochondriale Matrix vom Zytosol der Umgebung abgrenzen. Die aul3ere
Membran umschlief3t glatt das Mitochondrium und ist von zahlreichen Transport-
proteinen, den Porinen, durchsetzt [1]. Durch diese kdnnen grofRe Molekile bis
zu einem Molekulargewicht von ca. 10000 kD die Membran durchdringen. Die
gefaltete innere Mitochondrienmembran ist flr lonen und die meisten Moleki-
le undurchlassig, enthalt aber komplexe Transportsysteme. Zwischen den bei-
den Membranen liegt der Intermembranspalt, innerhalb der inneren Membran
die mitochondriale Matrix. In der Matrix findet sich neben vielen Enzymen die
ringférmige mitochondriale DNA (mtDNA). Die Funktionen der Mitochondrien in-
nerhalb des Stoffwechsels sind vielfaltig, sie sind in die Homdostase der Zelle in
verschiedenster Weise eingebunden. Sie sind ebenso am Stoffwechsel der Ami-
nosauren, der Lipide, insbesondere des Cholesterins und der Steroide, wie am
Stoffwechsel der Nukleotide beteiligt [2]. Ihre wichtigste Funktion ist jedoch die
Energiebereitstellung. Die mitochondriale Matrix und die innere Membran enthal-
ten samtliche Enzyme der 3- Oxidation, des Citratzyklus und der Atmungskette,
ebenso wie die Pyruvat-Dehydrogenase. Fast der gesamte zellulare Energie-
bedarf wird durch die Mitochondrien gedeckt [3]. Die biochemischen, morpholo-
gischen und physiologischen Eigenschaften der Mitochondrien sind von Organ
zu Organ und selbst von Zelle zu Zelle sehr heterogen. Auch die Anzahl der
Mitochondrien in einer Zelle ist sehr variabel, abhangig von der Zellart und dem
momentanen Bedarf der Zelle. Dabei bilden die Mitochondrien ein dynamisches
Netzwerk, dass sich standig in Ausdehnung und Form verandert [4]

1.1.1 Entwicklung der Mitochondrien

Die einzigartigen Eigenschaften der Mitochondrien, insbesondere das Vorhan-
densein einer eigenen, von der nukledren DNA unabhangigen mtDNA) fuhrten
zu Uberlegungen, wie in der Zelle eine teilweise so eigenstandige Zellorganelle
entstehen konnte. Im 19. Jahrhundert wurden die Grundgedanken der Endosym-
biontentheorie entwickelt [5]. Diese kann man kurz folgendermal3en zusammen-



fassen: Eine primitive Eukaryontenzelle (mit Zellkern, Chromosomen, internem
Membransystem und Zytoskelett) nimmt ein Bakterium, genauer ein a- Protobak-
terium, auf, das dann allmahlich Gene verliert, seine Struktur verandert und die
Fahigkeit zur Vermehrung verliert [6, 7]. Man konnte auch alternativ annehmen,
dass die Urzelle die typischen eukaryotischen Merkmale (Kern, zytoplasmati-
sches Membransystem, Zytoskelett) erst parallel zu der Aufnahme des Bakteri-
ums entwickelt. In jedem Fall verandert sich das symbiotische Zusammenleben,
viele prokaryotische Gene gehen verloren, andere gelangten in das nukleare Ge-
nom. Als Spuren dieses Prozesses werden die Ahnlichkeiten langer Abschnitte
des nukledaren Genoms mit dem mitochondrialen Genom angesehen. Die En-
dosymbiontentheorie wurde im Lauf der Jahre mehr und mehr zu der Theorie
der seriellen Endosymbiose (SET von ,serial endosymbiosis theory“) erweitert
[8], worin auch andere Zellorganellen (z.B. Chloroplasten) diesem Entstehungs-
mechanismus zugeschrieben werden. In den letzten Jahren kamen aber auch
Zweifel an diesen Theorien auf. Es fanden sich Uberraschend wenig neue For-
schungsergebnisse, die diese Theorie unterstlitzen, bzw. fand man Ergebnisse,
die mit der Endosymbiontentheorie nicht erklart werden kdnnen [9].

1.1.2 Reaktionen der Atmungskette

Mitochondrien sind an mehreren Prozessen des Energiestoffwechsels
(B-Oxidation, Citratzyklus) beteiligt, gemeinsame Endstrecke der Energiegewin-
nung ist aber die Atmungskette. An der inneren Mitochondrienmembran ist die
Reihe der 5 Enzymkomplexe der Atmungskette lokalisiert. Sie bildet eine Kette
von Redoxstufen, die im Stoffwechsel der Zelle entstandene Elektronen auf Sau-
erstoff (O2) Ubertragen und dabei einen Protonengradienten Uber der inneren
Mitochondrienmembran aufbauen (Abb.1.1). Der Gradient ermoéglicht die Syn-
these von Adenosintriphosphat (ATP) aus Adenosindiphosphat (ADP) und anor-
ganischem Phosphat [10]. Reduktionsaquivalente (NADH und FADH2) aus der
Glykolyse, dem Citratzyklus und der 3-Oxidation geben ihre Elektronen (als Was-
serstoff) an verschiedenen Stellen der Atmungskette ab. Der Elektronentransfer
der Atmungskette wird durch verschiedene prosthetische Gruppen ermdglicht,
beispielsweise Eisen-Schwefel-Komplexe in Komplex I, Il und lll oder Ham-Eisen
in Cytochrom C und Komplex V. Auf Komplex |, der NADH-Dehydrogenase, wer-
den die Elektronen aller NADH-Molekile Ubertragen. Komplex Il, die Succinat-
Dehydrogenase (SDH), erhalt Elektronen aus FADHz. Ein dritter Lieferant von
Elektronen in Form von Wasserstoff ist das Elektronentransferierende Flavopro-



tein, das weitere Elektronen aus der 3-Oxidation einspeist.

Nach dem Einbringen der Elektronen in die Atmungskette wird in einem zwei-
ten Schritt das lipophile Molekil Ubichinon (auch Coenzym Q genannt) durch
die Ubertragung der Wasserstoffatome zu Ubichinol reduziert. Ubichinol gibt die
Elektronen an Komplex lll, die Cytochrom-C-Reduktase, weiter, diese wiederum
ubertragt sie auf Cytochrom C. Das bewegliche und wasserlésliche Protein Cyto-
chrom C transportiert die Elektronen an der Auldenseite der inneren Mitochondri-
enmembran zu Komplex |V, der Cytochrom-Oxidase (COX). Die COX katalysiert
die letzte Reaktion, die Reduktion von molekularem Sauerstoff zu Wasser.

Die bei der Weitergabe der Elektronen in der Atmungskette frei werdende Ener-
gie wird von Komplex I, Il und IV dazu genutzt, Protonen aus der mitochondri-
alen Matrix in den Intermembranraum zu verschieben. Dieser Protonengradient
uber der inneren Mitochondrienmembran bildet den Grof3teil des mitochondrialen
Membranpotentials, ein kleinerer Anteil wird durch die asymmetrische Verteilung
von lonen wie Na*, K* oder Ca2* gebildet. Der Protonengradient wird vom Kom-
plex V, der ATP-Synthase, zur Phosphorylierung von ADP zu ATP genutzt. Der
Vorgang wird auch oxidative Phosphorylierung (OXPHOS) genannt. Das synthe-
tisierte ATP kann nun fir alle aktiven Stoffwechselvorgange verwendet werden.

Zytoplasma

Intermembranraum

H+ H+

Matrix

VRN

+ +
NADHH*  NAD*  FapH,  FaD

Abbildung 1.1: Schematische Darstellung der Atmungskette an der
inneren Mitochondrienmembran



1.2 Das mitochondriale Genom

Das Mitochondrium stellt eine Besonderheit unter den Zellorganellen der mensch-
lichen Zelle dar: Es besitzt ein eigenes Genom, ein doppelstrangiges ringfor-
miges DNA Molekil, das 16569 Basenpaare (bp) lang ist. Im Jahre 1963 ent-
deckten Nass und Nass die mtDNA [11]. 1981 veroéffentlichten Anderson et al.
die Sequenz des mitochondrialen Genoms [12]. Jedes Saugetier-Mitochondrium
enthalt etwa 0-21 mtDNA Molekule, gemessen mit Fluoreszenz-Mikroskopie [13]
und PCR [14]. In einer Zelle mit 300 bis 2000 Mitochondrien kénnen sich also
mehrere tausend Kopien der mtDNA befinden.

1.2.1 Struktur der mtDNA

Man unterscheidet bei den beiden komplementaren DNA-Strangen der mtDNA
einen H-Strang (H von ,heavy“) und einen L-Strang (L von ,light). Die Bezeich-
nungen leiten sich aus den unterschiedlichen Auftriebsdichten bei der isopykni-
schen Zentrifugation im CsCL-Gleichgewichtsgradienten her. Hier kann man den
schweren (,heavy“) vom leichten (,Light) Strang trennen. Die Startpunkte der
Replikation des H- und des L-Strangs bezeichnet man nach ,origin of replication®
als On und OL. Die beiden Punkte sind wichtige Orientierungspunkte der ringfor-
migen mtDNA . Den Abschnitt von Oxim Urzeigersinn bis zu OL bezeichnet man
als grof3en Bogen, den folgenden Abschnitt von OL bis zu OH als kleinen Bogen
(siehe Abb.1.2)

Die mtDNA enthalt keine Introns. Die genetische Information liegt mit einer Gen-
dichte von einem Gen pro 0,45 kb in sehr komprimierter Form vor (im Vergleich
dazu betragt die Gendichte im nukledren Genom ein Gen pro 40 kb) [15]. Die
mtDNA kodiert flr 13 Proteine, alle Bestandteile der Atmungskette, und 24 RNA
Bestandteile (22 tRNAs und 2 rRNAs), die flr die mitochondriale Proteinsynthese
von Bedeutung sind [16]. Die meisten mitochondrialen Proteine sind aber nuklear
kodiert und werden Uber spezifische Transporter (z.B. TIM und TOM) in das Mi-
tochondrium transportiert [17].

Eine 1221 bp lange, nicht kodierende, Region um On wird als ,dispalcement-loop*®
(D-loop) Region bezeichnet. Hier liegen die beiden Strange der mtDNA zeitweise
getrennt durch einen dritten Strang vor. Die Region spielt in der Regulierung von
Transkription und Replikation der mtDNA eine grol3e Rolle. So liegen beispiels-
weise die Promotoren beider Strange in diesem Bereich und die Replikation der
mtDNA startet dort [18].
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Abbildung 1.2: Struktur der mitochondrialen DNA. Die Gene der Kom-
plexe der Atmungskette und die Gene der ribosomalen RNA sind mit
verschiedenen Farben markiert. Die tRNA Gene sind mit der Abk(ir-
zung der zugehdrigen Aminosédure bezeichnet. Die Abklirzungen der
proteinkodierenden Gene bezeichnen die Untereinheit des jeweiligen
Atmungsketten-Komplexes (nach [19]).

1.2.2 Genprodukte der mtDNA

Mit der Sequenzierung der mtDNA begann die genauere Betrachtung der
Genprodukte der mtDNA[12]. Der Vergleich der Gensequenz mit den Sequenzen
der Aminosauren der kodierten Proteine ergab Uberraschenderweise eine
abweichende Kodierung mancher Codons der mtDNA von der nukledren DNA
(nDNA), beispielsweise ist das Codon ,UGA" im allgemeinen ein Stoppcodon,
in der mtDNA aber kodiert es fur die Aminosaure Tryptophan. Man erklart sich
die Abweichung vom eigentlich universellen Code durch zufallige Mutationen,
die aufgrund der geringen Zahl an Genprodukten nicht zur Zerstorung der Zelle
fuhren, und somit ein weiterbestehen der Variation ermoglicht [20]

Die meisten der mtDNA Gene liegen auf dem H-Strang. Je ein Gen fur die 12S-
und fur die 16S-rRNA, 14 Gene fur tRNAs und 12 proteinkodierende Gene. Auf



dem L-Strang liegen 8 tRNA-Gene, und 1 proteinkodierendes Gen (NDG6). Zu-
nachst eine etwas genauere Betrachtung der proteinkodierenden Gene (siehe
auch Abb.1): Die Gene ND1, ND2, ND3, ND4, ND4L, ND5 und ND6 kodieren flr
Bestandteile der NADH-Dehydrogenase (Komplex |). Komplex | besteht aus 39
Untereinheiten, 7 sind mitochondrial, 32 nuklear kodiert. Das Gen Cyt b kodiert
einen Baustein der Cytochrom-C-Reduktase (Komplex lll, insgesamt 10 Unter-
einheiten), die restlichen 9 Untereinheiten sind nuklear kodiert. Die Gene CO |,
CO Il und CO Ill kodieren fur 3 Untereinheiten der Cytochrom-C-Oxidase (Kom-
plex IV). Bei insgesamt 13 Untereinheiten sind die restlichen 10 Untereinheiten
nuklear kodiert. Schliellich kodieren die Gene ATPase 6 und ATPase 8 fur 2 von
12 Untereinheiten der ATP-Synthase. Bei der Succinat-Dehydrogenase (Kom-
plex Il) sind alle 4 Untereinheiten nuklear kodiert [21]. In Abb.1.2 ist zu erkennen,
dass kurze Gene flur tRNAs uber die ganze mtDNA verteilt sind. Sie sind in der
Abbildung mit der jeweilig Aminosaure-spezifischen Abkurzung bezeichnet. Die
beiden rRNA Gene sind nahe dem On zu finden. Das mitochondriale Genom ko-
diert, neben den Untereinheiten der Enzyme der Atmungskette, also auch flr Be-
standteile des eigenen Translationsapparats, fir die ribosomaleRNA und fur alle
bendtigten tRNAs. Die mitochondriale Proteinsynthese bendtigt aufgrund einer
gelockerten Codon Nutzung nur 22 tRNAs. Nuklear kodiert sind die ribosomalen
Proteine, alle Aminoacyl-tRNA-Synthetasen (die mitochondriale tRNAs mit Ami-
nosauren beladen) sowie die RNA Polymerase und ihre Transkriptionsfaktoren
[22]. Es muss also flr die mitochondriale Tanskription und Translation eine enge
funktionelle Verbindung zwischen Zellkern und Mitochondrium bestehen. Diese
und andere Interaktionen zwischen mtDNA und nDNA beginnt man erst allmah-
lich zu verstehen. Man untersucht beispielsweise so genannte ,Cybrid“ Zellen,
die mtDNA und nDNA unterschiedlicher Herkunft enthalten [23].

1.2.3 Vererbung des mitochondrialen Genoms

Das mitochondriale Genom wird vermutlich ausschlie3lich maternal vererbt, ob-
wohl von Ausnahmen berichtet wurde [24, 25]. Der maternale Vererbungsmo-
dus scheint aber gesichert zu sein [26, 27]. Alternativ wird der maternale Verer-
bungsmodus auch als zytoplasmatischer Vererbungsmodus bezeichnet. Fur die
Ursache der rein maternalen Vererbung gibt es eine Reihe von Theorien: Die
Mitochondrien, und die darin enthaltene mtDNA, sind im Zytoplasma der Eizelle
und im Zytoplasma der Spermienzelle lokalisiert. Die Spermienzellen der meis-
ten Tierarten enthalten hochstens einige hundert, die Eizellen aber bis zu hun-



derttausend Mitochondrien [28]. Selbst wenn also einige Mitochondrien wahrend
der Befruchtung aus der Spermienzelle in die Zygote gelangen, setzt sich dort
die mitochondriale Erbinformation der Mutter aufgrund der héheren Anzahl Mi-
tochondrien durch. Es gibt aber wohl noch weitere Mechanismen, die eine Wei-
tergabe paternaler Mitochondrien verhindern sollen. So sind die Mitochondrien
der Spermienzelle im Hals lokalisiert, bei der Befruchtung verschmilzt meist nur
der Kopf des Spermiums, die Mitochondrien gelangen nicht in die Eizelle. Au-
Rerdem setzt nach Befruchtung eine Ubiquitinierung, als erster Schritt des pro-
teolytischen Abbaus, ein, die Mitochondrien der Spermienzelle werden zerstort
[29]. Maternale Vererbung bedeutet evolutionar betrachtet fur die mtDNA keine
Veranderung durch Rekombination, wie in der nDNA, sondern nur durch Mutati-
on. Diese Uberlegung hat groRe Bedeutung fiir z.B. Anthropologen zur Erstellung
eines phylogenetischen Stammbaums.

1.2.4 Replikation der mtDNA

Mit einer maximalen Lebensdauer von einigen Wochen teilen sich Mitochondrien
unabhangig vom Zellzyklus. Im Gegensatz zur nDNA, die sich einmal im Zellzy-
klus repliziert, wird die mtDNA kontinuierlich und semi-autonom von der nDNA
repliziert, was auch als ,relaxed replication® bezeichnet wird [30, 31]. Auch in
post-mitotischen Geweben wie Skelettmuskel oder Gehirn wird die mtDNA lau-
fend erneuert [32]. Ausgefuhrt wird die Replikation durch die nuklear kodierte
Polymerase y (Poly). Die Poly ist die einzige DNA Polymerase der Mitochondrien,
aufgebaut aus zwei Untereinheiten und neben der Polymerase auch als intrinsi-
sches Reperaturenzym aktiv. Als 3°-5° Exonuklease ubernimmt sie das Korrektur-
lesen der neu gebildeten mtDNA [33]. Die Replikation der mtDNA ist momentan
Gegenstand einer intensiven Debatte, ein genaues Verstandnis der Vorgange
noch nicht vollstandig vorhanden [34, 35]. Viele Jahre wurde angenommen, dass
die Poly von zwei verschiedenen Startpunkten ausgehend repliziert, von On auf
dem H-Strang im Urzeigersinn bis zur Fertigstellung von etwa zwei Drittel des Ge-
noms, dann von OL ausgehend auf dem L-Strang in die Gegenrichtung [36]. Well
die DNA so wahrend der Replikation voribergehend als Einzelstrang vorliegen
wulrde, ware sie empfindlicher fur mutagene Einflisse, eine mdgliche Erklarung
der Haufung von Mutationen im Bereich des groRen Bogens. Neuere Untersu-
chungen legen ein anderes Modell nahe: Ausgehend von multiplen Startpunk-
ten innerhalb einer breiten Initiationszone, soll die mtDNA bidirektional repliziert
werden [37]. Dies wird im Gegensatz zur vorherigen asynchronen Replikation
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synchrone Replikation genannt. Die Replikation wurde nach dem, vom nuklearen
Genom bekannten, Leitstrang-Folgestrang Modell verlaufen.

1.3 Mutationen der mtDNA

Man schatzt die Mutationsrate der mtDNA ca. zehnmal so hoch wie die der nDNA
[38]. Generell wird dieser Unterschied durch eine Reihe von Besonderheiten der
mtDNA erklart: Die mtDNA steht raumlich in engem Kontakt zu den Reaktionen
der Atmungskette, bei denen auch reaktive Sauerstoffmolekile (,reactive oxygen
species®, ROS) gebildet werden, die Biomolekile jeder Art schadigen, insbeson-
dere DNA. Weiterhin fehlt der mtDNA der Schutz durch Histone. Und schlieflich
sollen weniger effektive Reparaturmechanismen fir beschadigte mtDNA vorhan-
den sein [39].

Die Mutationen der mtDNA, am haufigsten Punktmutationen und Deletionen, zei-
gen einige Eigenarten. Da in einer Zelle die mtDNA in vielen Kopien vorliegt, sind
meist nicht alle Molekule mutiert. Das Nebeneinander von Wildtyp(wt)-mtDNA
und mutierter mtDNA nennt man Heteroplasmie. Der Anteil mutierter DNA va-
riiert zwischen verschiedenen Organen und sogar zwischen den Zellen eines
Organs [40]. Dieser Anteil hat Einfluss auf die Auswirkungen einer Mutation auf
die Funktion einer Zelle [41, 42]. Wenn eine bestimmte Grenze des Anteils mu-
tierter DNA Uberschritten ist, kommt es zu Funktionsausfallen der Atmungskette
und anderen Stoérungen, was als ,threshold effect bezeichnet wird. Die Hohe
der Grenze ist unterschiedlich, abhangig von der Art der Mutation und der Lage
im mitochondrialen Genom. Man findet z.B. 90% bei manchen tRNA Mutationen
oder um die 60% bei Deletionen [16]. Menschen mit heteroplasmischen Mutati-
onen zeigen oft sehr unterschiedliche Anteile mutierter mtDNA in verschiedenen
Organen oder sogar in verschiedenen einzelnen Zellen.

1.3.1 Mitochondriale Erkrankungen

Der erste Zusammenhang zwischen einer mitochondrialen Funktionsstorung
und einem klinischen Phanotyp wurde 1962 hergestellt [43]. Seitdem wurde eine
Vielzahl verschiedener Defekte beschrieben. Die mitochondrialen Erkrankungen
stellen sowohl klinisch als auch genetisch eine sehr heterogene Gruppe dar.
Gemeinsam ist allen mitochondrialen Erkrankungen die Stérung der Funktion
der Atmungskette. Ursachlich konnen sowohl Mutationen der mtDNA als auch

11



Mutationen der nDNA sein. So sieht man mitochondriale Erkrankungen, die X-
chromosomal oder autosomal nach den Mendel‘'schen Gesetzen vererbt werden,
neben maternal vererbten Mutationen der mtDNA. Die Mutationen treten haufig
auch spontan auf. Mutationen nuklearer Gene der Atmungskette stellen noch die
Minderheit diagnostizierter Mitochondriopathien dar, es werden aber zunehmend
mehr Gen-Defekte identifiziert (z.B. [44]). Mehr als 150 bisher bekannte Mutatio-
nen der mtDNA haben medizinische Bedeutung, darunter eine steigender Anteil
Punktmutationen. Uber die Halfte findet man in den tRNA -Genen (die insgesamt
nur etwa zehn Prozent des mitochondrialen Genoms ausmachen) [45]. Beispiele
fur diese Gruppe mit Punktmutationen von tRNA Genen sind Erkrankungen wie
MERRF (Myoclonic Epilepsy mit ragged red fibers), bei der das tRNALys-Gen be-
troffen ist, oder MELAS (Mitochondriale Enzephalomyopathie mit Lactatazidose
und Schlaganfall-ahnlichen Episoden), hier ist das tRNALEu-Gen betroffen. Ein
Beispiel fur einen anderen Gen-Locus ist eine Form des Leigh-Syndroms (mit
psychomotorischen Entwicklungsstérungen, Ataxien und muskularer Hypotonie),
bei dem das Gen der ATPase6 betroffen ist, einem Teil des terminalen Komple-
xes der Atmungskette. Insgesamt sind aber fast alle Mitochondriopathien durch
verschiedene Gen-Loci oder Mutationsarten verursachbar.

Krankheitsrelevante Langenmutationen der mtDNA (Deletion, Duplikation, Inser-
tion) treten meist sporadisch auf, sind immer heteroplasmisch und kénnen weite
Abschnitte des mitochondrialen Genoms betreffen [46]. Die am haufigsten auftre-
tenden Langenmutationen, die Deletionen der mtDNA, sollen fir etwa 30% aller
Mitochondriopathien verantwortlich sein. Es gibt sporadisch auftretende Deleti-
onen der mtDNA und multiple Deletionen der mtDNA, die meist sekundar nach
einer Mutation eines nuklearen Gens auftreten (z.B. Mutation des Poly-Gens)
[47]. Die bekannteste Deletion, die 4977bp lange ,common deletion®, betrifft etwa
ein Drittel des gesamten mitochondrialen Genoms. Das fihrt zum Verlust von
Genen, die fur die Untereinheiten der Komplexe I, IV und V sowie flr funf tRNAs
kodieren [48] und kann phanotypisch zu verschiedenen Krankheitsbildern flh-
ren, z.B. zu CPEO (chronisch progrediente externe Ophthalmoplegie) oder zum
verwandten Kearns-Sayre-Syndrom (KSS), einer systemischen Verlaufsform mit
CPEO und zusatzlichen Symptomen wie Retinitis pigmentosa und Kardiomyopa-
thie mit Reizleitungsblock. Auch das Pearson Syndrom kann durch die ,common
deletion® verursacht sein, mit sideroachrestischer Anamie, Panmyelophtise und
exokriner Pankreasinsuffizienz [49]. Darlberhinaus werden eine Vielzahl ver-
schiedener Deletionen beschrieben, wobei eine exakte Zuordnung von Phanotyp
oder klinischem Zustandsbild zu zugrundeliegender Deletion haufig noch nicht
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erfolgt ist. Auch Uberschneiden sich haufig die einzelnen Krankheitsbilder oder
einem Krankheitsbild konnen mehrere verschiedene Deletionen zugeordnet wer-
den.

Trotz der Vielzahl ursachlicher Mutationen ist die klinische Manifestation der Mi-
tochondriopathien oft sehr ahnlich. Im Allgemeinen sind Gewebe und Organe,
die stark von der Atmungskette abhangig sind, am schwersten betroffen. So sind
Neurologische Syndrome haufig, ebenso Myopathien, aber auch kardiale, oph-
thalmologische und endokrine Systeme sind mitbeteiligt [50]. Die Mutationen der
mitochondrialen Erkrankungen kénnen alle Kopien (Homoplasie) oder nur einen
Teil der Kopien (Heteroplasmie) der mtDNA betreffen. Die Klinik der mitochondri-
alen Gen-Defekte wird durch den Grad der Heteroplasmie beeinflusst.

Die meisten krankheitsverursachenden Mitochondriopathien treten sporadisch
auf, ein kleiner Teil hereditar. Die Keimbahnmutationen der mtDNA werden in
maternaler Erblinie Ubertragen. Wichtig fur die Vererbung mitochondrialer Er-
krankungen, die auf so einer Mutation beruhen, ist ein als ,genetic bottleneck"”
bezeichneter Vorgang. Dieser soll die klinische Variabilitat mitochondrialer Er-
krankungen bei Zwillingen erklaren. Die Eizelle besitzt eine hohe Zahl an Mi-
tochondrien. Bei Heteroplasmie ist ein Teil der mtDNA Molekule mutiert. In der
frihen Oogenese wird die Zahl der mtDNA Molekdle stark reduziert, durch diesen
Vorgang wird also eine Art Stichprobe des mitochondrialen Genoms ausgewahlt.
Je nach Grad der Heteroplasmie der Eizelle und durch Zufall wird der Grad der
Heteroplasmie des Embryos festgelegt [51, 52]. Ahnlich bei sporadischen Mutati-
onen. Wahrend der Mitosen der frihen Oogenese oder Embryogenese kann ein
einzelnes mtDNA-Molekul mutieren. Abhangig von Zeitpunkt und der betroffenen
Zelle flhrt so ein Ereignis zu Verteilung eines unterschiedlichen Heteroplasmie-
Grads Uber den Korper, und sukzessiv zu Funktionseinschrankungen des be-
troffenen Organs oder Gewebes, wobei die Mutation Mosaik-artig im Kérper ver-
teilt ist, je nachdem, welche Zellen in den frihen Entwicklungsphasen betroffen
sind.

Fest steht auch, dass die Anteile mitochondrialer Mutationen sich im Lauf des Le-
bens verandern. Eine Erklarung flr den spaten Beginn mancher mitochondrialen
Erkrankungen konnte das Modell der ,relaxed replication® liefern [53]. Es erklart
Veranderungen des Anteils mutierter mtDNA in post-mitotischem Gewebe durch
Unterschiede in der Replikation mutierter mtDNA im Vergleich zur Replikation der
wt-mtDNA. MtDNA mit Deletionen konnte z.B. einen Replikationsvorteil gegen-
uber der wt-mtDNA haben und in einer Zelle akkumulieren.

Ein anderer Vorgang, der als ,mitotic segregation“ bezeichnet wird, konnte die
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Veranderung in mitotischem Gewebe erklaren. Die Heteroplasmie der Zelle wird
in unterschiedlichem Anteil an die Tochterzellen weitergegeben [31, 54]. Es ent-
stehen Zell-Linien mit hohen Anteilen mutierter mtDNA und andere mit niedrigen
Anteilen mutierter mtDNA.

Mutationen der mtDNA scheinen aber noch tUber die Gruppe der mitochondrialen
Erkrankungen hinaus pathophysiologisch relevant zu sein. Zum einen bei neu-
rodegenerativen Erkrankungen wie Morbus Alzheimer oder Morbus Parkinson,
zum anderen, und ebenfalls mit Degeneration assoziiert, beim Alterungsprozess
Hier konnten v.a. somatische Mutationen von Bedeutung sein [55].

1.3.2 Somatische Mutationen

Als Somatische Mutationen bezeichnet man, in Abgrenzung zu Mutationen der
Keimbahn, Mutationen die im Organismus im Laufe des Lebens entstehen und
deren Folgen ihn selbst betreffen kdnnen. Sie werden nicht weitergegeben , son-
dern vergehen mit dem Tod des Individuums. Die Akkumulation solcher Mutati-
onen sollen am Alterungsprozess und an degenerativen Erkrankungen beteiligt
sein [55]. Untersuchungen an verschiedenen Geweben des menschlichen Kor-
pers zeigten meist eher wenige altersabhangige Punktmutationen und Deletio-
nen der mtDNA. Moglicherweise sind die Mutationen Mosaik-artig intra- oder in-
terzellular verteilt, so dass Messungen auf Ebene der einzelnen Zelle eher Erfolg
versprechen als Untersuchungen von Gewebe-Homogenaten [56].

Punktmutationen der mtDNA:

Es gibt bisher eher wenig Berichte Uber die Akkumulation von Punktmutationen
im Laufe des Lebens. Dies ist Uberraschend, da eine Vielzahl von Punktmutati-
onen flr mitochondriale Erkrankungen verantwortlich sind. Mdglicherweise sind
die Methoden zur Detektion noch nicht ausgereift [56]. Eine grof3e Rolle flr eine
Akkumulation spielt moglicherweise auch die Lage der Punktmutationen im Ge-
nom. Untersuchungen an menschlichen Fibroblasten und Skelettmuskelzellen
zeigten die altersabhangige Akkumulation von Punktmutationen in einer Kontroll-
region der Transkription, ohne allerdings funktionelle Auswirkungen nachweisen
zu konnen [57, 58].

Punktmutationen der mtDNA sind bekannte Ursachen mitochondrialer Krankhei-
ten (s.0.) und sind manchmal mit anderen Krankheiten wie Diabetes mellitus und
Morbus Parkinson assoziiert [59, 60]. Insbesondere aber beim Alterungspro-
zess gibt es relativ wenig festgestellte Zusammenhange. Es wurde flr bestimmte
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Punktmutationen eine Akkumulation in Muskelgewebe alterer Menschen fest-
gestellt, allerdings mit sehr niedrigen Heteroplasmiegraden [61]. In COX-defizi-
enten Zellen alterer Personen wurden hohe Anteile der mtDNA mit bestimmten
Punktmutationen gefunden, in den normalen Zellen dieser Personen dagegen
nicht [62]. Man konnte also annehmen, dass in einzelnen Zellen hohe Level an
altersassoziierten Punktmutationen zu Funktionsausfallen flhren, im Gewebe
insgesamt aber nur verhaltnismalig wenige Mutationen zu messen sind [63].
Es wird ein Schwellenwert von durchschnittlich etwa 85% mutierter mtDNA far
funktionelle Auswirkungen angenommen [64], abhangig wohl auch von der Lage
der Punktmutation im Genom. Die Rolle der Punktmutationen bei Alterung ist auf-
grund neuerer Ergebnisse bei transgenen Mausen besonders umstritten [65].

Deletionen der mtDNA:

Einige Studien berichten Uber eine Haufung von Deletionen der mtDNA in al-
terndem post-mitotischen Geweben und bei Patienten mit neurodegenerativen
Erkrankungen [z.B. 66, 67]. Von den altersabhangigen multiplen Deletionen sind
vor allem post-mitotische Gewebe mit hohem Energie-Bedarf betroffen, wie Herz-
muskel, Skelettmuskel und Hirngewebe [68, 69, 70].

Zur Entstehung der Deletionen gibt es unterschiedliche Modelle. Die Deletio-
nen sind meist von Wiederholungssequenzen (sog. ,direct repeats®) flankiert.
Diese Wiederholungssequenzen stehen im Zentrum des ersten Modells. Man
nimmt an, dass Basenpaare verrutschen konnen, wenn mehrere komplementare
Basen hintereinander liegen. Liegt dann noch dieser Abschnitt als Einzelstrang
vor, kann sich eine extrahelikale Schleife des L-Strangs bilden. Die extrahelikale
Schleife geht verloren, es wird die verkirzte mtDNA repliziert. Diese Annahme
deckt sich mit der Beobachtung, dass die meisten Deletionen im Bereich des gro-
Ren Bogens zu finden sind. Wenn man das Modell der asynchronen Replikation
voraussetzt liegt hier der L-Strang besonders haufig und lange als Einzelstrang
vor da zuerst der H-Strang repliziert wird [35]. Es gibt eine Reihe von Einwanden
gegen diese Vorstellung. Die asynchrone Vorstellung der Replikation wird wie
oben beschrieben zunehmend kritisch gesehen. Trifft diese nicht zu, muss man
zumindest die Haufung der Deletionen am groRen Bogen anders erklaren. Eine
Maoglichkeit ware, die Haufung durch eine ungleiche Verteilung der Wiederho-
lungssequenzen zu erklaren. Tatsachlich liegen die relevanten Sequenzen haufi-
ger im grof3en Bogen, so dass man die héhere Zahl der Moéglichkeiten als Erkla-
rung heranziehen konnte [35]. Ein anderer Kritikpunkt ist, dass mit einer hoheren
Replikationsfrequenz auch eine hohere Deletionslast in Geweben mit haufigen
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Zellteilungen zu sehen sein musste, was aber nicht der Fall ist [71]. So kann man
annehmen, dass andere Mechanismen an der Entstehung der Deletionen betei-
ligt sind, wie die Reparatur beschadigter DNA-Abschnitte. Doppelstrangbruche in
der mtDNA fihren zum Einsetzen der 3'-5' Exonuklease. Dabei liegen Abschnit-
te mit Wiederholungssequenzen frei. Es kommt zu Fehlpaarungen und Bildung
einer Schleife, die anschlielend zugrunde geht, das verklrzte mtDNA Molekdl
bleibt bestehen[35].

Auswirkungen von Mutationen der mtDNA:

Wie kann die mutagene Schadigung der mtDNA so grofde Auswirkungen auf die
Funktion der Zelle haben, obwohl die mtDNA nur 1-3% des genetische Materials
einer tierischen Zelle darstellt [39, 72]? Man kann das durch die Besonderheiten
der mtDNA erklaren. Die genetische Information der mtDNA ist duf3erst kom-
pakt, die mtDNA enthalt keine Introns und kodiert flir Bausteine entscheidender
Schlisselenzyme des Energiestoffwechsels. Eine Stérung hier kann also schwe-
re Auswirkungen auf die Funktion und Integritat der ganzen Zelle haben. So gibt
es beispielsweise den mitochondrialen Weg der Apoptose-Aktivierung. Ein Scha-
digung der mtDNA konnte den Zelltod auslosen [73].

Weiterhin sind Reparaturmechanismen der mtDNA weniger effektiv. Dies kdnnte
zur Akkumulation hoher Anteile mutierter mtDNA fihren [39]. Auch kénnen durch
die Mutationen der mtDNA nukleare Gene gestort werden. Die Moglichkeiten der
Pathophysiologie sind also vielfaltig, ein eindeutiger Nachweis relevanter Aus-
wirkungen von mtDNA Mutationen beim alternden Menschen ist aber noch nicht
erfolgt. Gerade die zentrale Rolle der Mitochondrien im Stoffwechsel und die
raumliche Nahe zu oxidativem Stress fihrten zur Entwicklung einer Theorie des
Alterungsprozesses mit diesen Zelleorganellen im Mittelpunkt.

1.4 Die mitochondriale Theorie des Alterns

1.4.1 Der Alterungsprozess

LAltern“ kann man als fortschreitende generalisierte Funktionsminderung be-
zeichnen, die die Verletzlichkeit gegentber Umweltfaktoren erhéht und mit stei-
gendem Risiko flr Krankheit und Tod einhergeht [74]. Die Funktionsminderung
findet auf allen Ebenen der Funktion statt, beispielsweise einer Verschlechterung
des Gangbilds, dem wiederum eine Funktionsminderung von vestibularen, cere-
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bellaren, muskularen und poropriozeptiven Systemen zu Grunde liegt. Und die
Verschlechterung der Systeme als Ganzes wird von der Degeneration der jewei-
ligen Zellen verursacht. Die allgemeine Grundlage nahezu aller Theorien zum
Alterungsprozess ist der Funktionsverlust von Systemen der Zellfunktion durch
die Akkumulation von Schaden an irgendeinem Teil der Zelle.

1.4.2 Entwicklung der Theorie

Es gibt eine Vielzahl an Theorien, die den zunehmenden zellularen Funktionsver-
lust im Laufe des Alterungsprozesses erklaren wollen, beispielsweise durch Un-
genauigkeiten in der Protein-Translation [75], durch einen Zusammenbruch der
DNA-Reparatursysteme [76] oder durch die Induktion von Telomer-Verkurzungen
[77]. Auch wenn die Mechanismen des Alterns vermutlich multifaktoriell und viel
komplexer sind, als wir das heute tUberschauen kénnen, soll hier auf eine Theorie
naher eingegangen werden, die mitochondriale Theorie des Alterns.

Denham Harman entwickelte 1956 die Theorie, dass der physiologische alters-
abhangige Funktionsverlust durch eine zunehmende Akkumulation von oxidati-
ven Schaden entsteht und dass dieses die maximal erreichbare Lebenszeit eines
Individuums beschrankt [74]. Die oxidativen Schaden sollen dabei durch freie
Radikale verursacht werden. Der Ausdruck ,freie Radikale“ bezeichnet alle Ato-
me oder Moleklle mit einem unpaaren Elektron auf der duf3ersten Bahn, was
mit hoher wahlloser Reaktivitat einhergeht, die zu molekularen Schaden flihren
kann. Nach der Entdeckung des mitochondrialen Genoms modifizierte Harman
seine Theorie, indem er die Rolle der Mitochondrien bei oxidativen Stress mitein-
arbeitete und entwarf die mitochondriale Theorie des Alterns [78]. In den darauf
folgenden Jahrzehnten wurde diese Theorie weiter verandert. Vor allem in den
1990er Jahren setzte eine Flut von Veroffentlichungen zu diesem Thema ein. Die
Rolle von somatischen Mutationen der mtDNA trat in den Vordergrund [79].

Die erweiterte Theorie lasst sich folgendermalien zusammenfassen: In der At-
mungskette entstehen reaktive Sauerstoffspezies (auch ,reactive oxygen spe-
cies, ROS, genannt), diese schadigen Makromolekile, insbesondere die mtDNA.
Daraufhin fuhrt die Akkumulation der mtDNA Schaden zu Defekten der Atmungs-
kette, dadurch zu hoherer ROS Produktion und vermehrten oxidativen Stress.
Das ist der so genannte Teufelskreis (,vicious cycle®) der ROS Produktion (Abb.
1.3). Dieser Teufelskreis soll fur die Begrenzung der Lebenszeit von Saugetieren
verantwortlich sein.
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1.4.3 Oxidativer Stress

Abbildung 1.3:
Eg‘ghte Eine schemati-
Srael e sche Darstellung
> 4 NN des ,Teufelskreis"
Funktionsstérungen Oxidative (,vicious cycle®)
der Schéadigung ] }
Atmungskette der mtDNA a.US ROS PTOd?Jk
tion und oxidativen
A & Schaden.
Verlust von
mtDNA kodierte
Proteinen
und RNA

Die Bezeichnung ROS wird normalerweise flr jedes sauerstoffhaltige Molekdl
(ob Radikal oder nicht-Radikal) verwendet, dass dazu fahig ist, irgendeine schad-
liche Reaktion anzustof3en. ROS sind z.B. Superoxid-Radikale (O2""), Wasser-
stoffperoxid (H202), Hydroxylradikale (HO"), Peroxyl-Radikale (R-Oz2"), Alkoxyl-
Radikale (R-O°), Hydroperoxyl-Radikale (HO2"), hypochlorige Saure (HOCI)
und singuletter Sauerstoff ('Oz2). Die meisten Arbeiten konzentrieren sich auf die
Superoxid-Radikale, Wasserstoffperoxid und die Hydroxylradikale. ROS kénnen
physikalisch durch UV-Licht oder y-Strahlung induziert werden, aber auch durch
Autoxidation in der Atmungskette. Der elektrochemische Gradient Gber die inne-
re Mitochondrienmembran wird durch die Enzyme der Atmungskette geschaf-
fen, die standig Protonen aus der Matrix in den Intermembranraum pumpen. Die
Energie fur die Protonenpumpe entsteht durch die Weitergabe der Elektronen
entlang des Energiepotentials der Atmungskette. An bestimmten Stellen der Ket-
te werden die Elektronen an Transporter weitergegeben, die nur ein Elektron
aufnehmen. Besonders Komplex | und Komplex Il der Atmungskette sind flur die
Entstehung von ROS verantwortlich. Die Elektronen reagieren dann, statt die
Atmungskette entlang bis zu Komplex IV zu wandern, zufallig mit molekularem
Sauerstoff, die Ein-Elektronenreduktion, und ein Superoxid-Radikal entstehen.
Die Dismutation von zwei Superoxid-Molekullen ergibt das weniger aggressive
Wasserstoffperoxid (und Oz2). H202 kann jedoch in Gegenwart von Fe?* und an-
deren Ubergangsmetallionen durch Ubertragung eines dritten Elektrons in ein
Hydroxyl-lon und das aul3erst reaktive Hydroxylradikal (HO") gespalten werden
(sog. Fenton Reaktion). Man schatzt, dass weniger als 0,2 % des aufgenomme-
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nen Sauerstoffs in ROS umgewandelt werden [80]. ROS schadigen Biomolekile
aller Art. Lipide, speziell ungesattigte Fettsauren, werden durch Lipidperoxidation
geschadigt. In Proteinen sind bestimmter Seitengruppen besonders empfindlich
gegenutber ROS. Die Reaktionen kénnen direkt Reste im aktiven Zentrum mo-
difizieren oder Uber Veranderungen der Raumstruktur der betroffenen Proteine
erhebliche Auswirkungen auf die biologische Aktivitat haben (z.B. Meth358 bei
a-1-Antitrypsin). In der DNA induzieren ROS durch Modifikationen der Desoxyri-
bosen Strangbriche. AuRerdem kommt es zur Zerstérung bzw. Veranderung der
verschiedenen Basen und damit zu Fehlpaarungen und Mutationen. Besonders
haufig ist die Bildung von Thymin Dimeren und die Entstehung von 8-Hydroxy-
guanosin [81].

Um die schadlichen Wirkungen der ROS entgegenzuwirken haben alle aerob
lebenden Organismen bestimmte Kontroll-Strategien entwickelt. Dabei teilen
sich enzymatische und nicht-enzymatische Mechanismen diese Aufgabe. Nicht-
enzymatisch werden ROS durch verschieden Antioxidantien abgefangen, Ra-
dikalfanger wie das wasserldsliche Ascorbat (Vitamin C) und das lipidlésliche
a-Tocopherol (Vitamin E). Den enzymatischen Teil Gbernehmen Enzyme wie die
Superoxid-Dismutase, Katalase und Glutathionperoxidase, die ROS in weniger
reaktive Produkte umwandeln. Besonders die Entdeckung der Superoxid-Dis-
mutase (SOD), die die Reaktion von zwei Superoxid-Radikalen zu Wasserstoff-
peroxid katalysiert, hatte fir die Einordnung der ROS grof3e Bedeutung [82]. In
Saugetieren gibt es drei verschiedene Typen von SODs, die sich sowohl durch
ihre Lokalisation als auch in ihrem aktiven Zentrum unterscheiden. Die dimere
CuZN-SOD (SOD1) wird fast ausschlie3lich im Zytoplasma gefunden, die tet-
ramere Mn-SOD (SOD2) befindet sich in den Mitochondrien und die tetramere
CuZn-SOD (SOD3) wird in den extrazellularen Raum abgegeben. Die Bedeutung
der SOD wurde etwas aktueller noch unterstrichen, als gezeigt wurde, dass Mau-
se, denen die mitochondriale Form der SOD (MnSOD oder SOD2) fehlt, schwere
Erkrankungen und eine verkurzte Lebenserwartung zeigten [83, 84]. Eine andere
Gruppe untersuchte Mause, die in Mitochondrien das Enzym Katalase tUber-ex-
primieren, und fanden eine verlangerte Lebenszeit [85]. So wird die Entstehung
von ROS effektiv verhindert. Gerat das Gleichgewicht aus oxidativen Stress und
Antioxidativen Systemen aber aus dem Lot, insbesondere wenn die Funktion der
Atmungskette irgendwie schon geschadigt ist [86], entstehen oxidative Schaden
an der mtDNA, d.h. vor allem Modifikationen an Pyrimidin- und Purin-Basen, Ein-
zel- und Doppelstrangbriche. Die DNA Reparatur-Systeme der mtDNA sind im
Vergleich zur nDNA noch wenig untersucht. Bisherige Arbeiten zeigten, dass bei
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der mtDNA die Nukleotid-Exzisions Reparatur (einer der sechs Haupt-Reparatur-
Signalwege der nDNA) fehlt und andere Reparatur-Signalwege andere Proteine
beinhalten [87]. Die vorhandenen mitochondrialen DNA-Reparatursysteme sind
wohl weniger leistungsfahig als die nukleare DNA-Reparatursysteme [39].

1.4.4 COX-Defizienz und Mutationen der mtDNA

Funktionsstérungen der Atmungsketten sind ein zentraler Schritt im ,vicious cy-
cle® der mitochondrialen Theorie des Alterns. Vor allem histochemisch detektier-
bare Ausfalle des Komplex IV der Atmungskette (COX) haben sich als Marker fur
Mutationen der mtDNA etabliert. Die drei groten Untereinheiten des komplex
aufgebauten Enzyms sind mtDNA kodiert, bei Mutationen der mtDNA ist dieser
Atmungsketten Komplex haufig vermindert oder nicht aktiv. Dieser Zusammen-
hang wurde zuerst bei Mitochondriopathien wie der CPEO und dem KSS herge-
stellt [88, 89, 90], denen Deletionen der mtDNA zugrunde liegen. Der Verlust oder
die Reduktion der Enzymaktivitat der COX zeigte sich als konstant nachweisbare
Pathologie bei Muskelbiopsien betroffener Patienten. Eine Zelle mit verminderter
oder keiner COX-Aktivitat wird als COX-defizient bezeichnet. Solche Zellen wur-
den auch in Geweben alterer Personen ohne eine Mitochondriopathie gefunden
[91]. Es liegt also nahe, COX-Defizienz im Alterungsprozess weiter zu untersu-
chen und eine Verbindung zu Deletionen der mtDNA herzustellen.
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2. Zielsetzung

Ziel dieser Promotionsarbeit war es, Zusammenhange zwischen Deletionen der
mtDNA und Stérungen des Energiestoffwechsels im Alterungsprozess darzu-
stellen. Dabei wurden die Untersuchungen mit modernen quantitativen Einzel-
zellmethoden durchgeflihrt. Es wurde post-mortem entnommenes Gewebe von
Personen im Alter von wenigen Monaten bis Uber 90 Jahre analysiert. Folgende
Hypothesen wurden Uberpruft:

i. Die Haufigkeit COX-defizienter Zellen nimmt mit dem Lebensalter zu.

ii. COX-defiziente Zellen tragen mehr Deletionen der mtDNA als COX-normale
Zellen.

iii. Deletionen der mtDNA akkumulieren durch klonale Expansion.

iv. Der Anteil an mtDNA mit Deletionen nimmt mit dem Lebensalter zu.

v. Es gibt eine reaktive Steigerung der mitochondrialen Proliferation bei COX-
Defizienz und mit zunehmendem Lebensalter.

vi. Es bestehen Unterschiede zwischen den untersuchten Geweben: Skelett-
muskel, Herzmuskel, Augenmuskel und Gehirn.

Fur die Hypothese (i) wurde orientierend der Anteil COX-defizienter Zellen in den
Gewebeschnitten unterschiedlich alter Muskulatur bestimmt. Fir die Hypothese
(i) wurden einzelne Zellen, sowohl COX-defiziente als auch COX-normale, iso-
liert und anschlieRend der Anteil von mtDNA Molekulen mit Deletionen bestimmt.
Um mehr Uber die Art, Zahl und Herkunft der Deletionen zu erfahren (Hypothese
(i), wurden die gleichen Proben mit der Long Range nested PCR analysiert. In
diesem Ansatz wurden Myozyten der auf3eren Augenmuskulatur bearbeitet. Flr
Hypothese (iv) wurden in mehreren Geweben von Personen unterschiedlichen
Alters der Anteil der mtDNA Molekule mit Deletionen bestimmt. Das Ausmal} mi-
tochondrialen Proliferation (Hypothese (v)) wurde durch Bestimmung der Kopien-
zahl der mtDNA bewertet. Zur Uberprifung der Hypothese (vi) wurden jeweils
Skelett-, aullere Augen- und Herzmuskulatur sowie Klein- und GroRhirnrinde
untersucht.
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3. Material und Methoden

3.1 Gewebeproben und histologische Praparation

Gewebeproben:

Es wurden Gewebeproben von 53 Individuen untersucht. Von diesen Individuen
wurden 28 Gewebeproben des M. iliopsoas, 25 Herzmuskelproben, 24 Proben
des Cortex cerebri, 20 Proben des Cortex cerebellaris (nachfolgend verkirzt als
,cortex“ und ,Cerebellum® bezeichnet) und 22 Augenmuskelproben entnommen.
Es konnte von keinem Individuum alle betrachteten Gewebe untersucht werden.
Die untersuchten Augenmuskelproben stammen von anderen Individuen als die
Proben der anderen vier Gewebe. Von 51% der Individuen wurde nur ein Gewe-
be untersucht, von 4% wurden zwei Gewebe und von 21% drei Gewebe unter-
sucht. Vier Gewebe des gleichen Leichnams konnten bei 25% aller Individuen
untersucht werden (alle prozentualen Angaben gerundet). 10 bis 30 mg Gewebe
wurden aus den an akuten und subakuten Ursachen verstorbenen Leichnamen
im Alter von 3 Monaten bis zu 99 Jahren von der Rechtsmedizin der Universitat
Kiel entnommen und uns vollstdndig anonymisiert zur Verfigung gestellt. Zwi-
schen Tod und Gewebeentnahme durften héchstens 48 Stunden vergehen. Das
Gewebe wurde nach Entnahme rasch bei -70 bis -80° C eingefroren. Die 22
Proben der Augenmuskulatur wurden uns vom Pathologischen Institut Minchen
vollstandig anonymisiert Uberlassen. Die Gewebesammlung erfolgte mit Geneh-
migung der zustandigen Ethikkommissionen unter Einhaltung der aktuellen Fas-
sung der Deklaration von Helsinki.

Tabelle 3.1: Charakterisierung der untersuchten Gruppen

Gewebe Altersbereich Altersmittel Standardabweichung (=SD)
M. iliopsoas [0,2-90 a 53 a 22 a
Myokard 0,2-91a 52 a 23 a
Cortex 0,2-88a 52 a 20 a
Cerebellum 0,2-91a 52 a 23 a
Augenmuskel |11-90 a 50 a 29 a
Alle 0,2-91a 53 a 25a

Histologische Praparation:
Erstellung der histologischen Praparate:
Es wurden von jeder Gewebeprobe 10 um dicke Schnitte mit dem Kryostat an-
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gefertigt. Vor dem Schneiden im Kryostat wurden die Proben von -80°C in -20°C
umgelagert und dort fir mindestens 24h gelagert, um die Qualitat der Schnitte zu
verbessern. Ein Teil der Schnitte wurden auf Superfrost Objekttrager gezogen,
der andere Teil auf Membran-Objekttrager fur die spatere Lasermikrodissektion.
Die aufgezogenen Objekttrager wurden flur ca. eine Stunde luftgetrocknet und
dann bei -20°C gelagert.

Tabelle 3.2: Verbrauchsmaterialien und Geréte der histologischen Préparation.

Verbrauchsmaterial/Gerat | Produkthnummer | Hersteller

Leica MembranSlides®© 11505158 Micro Dissect Gmbh (Herborn)
PEN-membran 2,0um

Ojekttrager Superfrost 7201277 Menzel Gmbh + Co KG
Deckglaser 190002450 IDL (Nidderau)

Kryostat 2800 Frigocut E |- Reichert-Jung

O.C.T. Kryoeinbettmedium | 4583 Tissue-Tek

3.2 Farbungen

3.2.1 COX-SDH-Farbung

Grundlagen der COX-SDH Farbung:

Die sequenzielle histochemische COX/SDH-Farbung ermdglicht die Identifikati-
on COX-negativer Zellen. Diese Zellen zeigen keine oder wenig COX-Aktivitat.
Man farbt dabei in einem ersten Schritt COX-positive Zellen (das heil3t Zellen, die
COX-Aktivitat zeigen) braun an [92], COX-negative Zellen hingegen kdnnen das
zugegebene Cytochrom C nicht oxidieren und bleiben farblos. Um die Darstel-
lung zu verbessern, folgt darauf die SDH-Farbung. Hier stellen sich alle Zellen
dunkelblau dar, welche zuvor Cytochrom C nicht umsetzten konnten, aber eine
ausreichende SDH-Enzymaktivitat besitzen. COX-positive Zellen sind durch die
vorangegangene Farbung fur die SDH-Farbung blockiert und stellen sich weiter-
hin braun dar. Die COX (Komplex |V) ist zum Teil mitochondrial kodiert und sehr
empfindlich fur Schaden der mtDNA. Die SDH (Komplex Il) ist dagegen rein nu-
klear kodiert und nicht von mtDNA-Mutationen betroffen. Die COX-SDH-Farbung
zeigt also eine funktionelle Beeintrachtigung der Funktion der Atmungskette, ge-
nauer des mitochondrial kodierten Anteils der Atmungskette. Dies erlaubt Ruck-
schlisse auf den Zustand des mitochondrialen Genoms.
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Tabelle 3.3: Chemikalien der COX-SDH-Féarbung.

Chemikalie Produktnummer Hersteller
Diaminobenzidin (DAB) D-5637 Sigma
Cytochrom C C-2506 (Pferdeherz) |Sigma
Natrium Succinat S-2378 Sigma

Nitro Blau Tetrazolium N-6876 Sigma
Phenazinmethosulfat P-9625 Sigma
Natriumazid BDH30111 Sigma
Catalase C-9322 Sigma

PBS 1770 Sigma-Aldrich

Tabelle 3.4:Protokoll zur Herstellung von Lésungen und Aliquots.

Diaminobenzidin (DAB) Aliquots (800 pl)

1. 36 mg 5 mM DAB in 10 ml H20 auflésen

2. 10 ml 0,2 M Phosphatpuffer dazu geben (pH 7,5)

3. pH der Losung auf 7,0 bei 25°C einstellen

4. In 1,5 ml Eppendorf-Tubes aliquotieren

5. Schnellgefrieren in flissigem Stickstoff

6. Vor Gebrauch rasch auftauen

Cytochrom C Aliquots

(420 pl)

1. 62 mg 500 pM Cytochrom C in 10 ml 0,1 M Phosphat-
puffer (ph 7,0) I6sen

2. Vorsichtig schutteln

3. pH der Losung auf 7,0 bei 25°C einstellen

Natrium Succinat Aliquots (250 pl)

1. 3,59 1,3 M Natrium Succinat in 10 ml 0,1 M Phos-
phatpuffer |[6sen

2. pH der Losung auf 7,0 bei 25°C einstellen

Nitro Blau Tetrazolium (NBT) Aliquots (800 pl)

1.49 mg 1,875 mM NBT in 32 ml 0,1 M Phosphatpuffer
(pH 7,0) l6sen

2. pH der Losung auf 7,0 bei 25°C einstellen

Phenazinmethosulfat

(PMS) Aliquots (250 pl)

1.6,12 mg 2,0 mM PMS in 10 (?) 0,1M Phosphatpuffer
(pH 7,0) l6sen

2. pH der Losung auf 7,0 bei 25°C einstellen

3. Aliquotierung in einem dunklem Raum und lichtge-
schutzte Aufbewahrung
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Natriumazid Aliquots (100 ul)

1. 32,5 mg 100 mM Natriumazid in 5,0 ml, 0,1 mM
Phosphatpuffer (pH 7,0) I6sen

2. pH der Losung auf 7,0 bei 25°C einstellen

Anmerkung: Samtliche Aliquots wurden bei -20°C gelagert und bei Bedarf zugig
aufgetaut.

Tabelle 3.5:Protokoll der kombinierten COX-SDH Féarbung.
FUr die Superfrost- Objekttrager wurde folgendes Protokoll verwendet:

Fixierung der Praparate

5 min in -20°C kaltes Aceton (100%) legen

COX-Farbung

. 200 pl Cytochrom C mit 800 yl DAB mischen

. Eine Spatelspitze Catalase hinzufligen

. Gut Vortexen

. Je 1-2 Tropfen auf das Praparat aufbringen

. Bei 37°C fur 1 Stunde inkubieren

. 2 mal in PBS waschen (kurz eintauchen)

N[O~ |WIN|—~

. Uberstehende Fliissigkeit vorsichtig abtupfen

SDH-Farbung

8. 100 pl Natrium Succinat, 100 pl PMS (lichtgeschitzt!)
und 10 pl Natriumazid zu 800 yl NBT geben

9. Gut Vortexen

10. Je 1-2 Tropfen auf das Praparat aufbringen

11. Bei 37°C fur 1 Stunde inkubieren

12. 2 mal in PBS waschen ( kurz eintauchen)

13. 10 mal in 75% Ethanol tauchen

14. 10 mal in 95% Ethanol tauchen

15. 10 mal in 100% Ethanol tauchen

16. 10 min in 100% Ethanol legen

17. Kurz trocknen lassen

18. Deckmedium und Deckglas aufbringen

Bei Membran-Objekttragern wurde ein abweichendes Protokoll verwendet:

Fixierung der Praparate

1 min in -20°C kaltes Aceton (100%) tauchen

COX-Farbung

Schritte 1-7 wie oben
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SDH-Farbung

Schritte 8-12 wie oben

13. 10 mal in 100% Ethanol tauchen
14. Kurz trocknen lassen

15. Bei -20°C einfrieren

Anmerkungen: Die zu farbenden Schnitte wurden 30 Minuten vor Farbung bei

Zimmertemperatur aufgetaut. Die gefarbten und fixierten Glas-Objekttrager wur-
den bei Zimmertemperatur gelagert, die gefarbten Membran-Objekttrager bei
-20°C bis -40°C.

3.2.2 Anti-NeuN Farbung:

Grundlagen:

Die exakte Identifikation von Nervenzellen hat zentrale Bedeutung fur die nach-
folgenden Untersuchungen, da bei diesen ausschliel3lich Neuronen untersucht
werden sollen. NeuN ( fur ,neuronal nuclei) ist ein spezifisch in neuronalen Nu-
clei und neuronalem Zytoplasma vorkommendes Protein. Wegen der Spezifitat
der Expression dieses Proteins wird es als universaler Marker fur post-mitotische
neuronale Zellen verwendet, um diese von Glia- und anderen Zellen abzugren-
zen. Der monoklonale Antikdrper mAb A60 bindet NeuN mit wenigen Ausnahmen
(Purkinje-Zellen des Kleinhirns, Neurone des Bulbus olfactorius und Photorezep-
toren der Retina). Mit diesem Antikorper und dem entsprechenden immunhisto-
chemischen Farbe-Kit mit Sekundarantikorpern kdnnen Nervenzellen von ande-
ren Zellen eines Schnittes des Gehirns differenziert werden [93].

Tabelle 3.6: Chemikalien flir die Anti-NeuN Féarbung.

Chemikalie Produktnummer | Hersteller
Anti-NeuN, clone A60 MAB 377 Chemicon (Millipore)
Anti-Mouse Poly HRP IHC® 2766 Chemicon (Millipore)
Detection Kit

Normal Goat Serum S26-100ML Chemicon
PBST-Puffer

Anmerkungen: Der Antikdrper und das Normal Goat Serum wurde bei -20°C ge-
lagert, der Detection Kit bei +4°C aufbewahrt.
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Tabelle 3.7: Protokoll der Anti-NeuN Fé&rbung.

Anti-NeuN Farbung

1. Die Praparate in -20°C kaltem Aceton 5-7 Minuten
fixieren.

2. 5-10 Minuten trocknen lassen

3. In PBST 5 Minuten waschen

4. Einige Tropfen der ready-to-use Peroxidase Blocking
Solution auf jedes Praparat geben, 5 Minuten einwirken
lassen

5. In PBST 5 Minuten waschen

6. Einige Tropfen 5% Normal-Goat Serum auf die Pra-
parate geben, fur 30 Minuten einwirken lassen

7. Uberstehende Fliissigkeit vorsichtig abtupfen (nicht
waschen!)

8. Primarantikorper NeuN 1:100 mit 5% Normal-Goat
Serum verdinnen

9. 2-3 Tropfen pro Praparat auftragen, 90 Minuten
einwirken lassen, eine Negativkontrolle mit reinem 5%
Normal-Goat Serum behandeln

10. In PBST 5 Minuten waschen

11. Vom Sekundarantikorper Anti-Mouse-Poly-HRP eini-
ge Tropfen auftragen, 30 Minuten einwirken lassen

12. In PBST 5 Minuten waschen (frisch!)

13. DAB Chromogen nach Angaben des Herstellers
verdunnen (1 Tropfen DAB Chromogen (~25 pl) mit 1
ml DAB Puffer mischen)

14. Einige Tropfen des verdinnten DAB Chromogens
auf die Praparate geben, die Farbe flr etwa 15 Minuten
entwickeln lassen

15. In PBST 5 Minuten waschen

16. 10mal in 50% Ethanol tauchen

17. 10mal in 75% Ethanol tauchen

18. 5 Minuten in 100% Ethanol stehen lassen, Memb-
ranobjekttrager nur 10mal eintauchen

19. Membran-Objekttrager 30 Minuten trocknen lassen,
dann einfrieren, bei Glas-Objekttragern Deckmedium
und Deckglas auftragen

Anmerkungen: Die gefarbten und fixierten Glasobjekttrager wurden bei Zimmer-

temperatur aufbewahrt, die gefarbten Membranobjekttrager bei -20°C bis -40°C
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3.3 Lasermikrodissektion

Grundlagen:

Man verwendet bei der hier verwendeten Methode der Lasermikrodissektion,
der sog. ,Laser Capture Microdissection®, spezielle Membran-beschichtete Ob-
jekttrager. Diese Objekttrager tragen zwischen dem Glas Objekttrager und dem
Schnitt einen diinnen transparenten Film, der durch einen schwachen Laserstrahl
ausgeschnitten werden kann [94]. Durch das Ausschneiden fallt der markierte
Bereich anschliefend aus dem Gewebeverband in ein bereitgestelltes Reakti-
onsgefall mit Pufferlésung (Abb. 3.1). Das System ermdglicht die Dissektion ein-
zelner Zellen.

Abbildung 3.1: COX-SDH Férbung
eines Augenmuskelschnittes. Die
COX-defiziente Zelle (Pfeil) wurde
mit Lasermikrodissektion ausge-
schnitten und in einem PCR Re-
aktionsgefall aufgefangen. In der
Abbildung ein Muskelschnitt links
oben vor, rechts oben nach Lasermi-
krodissektion, in der Abbildung links
unten eine aufgefangene Zelle im
Reaktionsgefall.
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Tabelle 3.8: Verbrauchsmaterialien und Gerét der Lasermikrodissektion.

Verbrauchsmaterial/ Gerat Produktnummer | Hersteller
MembraneSlides 11505158 Leica

Leica LMD 7000 System - Leica

0,5ml Thermo-Tube AB-0350 Thermo Scientific

Durchfihrung der Lasermikrodissektion:

Eine Struktur oder Zelle wird in der passenden Vergrolierung (meist 10x oder 40x
Objektiv) aufgesucht und markiert. Der Laserstrahl umschneidet die Markierung,
die Struktur fallt in ein eingespanntes Reaktionsgefal3. In dem Reaktionsgefal,
befindet sich eine kleine Menge Pufferlésung (15 pl), Um die herausgeschnitte-
nen Zellen sofort in einem stabilisierenden Milieu zu sichern. In der vorliegenden
Arbeit wurde nach der Dissektion die DNA isoliert. Deshalb wurde der Reakti-
onspuffer (ATL-Puffer) des ersten Schritts des DNA-Isolierung (mit dem Qiagen
QlAamp DNA Micro Kits®) verwendet.

3.4 Isolierung der DNA

Muskel:

Da Skelett- und Herzmuskel ein relativ homogenes Gewebe darstellen, das fast
ausschlielich aus Myozyten besteht, wurde hier die Untersuchung eines Gewe-
be-Homogenats flr Ausreichend genau erachtet und auf die Lasermikrodissek-
tion verzichtet. Aus einer kleinen Menge Gewebe, 50-100 ug, wurde nach dem
Protokoll des Herstellers mit dem peqglab peqGOLD Tissue DNA Mini Kit® die
DNA extrahiert.

Augenmuskel:

Wegen den speziellen Fragestellungen bei der Untersuchung der Augenmuskeln
ha wurde aus gepoolten (10 Stick) und einzelnen Zellen die DNA extrahiert.
Verwendet wurde das Qiagen QlAamp DNA Micro Kit® nach dem Protokoll des
Herstellers fur lasermikrodissiziertes Gewebe.

Cortex cerebri und Cerebellum:

Da neuronales Gewebe eher inhomogen, d.h. neben Nervenzellen viele andere
Zellen vorhanden sind, wurden einzelne Neuronen gepoolt (25 Zellen) gesam-
melt und die DNA mit dem Qiagen QIAamp DNA Micro Kit® nach dem Protokoll
des Herstellers extrahiert.
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Tabelle 3.9: Verbrausmaterial und Chemikalien der DNA-Isolierung.

Verbrauchsmaterial/ Produktnummer | Hersteller

Chemikalie

Qiagen QlAamp DNA Micro 56304 Qiagen GMBH

Kit©

Peglab peqGOLD Tissue DNA | 12-2296-01 PEQLAB Biotechnologie
Mini Kit® GmbH

DEPC-treated Water AM9922 Ambion

3.5 PCR-Methoden

3.5.1 Prinzip der PCR

Die Polymerase-Kettenreaktion (,polymerase chain reaction, PCR) ermoglicht
den Nachweis spezifischer DNA-Sequenzen durch Amplifikation. Das Prinzip ist
die enzymatische Vermehrung eines DNA-Abschnitts zwischen zwei Oligonukle-
otid-Primern, die gegenlaufig an komplementare DNA-Strange gebunden sind.
Eine Abfolge von Reaktionen wird nun mehrmals wiederholt. Ein PCR-Zyklus be-
ginnt mit der thermischen Denaturierung des DNA-Doppelstrangs. Es entstehen
einzelstrangige DNA-Molekile. Dann erfolgt die Hybridisierung der Oligonukleo-
tid-Primer (Annealing) und die Strangsynthese (Extension). Das entscheidende
Prinzip ist die sequenzielle Wiederholung dieser Schritte, ein gesuchter DNA-Ab-
schnitt wird exponentiell amplifiziert. Damit die DNA-Polymerase bei den hohen
Temperaturen nicht denaturiert, verwendet man thermostabile DNA-Polymerasen
aus Bakterien, beispielsweise die Tag-Polymerase, aus dem in heissen Quellen
vorkommenden Bakterium Thermophilus aquaticus. Die automatisierte Abfolge
der Reaktionen in einem Thermocycler ermdglicht die einfache Handhabung und
eine Vielzahl von Anwendungen der PCR.

3.5.2 Long-Range nested PCR

Grundlagen:

Die Long-Range PCR:

Long-Range PCR bedeutet, dass hier langere Sequenzen der DNA vervielfaltigt
werden konnen als bei der Standard PCR. Bei Verwendung der konventionellen
Tag-DNA-Polymerasen kénnen PCR-Produkte (Amplikons) bis etwa 7 kb ampli-
fiziert werden. Dies ist fur viele Anwendungen ausreichend, jedoch fur die Amp-
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lifikation ganzer Genregionen oder, wie im vorliegenden Fall, einem grof3en Teil
(~12kb) des gesamten mitochondrialen Genoms (16,5 kb), ungentgend. Es wur-
den mittlerweile Methoden etabliert, die die Beschrankung auf etwa 7kb durch-
brechen und die Amplifikation von Fragmenten bis zu einer Lange von 40 kb er-
moglichen [95]. Bei dieser als Long-Range PCR bezeichneten Methode werden
Mischungen zweier thermostabiler DNA-Polymerasen verwendet. Es wird dabei
die hohe Umsatzrate der Tag-Polymerase mit der Korrekturlese-Eigenschaft (3'-
5-Exonuklease) einer Proofreading-Polymerase kombiniert. Proofreading-Poly-
merasen sind die Pfu-Polymerase aus dem Archebakterium Pyrococcus furiosus
und die Pwo-Polymerase des Pyrococcus woesei. Die enorme Steigerung der
Produktlange beruht darauf, dass vorzeitige Abbriiche aufgrund des Einbaus ei-
ner falschen Base von der Korrekturlesefunktion des zweiten Enzyms verhindert
werden.

Die nested PCR:

Da bei Untersuchungen auf Einzelzell-Ebene nur sehr geringe DNA-Mengen als
Ausgangsmaterial flr die PCR bereit stehen und die Long-Range PCR mit hoher
Genauigkeit nur die Zielsequenz (hier die mtDNA) vervielfaltigen soll, wird die
Methode der Long-Range PCR mit der Methode der nested PCR kombiniert. Soll
eine hohe Zahl an PCR-Zyklen durchgefuhrt werden, lassen sich mit Hilfe des
nested PCR-Verfahrens einige der sonst damit verbundenen Probleme umgehen
und die Fehleranfalligkeit bei der Synthese herabsetzen. Man verwendet in zwei
PCR-Runden zwei Primer-Paare, wobei mit dem ersten, dem sog ,externen®,
Primer-Paar ein normales PCR-Produkt erzeugt wird. Dann wird innerhalb der
durch das erste Primer-Paar definierten Sequenz ein weiteres Primer-Paar ein-
gesetzt, die inneren oder ,nested” Primer. In einer zweiten PCR-Runde entsteht
ein kirzeres Produkt. Die Produkte einer ersten PCR werden also selbst als Tem-
plate eingesetzt. Dadurch lasst sich die Produktspezifitat steigern. Unspezifische
Nebenprodukte der ersten PCR werden in der Regel nicht mehr amplifiziert. So
lassen sich auch geringste Mengen Ausgangsmaterial amplifizieren.

Die Gelelektrophorese:

Nachdem die gesuchte DNA-Sequenz amplifiziert wurde, kann man sie mit einer
Reihe von Techniken nachweisen und charakterisieren. Die einfachste und am
haufigsten verwendete Methode ist die Gelelektrophorese, bei der man kleine
Mengen der DNA in einem Agarose- oder Polyacrylamidgel nach ihrer GroRRe auf-
trennt. Die DNA wird dabei mit Ethidiumbromid, einem fluoreszierenden Farbstoff
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der in die DNA interkaliert, dargestellt. Durch UV-Bestrahlung wird die DNAim Gel
sichtbar und kann fotografisch dokumentiert werden. Zur GréRenbestimmung der
DNA-Fragmente wurden in benachbarten Spuren des Gels GroRRenmarker (1-kb-

Leiter) aufgetragen.

Tabelle 3.10: Verbrauchsmaterialien und Chemikalien der Long-Range nested

PCR und Gelektrophorese.

Verbrauchsmaterial/Chemikalie | Produktnummer | Hersteller

Expand Long Range dNT Pack® | 04829042N2W | Roche

Ultrapure BSA, Non-Acetylated [AM2616 Ambion

Primer - Eurofins MWG GmbH

Tube Strips 0,2 ml 82-0266-A Peqglab Biotechnologie
GmbH

Agarose 840004 Biozym Scientific GmbH

TBE Puffer

Ethidiumbromid E1510-10ml Sigma-Aldrich

Gel Pilot®© 1kb Ladder 239085 Qiagen

DEPC-treated Water AM9922 Ambion

GelPilot Loading Dye 124106862 Qiagen

Tabelle 3.11: Geréte der Long-Range nested PCR und der Gelektrophorese:

Gerat Produktnummer Hersteller
Thermo Cycler PTC-200 MJ Research
Gelanalyse Apagel Midi-Wide Biometra | Biomed Analytik
GmbH
Ultraviolett Transluminator 46514 Peglab Biotech-
nologie GmbH
Digitalkamera E990 Nikon

Tabelle 3.12: Primer-Sequenzen der Long-Range nested PCR.

Primer Sequenz

Hum_Lx_1For 5“TGTAAAACGACGGCCAGTCAGTGACACATGTT-
TAACGGC-3f

Hum_Lx_1Rev 5-CAGGAAACAGCTATGACCTACAAGGACAGGCC-
CATTTG-3

Hum_Lx_2For 5-TGTAAAACGACGGCCAGTTCCATCATAGCAGG-
CAGTTG-3'

Hum_Lx_2Rev 5“CAGGAAACAGCTATGACCAAGGAGTGAGC-
CGAAGTTTC-3'
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Tabelle 3.13: Protokoll der Long-Range nested PCR.

Ansatz der 1. PCR-Runde
mit dem externen Primerpaar

Buffer 10 pl
dNTP 2,5 ul
Primer F 1,5 pl
Primer R 1,5 pl
Taq 0,75 pl
BSA 10 pl
ddH20 21,75 ul
Template DNA 2 ul
Gesamt =50 ul
Ansatz der 2. PCR-Runde

mit dem internalen Primerpaar

Buffer 10 pl
dNTP 2,5 ul
Primer F 1,5 pl
Primer R 1,5 pl
Taq 0,75 ul
BSA 10 pl
ddH20 21,75 ul
Produkt aus Runde 1 2 ul
Gesamt =50 pl

Anmerkungen: Der angegebene BSA Puffer muss direkt vor Verwendung noch
1:100 verdinnt werden, die Primer sollen 10nM vorliegen. Man erhalt 50ul Ge-
samtreaktionsvolumen pro eingesetzter DNA-Probe. Das Produkt der ersten
PCR-Runde muss vor der 2. PCR-Runde mit hochreinem Wasser verdinnt wer-
den. Die Verdinnung muss im Einzelfall angepasst werden, bei den Einzelzellen
betrug sie 1:10 bis 1:20 und bei den gepoolten Zellen 1:10 bis 1:40. Bei allen
PCR-Laufen wurde eine Negativkontrolle ohne DNA (Produkt einer Extraktion

ohne Zellen) mitbearbeitet.
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Tabelle 3.14: Programm des Thermocyclers.

1. PCR-Runde
mit dem externen Primerpaar
Nr. Temperatur Zeit
1 92°C 120 Sekunden
2 92°C 10 Sekunden
3 59°C 15 Sekunden
4 68°C 13 Minuten
5 Schritte 2-4 9mal wiederholen (insgesamt 10 Zyklen)
6 92°C 10 Sekunden
7 59°C 15 Sekunden
8 68°C 13 Minuten +20 Sek./Zyklus
9 Schritte 6-8 9mal wiederholen (insgesamt 10 Zyklen)
10 68°C 7 Minuten
11 4°C endlos
2. PCR-Runde
mit dem internalen Primerpaar
Nr. Temperatur Zeit
1 92°C 120 Sekunden
2 92°C 10 Sekunden
3 59°C 15 Sekunden
4 68°C 12 Minuten
5 Schritte 2-4 9mal wiederholen (insgesamt 10 Zyklen)
6 92°C 10 Sekunden
7 59°C 15 Sekunden
8 68°C 12 Minuten +Sek./Zyklus
9 Schritte 6-8 19mal wiederholen (insgesamt 20 Zyklen)
10 68°C 7 Minuten
11 4°C endlos




Tabelle 3.15: Protokoll der Gelelektrophorese.

0,9% Agarose Gel

1. 1,8 g Agarose in 200 ml TBE Puffer geben

2. Gemisch vorsichtig erhitzen, nicht kochen, bis die
Agarose gelost ist. Dann 3-4 Minuten abkuhlen lassen.

3. 9 ul Ethidiumbromid in die 200 ml pipettieren, vorsich-
tig mischen.

4. In die vorbereitete Form gielden.
5. 1-2 Stunden abkiihlen lassen bis das Gel fest ist.

Elektrophorese

6. Das Gel in das Elektrophoresebad geben

7. Je 10 pl des Produkts der 2. PCR-Runde auf einen
Parafilm geben und dann mit je 2 pl des Ladepuffers
(DMSO) in einer Pipettenspitze mischen.

8. Die Vertiefungen des Gels mit diesem Gemisch bela-
den

9. In eine der Spuren die oben erwahnte Negativkont-
rolle und links und rechts aller beladenen Spuren je 5 pl
der 1-kb-Ladder auf eine benachbarte Spur laden.

10. Kabel anschlieen und die Spannung auf 44V ein-
stellen.

11. 60 oder 120 Minuten laufen lassen.

Dokumentation

12. Gel aus dem Bad nehmen und vorsichtig auf den
UV-Transluminator geben.

13. Abdeckung und Digitalkamera aufsetzen.

14. UV-Licht einschalten und Photographieren

3.5.3 Quantitative Real-time PCR

Grundlagen:

Bei der herkdbmmlichen PCR wird eine DNA-Sequenz amplifiziert und anschlie-
Rend in der Gelelektrophorese charakterisiert. Hierbei kann nur wenig Uber die
Menge des Ausgangsmaterials ausgesagt werden, da diese Methode nicht quan-
titativ ist. Direkte Nachweismethoden der DNA ermdglichen die Analyse des Am-
plikons wahrend der Amplifizierung. Zu den direkten Nachweisverfahren zahlen
Real-time PCR Systeme. Dabei werden die PCR-Produkte durch Hybridisierung
mit fluoreszenzmarkierten Oligonukleotiden markiert und der Fluoreszenzanstieg
detektiert. Im hier verwendeten System werden dabei sequenzspezifische Son-
denmolekule (Probes) eingesetzt, die mit einem Fluoreszenzfarbstoff als Reporter
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und einem Quencher-Molekll markiert sind (z.B. TagMan®-Sonden). Der Quen-
cher unterdrtckt zunachst die Fluoreszenzemission des Reporters. Wahrend des
Annealing-Schrittes binden neben den sequenzspezifischen PCR-Primern auch
die Fluoreszenzsonden, dabei erhalt man aber kein Fluoreszenzsignal, da der
Quencher das Signal unterdrickt. Erst wahrend der Synthese des Zweitstrangs,
wenn die Tag-Polymerase die Sonde erreicht, spaltet die 5-3'-Exonuklease die
Sonde und Quencher und Reporter werden getrennt. So flhrt die Anregung des
Reporters zu der Fluoreszenzemission einer definierten Wellenlange, diese wird
messtechnisch vom verwendeten Thermocycler am Ende der Extension jedes
PCR-Zyklus erfasst (sozusagen in ,Echtzeit). Die gemessene Fluoreszenzinten-
sitat ist dabei direkt proportional zur Anzahl der neu gebildeten DNA-Strange und
damit proportional zur Menge der eingesetzten DNA [96].

Die Bestimmung des CT-Werts:

Die Fluoreszenz-Werte werden von dem Realtime PCR-Gerat aufgezeichnet und
in Kurven aufgetragen. Diese Kurven zeigen nach einem exponentiellen Anstieg
die Annaherung an einen Maximalwert (der durch den Verbrauch der vorhande-
nen Ausgangstoffe und den Funktionsverlust der Polymerase verursacht wird).
Der Anstieg setzt flr jedes Well (Vertiefung in der Platte), fur jedes Ausgangs-
material, zu einem anderen Zeitpunkt ein, je nachdem wie viel Ausgangsmaterial
amplifiziert werden kann.

Abbildung 3.2: Dia-

800000000 gramm der Zyklenzahl
700000000 1 (Abszisse) gegen die
600000000 1 Fluoreszenz (Ordinate,
500000000 relatives Mal3).
400000000 -
300000000 -
200000000 +
100000000

(ORI e

1 3 5 7 9 1113 1517 19 21 23 25 27 29 31 33 35 37

Wie in Abb. 3.2 zu sehen ist, vergehen relativ viele PCR Zyklen ohne einen detek-
tierbaren Anstieg der Fluoreszenz, besonders da ein unspezifisches Hintergrund-
rauschen nicht zu vermeiden ist. Der auf diese Phase folgende erkennbare steile
Anstieg endet relativ schnell in der Plateauphase. Wie in Abb. 3.3 zu sehen, sind
in der logarithmischen Darstellung geringe Unterschiede in den friihen Zyklen
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Abbildung 3.3: Logarith-

1000000000 _ an=t====EE | mische Darstellung von
100000000 Abb.3.2. Die Werte der
10000000 Ordinate als Logarith-
1000000 mus der vorhergehen-
1000001 den Abbildung.
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besser zu beurteilen. Im Vergleich der beiden Abbildungen ist zu erkennen, dass
der exponentielle Bereich (d.h. linear in Abb.3.3) sich auf den Beginn der Kurve
in Abb. 3.2 projiziert (schwarze Linien). In diesem Bereich des exponentiellen
Anstiegs legt wird ein Grenzwert der Fluoreszenz (Threshold) festgelegt, dem die
jeweilige Zykluszahl auf der Abszisse zugewiesen wird.

Diesen Wert auf der Abszisse bezeichnet man als CT-Wert (,cycle threshold®).
Der CT-Wert dient als Mal} fur die Menge der urspriinglich eingesetzten DNA,
denn wenn zu Beginn der Amplifikation wenig DNA mit der gesuchten Sequenz
vorhanden ist wird der Grenzwert (Threshold) spater Uberschritten (hoher CT-
Wert) und wenn zu Beginn viel DNA mit der gesuchten Sequenz vorhanden ist
wird der Grenzwert friher Uberschritten (niedriger CT-Wert). Moderne Real-time
PCR Gerate, wie das hier verwendete, legen den Grenzwert (Threshold) auto-
matisch fest.

Die Bestimmung der Deletionswerte:

Es existieren verschiedene experimentelle Ansatze und Rechenmodelle, wie die
CT-Werte der Real-time PCR zur Quantifizierung eines Gens verwendet wer-
den kénnen. Dabei kann man relative und absolute Quantifizierung unterschei-
den. Zunachst wird auf die Bestimmung des Anteils der mtDNA mit Deletionen
(= AmtDNA-Anteil) eingegangen. Da es sich um einen Anteil handelt, ist eine
relative Quantifizierung ausreichend.

Im Zentrum des Ansatzes steht eine besondere Eigenschaft des mitochondrialen
Genoms. Fast alle gefundenen Deletionen der mtDNA liegen im Bereich des gro-
Ren Bogens (major arc). In diesem Bereich liegt das Gen ND4. Nur sehr selten
findet man Deletionen im Bereich des kleinen Bogens (minor arc), dort liegt das
ND1-Gen. Diese Verteilung wird sowohl bei spezifischen Deletionen [19] als auch
bei altersabhangig entstandenen Deletionen gesehen [97]. Das ND1-Gen liegt
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in 94% der Falle mit einzelnen Deletionen und in 100% der Falle mit multiplen
Deletionen im erhaltenem Teil des mitochondrialen Genoms, wahrend das ND4-
Gen in 82% der Falle mit einzelnen Deletionen und in 96% der Falle mit multiplen
Deletionen geloscht wurde [98]. Bei altersabhangigen somatischen Deletionen
der mtDNA in Myozyten wurden 96% der mtDNA Deletionen im Bereich des gro-
Ren Bogens gefunden [97, 98]. So kdnnen aus dem Verhaltnis der beiden Gene
in einer Zelle oder einem Gewebe Rickschlisse auf den AmtDNA-Anteil gezo-
gen werden. Um dabei die Ergebnisse zu normieren, d.h. mdglichst unabhangig
von Artefakten und Storfaktoren des Ansatzes zu machen, bezieht man mtDNA
aus dem Blut ein, die keine Deletionen zeigt. Folgende Formel dient zur Berech-
nung des Deletionswerts:

Gl.1 AMtDNA = (1-2:8141CT) 100

Diese Formel ist eine modifizierte Form der AACT-Methode zur relativen Quan-
tifizierung (GI. 2.1 bis 2.3). AACT ist die Differenz des ACT-Werts eines Expe-
riments und einer Kontrolle. Die ACT Werte sind Differenzen der CT-Werte des
Zielgens und des Referenzgens.

Gl. 2.1 AACT= ACT, - ACT,

con

wobei:

Gl. 22 ACT, =CT,, -CT . _undGlL23ACT_=CT

exp tar/exp_ reflexp

taicon” C Treficon

Bei der Bestimmung des Deletionswertes ist die Untersuchung des Gewebes das
Experiment (hier werden Unterschiede erwartet) und die Untersuchung des Blu-
tes die Kontrolle. Um eine héhere Genauigkeit zu erzielen modifiziert man Gl.2.3,
den ACT-Wert der Kontrolle. Daflir benétigt man Standardkurven (Abb.3.4) flr
die beiden Gene (Zielgen ND4 und Referenzgen ND1). Fur die Standardkurve er-
stellt man eine Verdunnungsreihe der Blut-DNA mit 1:10 Verdinnungsschritten.
Die Verdinnungsreihe wird bei jedem PCR-Ansatz mit aufgetragen, die erhalte-
nen CT-Werte werden in einem Diagramm gegen die Verdinnungsschritte auf-
getragen. Man erkennt einen linearen Zusammenhang in Form einer Geraden,
die Standardkurve. Fur jedes Gen erhalt man eine Standardkurve und zu jeder
Standardkurve eine Geradengleichung y=x*m+A mit der Steigung m und dem
Nulldurchtritt A (siehe Abb. 3.4). Die Geradengleichung der ND1 Standardkurve
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Abbildung 3.4: Standardkurve; Hier sind die Verdinnungstufen (eine
logarithmische Skala, Abszisse) gegen die zugehdérigen CT-Werte
(Ordinate) aufgetragen. Die Verdinnungsstufen sind vereinfachend als
0-3 bezeichnet.

|I6st man nach x auf und setzt sie in die Geradengleichung von ND4 ein. Der y-
Wert der zusammengesetzten Gleichung entspricht einem standardisierten CT-
Wert (StdND4) fir ND4, zugeordnet jedem CT-Wert ND1 der Blut-mtDNA. Das
standardisierte StdACT erhalt man durch Subtraktion des ND1 CT-Werts vom
StdND4 CT -Werte (Gl. 3.1) [98, 99]. Der ACTeXp-Wert wird durch Subtraktion des
ND1 CT-Werts vom ND4 CT-Wert der zu untersuchenden Probe gebildet.

Gl. 3.2 StdAACT= StdACT - ACT_ |

StdAACT verwendet man in Gl.1 und erhalt so den Anteil an mtDNA, der Deletio-
nen zeigt. In vorangegeangen Arbeiten wurde die Gleichwertigkeit dieser Metho-
de mit bereits validierten Methoden wie dem Southern Blot nachgewiesen [67,
98].

Die Bestimmung der Copynumber:

In einem weiteren Untersuchungsschritt sollte die Anzahl der mtDNA Molekdle in
jeder untersuchten Zelle festgestellt werden. Dazu wurde eine Verdunnungsrei-
he einer klonierten mtDNA mit einer bekannten Kopienzahl pro pyl vom ND1-Gen
erstellt. Mit der real-time PCR erhalt man CT-Werte fur die jeweilige Verdinnung,
diese werden in einer Graphik gegen den Logarithmus der Kopienzahl pro pl
aufgetragen. Der CT-Wert der untersuchten Probe wird in die Geradengleichung
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der resultierenden Gerade eingesetzt und der erhaltene Wert als Exponent von

2 gesetzt. Die so erhaltene Kopienzahl pro ul werden mit Hilfe des eingesetzten

MtDNA Loésungsvolumens (=30 ul) und der eingesetzten Zellzahl pro mtDNA L6-
sung in Kopienzahl pro Zelle umgerechnet (bei Einzelzellen Faktor 30 und bei ge-

poolten Zellen Faktor 3). In Muskel-Homogenat konnte diese Methode aufgrund

der unbekannten Zahl an Zellen in jeder Probe nicht durchgefihrt werden. Hier
wurde das nukleare Gen von Cyp2E1 zum relativen Vergleich in der Real-time
PCR mituntersucht und so ein Wert ,relative Haufigkeit® flr jede Muskelprobe

festgelegt.

Tabelle 3.16: Verbrauchsmaterialien und Chemikalien flir die Real-time PCR.

Verbrauchsmaterial/Chemikalie | Produktnummer Hersteller
TagMan GenEx Master Mix© 4369510 Applied Bio-
systems
Tris Puffer 1M pH8 100 ml 9855G Ambion
Primer 4304971 Applied Bio-
systems
MGB-Probes 4316034 Applied Bio-
systems
DEPC-treated Water AM9922 Ambion
MicroAmp®© Fast Optical 96- 4346906 Applied Bio-
Well Reaction Plate with Bar- systemy
code, 0.1 ml
MicroAmp® Optical Adhesive |4311971 Applied Bio-
Film systems

Tabelle 3.17: Primer-Sequenzen der Real-time PCR.

Primer Sequenz

HumND4 L 5-CCATTC TCC TCC TAT CCC TCAAC-3
HumND4_H 5-CAC AAT CTGATG TTT TGG TTAAAC TAT ATT T-3
HumND1_L 5-CCC TAAAAC CCG CCA CAT CT-3'

HumND1_H 5-“GAG CGATGG TGA GAG CTAAGG T-3

Tabelle 3.18 Probe-Sequenzen der Real-time PCR.

Probe Sequenz

ND1_VIC_MGB

5-CCATCACCC TCT ACATCA-3'

ND4_6FAM_MGB

5-CCGACATCATTACCG GGT T-3
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Tabelle 3.19: Real-time PCR Gerét.

Gerat Produktnummer Hersteller
StepOnePlus™ Real-Time 4376598 Applied Bio-
PCR System systems

Tabelle 3.20: Reaktionsansatz der Real-time PCR.

Reagenz endgultige Konzentra- [ Volumen pro einge-
tion setzter DNA
TagMan GenEx Mas- |- 12,50 pl
ter Mix
Primer HumND4 L 900 nM 0,23 ul
Primer HumND4_H 900 nM 0,23 ul
Primer HumND1_L 900 nM 0,23 ul
Primer HumND1_H 900 nM 0,23 ul
Probe ND1_VIC 250 nM 1,25 pl
MGB
Probe ND4_6FAM _ 250 nM 1,25 pl
MGB
DEPC-treated Water |- 7,80 pl
Template (DNA) - 3 ul
= Gesamtvolumen 25 ul

Tabelle 3.21: Programm des Real-time PCR Geréts.

Temperatur Zeit
1. Stufe |50°C 2 min
95°C 10 min
2. Stufe |95°C 15 sec
(40 x) 60°C 1 min

3.6 Bestimmung der Haufigkeit COX-defizienter Zellen

Es wurden eindeutig COX-negative Zellen in den Schnitten des M. iliopsoas, des
Myokards und der aufleren Augenmuskulatur gezahlt und die Gesamt-Schnitt-
fache mittels des Lasermikrodissektions-Mikroskops bestimmt. Die Zahl der ge-
fundenen COX-negativer Muskelzellen pro Schnitt wurde auf die Schnittflachen
bezogen und in Zellen pro mm? angegeben. Zum Vergleich der verschiedenen
Muskelgewebe (M. iliopsoas, Myokard und aulRere Augenmuskulatur) wurden
drei Gruppen mit moglichst gleicher Altersverteilung analysiert.



3.7 Statistik

3.7.1 Quantifizierung COX-defizienter Myozyten

Variablen und deskriptive Satistik:

Ergebnisse in der Einheit Zellen pro mm? wurden in einem Punktdiagramm ge-
gen das Alter zum Todeszeitpunkt in Jahren auf der Abszisse eingetragen. Eine
Regressionsgerade durch die Punktwolke, erstellt mit der Methode der kleinsten
Quadrate, definiert einen Regressionskoeffizienten b1, der der Steigung der Ge-
raden mit der Gleichung y=b1*x+b0 entspricht.

Es wurde der Korrelationskoeffizient nach Pearson berechnet, um die Glte der
Vorhersage des Merkmals ,Anteil COX-negativer Zellen“ durch das unabhangige
Merkmal ,Alter durch die Regressionsgerade zu beurteilen. Durch einen Resi-
duenplot und einen QQ-Plot wurde die Parametrik als Vorraussetzung fur ein
einfaches lineares Regressionsmodell nachgewiesen.

Hypothese und induktive Statistik:

Die Nullhypothese lautet:

H(0): Es gibt keine signifikante Zunahme des Anteils COX-negativer Zellen mit
dem Alter (b1<=0).

Die Alternativhypothese:

H(1): Es gibt eine signifikante Zunahme des Anteils COX-negativer Zellen mit
dem Alter (b1>0).

Die Regressionsprtfung wurde analog dem t-Test mit der TestgrofRe T=b1/SE(b1)
durchgefuhrt und das Konfidenzintervall fir b1 bestimmt, mit einem angestrebten
Signifikanzniveau a<0,05.

Zum Vergleich der verschiedenen Muskelgewebe untereinander wurden Alters-
gematchte Gruppen gebildet. In diesen Gruppen wurde der Mittelwert und die
Standardabweichung der relativen Haufigkeiten COX-negativer Zellen gebildet
und mit einem zweiseitigen T-Test flr unverbundene Stichproben verglichen.

3.7.2 Vergleich COX-defizienter Myozyten mit COX-normalen Myozyten
Variablen und deskriptive Statistik:

Der Anteil von mtDNA Molektlen mit Deletionen wurde fir beide Zellarten mit
der Realtime-PCR Methode bestimmt. Dabei wurden einmal die DNA gepoolter
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(10 Stick) Zellen und einmal die DNA von einzelnen Zellen ausgewertet. Fir alle
Gewebeproben einer Altersgruppe, aufgeteilt in gepoolte und einzelne Myozyten
wurde der Mittelwert und die Standardabweichung des Deletionsanteils fur je-
weils eine Zellart berechnet. Die Ergebnisse wurden in einem Box and Whiskers
Plot anschaulich gemacht.

Hypothese und induktive Statistik

Die Nullhypothese lautet:

H(0): Es gibt keinen signifikanten Unterschied des Anteils an Deletionen zwi-
schen COX-negativen und COX-positiven Zellen.

Die Alternativhypothese:

H(1): Es gibt einen Unterschied des Anteils an Deletionen zwischen COX-nega-
tiven und COX-positiven Zellen.

Die Signifikanz wurde mit einem zweiseitigen T-Test flr unverbundene Stichpro-
ben nachgewiesen, mit einem angestrebten Signifikanzniveau a<0,05.

3.7.3 Deletionen der mtDNA mit zunehmendem Alter

Variablen und deskriptive Satistik:

FUr jede bearbeitete Probe wurde mit real-time PCR der AmtDNA-Anteil bestimmt,
ausgedriuckt durch 0% bis 100%. Das Ergebnis wurde in einer Punktwolke gegen
das Alter zum Todeszeitpunkt in Jahren (auf der Abszisse) eingetragen.

Eine Regressionsgerade durch die Punktwolke, erstellt mit der Methode der
kleinsten Quadrate, erhalt einen Regressionskoeffizienten b1, die Steigung der
Geraden mit der Gleichung y=b1*x+b0.

Es wurde der Korrelationskoeffizient nach Pearson berechnet, um die Glte der
Vorhersage des Merkmals ,Anteil COX-negativer Zellen“ durch das unabhangige
Merkmal ,Alter” durch die Regressionsgerade zu beurteilen. Durch einen Resi-
duenplot und einen QQ-Plot wurde die Parametrik als Vorraussetzung fur ein
einfaches lineares Regressionsmodell nachgewiesen.

Hypothese und induktive Statistik:

Die Nullhypothese lautet:

H(0): Es gibt keine signifikante Zunahme des AmtDNA-Anteils mit dem Alter
(b1<=0).

Die Alternativhypothese:

H(1): Es gibt eine signifikante Zunahme des AmtDNA-Anteils mit dem Alter
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(b1>0).

Die Regressionsprifung wurde analog dem t-Test mit der Testgrof3e T=b1/SE(b1)
durchgefuhrt und das Konfidenzintervall fur b1 bestimmt, mit einem angestrebten
Signifikanzniveau a<0,05.

Die Varianzanalyse der Mittelwerte der untersuchten Gewebe wurde mit einfak-
torieller ANOVA durchgefihrt. Die Nullhypothese lautet:

H(0) Die Gruppenmittelwerte der AmtDNA-Anteile aller untersuchen Gewebe un-
terscheiden sich nicht.

Die Alternativhypothese:.

H(1): Es besteht ein Unterschied zwischen den Gruppenmittelwerten der unter-
suchten Gewebe.

3.7.4 Untersuchung der mtDNA-Kopienzahlen

Es wurde die bivariate Korrelation der Faktoren Alter und Kopienzahl bzw. rela-
tive Haufigkeit bestimmt. Dazu wurde der Korrelationskoeffizient nach Pearson
verwendet.

Hypothese und induktive Statistik:

Die Nullhypothese lautet:

H(0): Es gibt keine signifikante Zunahme der mtDNA-Kopienzahl oder der relati-
ven Haufigkeit mit dem Alter (b1<=0).

Die Alternativhypothese:

H(1): Es gibt eine signifikante Zunahme der mtDNA-Kopienzahl oder der relati-
ven Haufigkeit mit dem Alter (b1>0).

Die Regressionsprtfung wurde analog dem t-Test mit der Testgrof3e T=b1/SE(b1)
durchgefuhrt und das Konfidenzintervall fir b1 bestimmt, mit einem angestrebten
Signifikanzniveau a<0,05.

Die Mittelwerte der Gewebe wurden mit einem zweiseitigen T-Test oder der Va-
rianzanalyse mit einfaktorieller ANOVA bestimmt. Als Post-Hoc-Test wurde die
Scheffé-Prozedur angewendet.

Material: Alle Berechnungen wurden mit der Software PASW Stastics 18 (SPSS
IBM®) durchgefiihrt.
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4. Ergebnisse

4.1 Untersuchung COX-defizienter Myozyten

Durch die histochemische COX-SDH-Farbung sollten Funktionsverluste des
durch die mtDNA kodierten Komplexes IV (COX) der Atmungskette detektiert
werden. Es wurde seriell zuerst Cytochrom C Oxidase (COX, brauner Farbstoff,
DAB) und anschliefiend Succinat Dehydrogenase (SDH, blauer Farbstoff, NBT)
gefarbt.

"4 Abbildung 4.1 :
y COX-SDH Férbung eines
»  Skelettmuskelschnittes
einer normal gealterten
Person. Deultlich ist eine
blaue COX-negative Zelle
zu erkennen (Pfeil).

4.1.1 Quantifizierung der Haufigkeit COX-defizienter Myozyten

Die Auszahlung COX-negativer Zellen in COX-SDH-gefarbten histologischen
Schnitten des Herz- und Skelettmuskeln zeigte eine Haufung COX-negativer
Zellen in héheren Lebensaltern. In neuronalen Geweben war eine solche Quanti-
fizierung leider nicht mdglich, da keine COX-defizienten Zellen in den Farbungen
gefunden werden konnten. In den Abb. 4.2 und 4.3 sind die Ergebnisse des Herz-
und Skelettmuskels graphisch dargestellt.
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Abbildung 4.2:

Zunahme der Haufigkeit
COX-negativer Zellen mit
dem Alter in Schnitten
des M. iliopsoas von n=11
Personen. Die Fléche der
auswertbaren Areale der
geférbten Schnitte wurde
gemessen und eindeutig
COX-negative Zellen ge-
z&hlt. r*=0,793; p<0,01.
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Abbildung 4.3:
o Zunahme der Haufigkeit
o COX-negativer Zellen mit
dem Alter in Schnitten
des Myokards von n=19
Personen. Die Fléche der
auswertbaren Areale der
geférbten Schnitte wurde
gemessen und eindeutig
COX-negative Zellen ge-
zahlt. r*= 0,5683; p<0,01.
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1,507
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0,507

Anzahl cox-negativer Zellen/mm?

0,00 T T T T T
0,0 20,0 40,0 60,0 80,0 100,0

Alter zum Todeszeitpunkt [a]

4.1.2 COX-Defizienz in verschiedenen Muskelgeweben

Der Vergleich der verschiedenen untersuchten Muskelarten (M. iliopsoas, Myo-
kard und aufliere Augenmuskulatur) zeigte die meisten COX-negativen Zellen in
den Augenmuskeln (21,11 +/- 4,46 Zellen/mm?, n=5). Die Haufigkeit COX-negati-
ver Muskelzellen ist in diesem Gewebe hoch-signifikant héher als in Gewebe des
M. iliopsoas (0,53 +/- 0,34 Zellen/mm?, n=5, p<0,001) und des Myokards (1,19
+/- 0,68 Zellen/mm?, n=5, p<0,001, siehe Abb. 4.4). Ein statistischer Trend zeigte
sich im Unterschied zwischen den etwas hoheren Werten in Proben des Myo-
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Abbildung 4.4:

0007 Mittlere Anzahl COX-
negativer Zellen in his-
tologischen Schnitten
verschiedener  Mus-
kelgewebe. In &ulle-
rer Augenmuskulatur
20,007 sind  signifikant mehr
COX-negative Zellen
als in Herzmuskulatur
- (p<0,001) und Skelett-
muskulatur (p<0,001)
enthalten.

10,00

Anzahl COX-negativer Zellen pro mm?

e

0,00 T T !
Augenmuskel Herzmuskel M. liopsoas

Gewebe
kards und den Ergebnissen des M. iliopsoas (p =0,088). Die Altersverteilung der
untersuchten Gruppen wurde dabei mdglichst homogen gestaltet (Mittelwert des
Alters +/- Standardabweichung in der untersuchten Gruppen: Augenmuskeln 79
+/- 8 Jahre, M.iliopsoas = 78 +/- 15 Jahre, Myokard = 82 +/-11 Jahre). Es bestand
kein signifikanter Altersunterschied zwischen den Gruppen (p=0,825).

4.1.3 COX-Defizienz und Deletionen der mtDNA

Quantitative Bestimmung der AmtDNA-Anteile:

Es wurden die AmtDNA-Anteile COX-defizienter sowie COX-positiver Augen-
muskelzellen verglichen. Es zeigten sich sowohl in gepoolten Zellen als auch in
Einzelzellen signifikant hohere A-mtDNA-Anteile COX-defizienter Myozyten (bei
gepoolten Zellen 67 +/-23% vs. 18 +/-22%; n=22; p<0,05 und bei Einzelzellen
75 +/- 23% vs. 23 +/- 19%; n=20; p<0,05). Die Ergebnisse sind in Abb. 4.5 und
4.6 graphisch dargestellt. Manche der Proben mit einzelnen Zellen enthielten zu
geringe oder keine messbare Menge an mtDNA. Bei 40 verarbeiteten Proben mit
einzelnen Zellen war dies bei 10 Proben der Fall. Unter der Annahme, dass bei
diesen Proben die mit der Lasermikrodissektion isolierte Zelle nicht von dem Re-
aktionsgefald zur Weiterverarbeitung aufgefangen wurde, wurden die Ergebnisse
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Abbildung 4.5:
Box-Whiskers Plot
der A-mtDNA-
Anteile von je 10
gepoolten einzelnen
Augenmuskelzel-
len. COX-negative
Zellen und COX-
positive Zellen von
n=22 Personen.

Abbildung 4.6:
Box-Whiskers-Plot
der A-mtDNA-
Anteile von je einer
einzelnen Augen-
muskelzelle. COX-
negative Zellen
und COX-positive
Zellen von n=20
Personen.

dieser Zellen nicht in der Auswertung berucksichtigt. Bei den gepoolten Proben
war in jeder der 20 verarbeiteten Proben eine ausreichende Menge mtDNA vor-

handen. Keine Probe wurde aus der Wertung genommen.

Qualitativer Nachweis von Deletionen der mtDNA:
In der Gelektrophorese des Amplifikats der Long-Range nested PCR ist zu erken-
nen, dass in jeder COX-negativen Zelle eine individuelle singulare Deletion der
mtDNA gefunden wurde, die fir die hohe Deletionslast verantwortlich sein kénnte
(Abb. 4.7 und 4.8). Die Bahnen der gepoolten Zellen zeigen mehrere Banden:
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Abbildung 4.7: Long-Range nested PCR von je 10 gepoolten Augen-
muskeln pro Bahn. Die Zellen wurden mit Lasermikrodissektion aus
COX-SDH-geféarbten Muskelschnitten von 5 verschiedenen Personen
(272/90, S194/90, IN 379/90, GM 621/90, GM 890/90) gewonnen. Auf
benachbarten Bahnen sind die COX-negativen neben den COX-posi-
tiven Zellen der jeweiligen Person aufgetragen. Die Héhe der wt-Ban-
den wurde mit Pfeilen markiert. Deletionen wurden bei Probe IN379/90
zur Verdeutlichung mit Sternen markiert

272/89 S 194/90

cox+ cox+ Cox+ COX+
1kb :

Ladder| 3 x cox- Ecox+ 2 X COX- 2 X COX- 3xcox- i 2 X COX- Ladder

bp
10 000w
8000
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572189 S 194/90 IN379/90 GM621/90 GM 890790

Abbildung 4.8: Long-Range nested PCR von je einer einzelnen Augen-
muskelzelle pro Bahn. Die Zellen stammen von den gleichen Personen
wie die Zellen in Abb. 4.7. Auf benachbarten Bahnen sind mehrere
COX-negative Zellen und eine COX-positive Zelle der jeweiligen Per-
son aufgetragen. Die Héhe der erwarteten wt-Bande wurde mit Pfeilen

markiert. Die Deletion der Probe GM 890/90 wurde mit einem Stern
markiert.
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zwischen einer und sechs Banden (Bsp. Probe IN 379/90, 6 Deletionen mit * mar-
kiert). In den Bahnen der Einzelzellen zeigt jede Zelle nur eine Deletions-Bande
(Bsp. Probe GM 890/90, die Deletion mit * markiert). Einzelne Bahnen ohne Ban-
den kdénnen durch mdglicherweise fehlende Zellen in diesen Proben erklart wer-
den. Bei der Lasermikrodissektion kann vermutlich nicht jede Zelle aufgefangen
werden. Auch ist bei den Proben der gepoolten Einzelzellen zu erkennen, dass
nicht jeweils 10 Deletions-Banden fir 10 lasermikrodissizierte Zellen vorhanden
sind. Die Deletionen der einzelnen COX-negativen Zellen sind individuell ver-
schieden grol, die Lange variiert zwischen ca. 1500 bp bis ca. 6000 bp. Keine
Deletion gleicht in dieser Untersuchung der Anderen. Auch verschiedene COX-
negative Zellen derselben Person zeigen in jeder Zelle eine andere Deletion.
COX-positive Zellen zeigen keine Deletionen. Eine schwache wt-Bande ist bei
fast allen gepoolten COX-positiven Zellen zu erkennen, die Bande entspricht der
Lange des von den beiden Primer-Paaren umschlossenen Segments von etwa
13 kb. Die wt-Bande liegt bei verschiedenen Personen an der gleichen Stelle. Bei
einzelnen COX-positiven Zellen ist keine Bande zu erkennen.

4.2 Deletionen der mtDNA im Alterungsprozess

4.2.1 Korrelation zwischen Alter und AmtDNA-Anteil

Es wurden AmtDNA-Anteile in verschiedenen Geweben bestimmt. In Herz- und
Skelettmuskel wurde mtDNA aus Gewebe-Homogenat untersucht, da diese Ge-
webe sehr homogen aufgebaut sind. In den neuronalen Geweben, die durch ei-
nen hohen Anteil verschiedener Gliazellen als heterogen zu bezeichnen sind,
wurden einzelne, phanotypisch unauffallige Neurone mit der Lasermikrodissekti-
on aus dem Gewebe herausgetrennt und jeweils ein Pool von 25 Zellen in einem
Reaktionsgefall gesammelt und weiterverarbeitet.

In keinem der Gewebe konnte ein statistisch signifikanter Anstieg des AmtDNA-
Anteils mit dem Alter festgestellt werden (siehe Abb. 4.9-4.13).
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Abbildung 4.9:

AmtDNA-Anteile im Cor-
tex cerebri. Es wurden
Jje 25 Neurone von 21
Personen in einem Re-
aktionsgefall gesammelt
und untersucht. Es ist
kein signifikanter Anstieg
des AmtDNA-Anteils mit
dem Alter nachweisbar.
r=0,238; p=0,229; n=21.

Abbildung 4.10:

AmtDNA-Anteile im Ce-
rebellum. Es wurden

Jje 25 Neurone von 20
Personen in einem Re-
aktionsgefall gesammelt
und untersucht. Es ist
kein signifikanter Anstieg
des AmtDNA-Anteils mit
dem Alter nachweisbar.
r=0,156; p=0,512; n=20.
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lliopsoas

Abbildung 4.11:

AmtDNA-Anteile im
M.iliopsoas. Es wurde
Homogenat von n= 28
Personen untersucht.
Es ist kein signifikanter
Anstieg des AmtDNA-
Anteils mit dem Alter
nachweisbar. r=0,29;

o p=0,153; n=28.
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Abbildung 4.12:

AmtDNA-Anteile im Myo-
kard. Es wurde Homo-
genat von 25 Personen
untersucht. Es ist kein
signifikanter Anstieg des
AmMtDNA-Anteils mit dem
Alter nachweisbar.
r=0,052; p=0,807; n=25.
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Aus histologischen Praparaten auRerer Augenmuskulatur wurden phanotypisch
unauffallige Muskelzellen isoliert. Dieses Vorgehen wurde der Homogenisierung

vorgezogen um trotz des hoheren Anteils COX-defizienter Zellen in der Au-
genmuskulatur eine vergleichbare, phanotypisch unauffallige Zellpopulation zu

erhalten.

Augenmuskel
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Abbildung 4.13:

AmtDNA-Anteile in Au-
genmuskeln. Es wurden
Jje 10 Augenmuskelzellen
von Personen gesam-
melt und untersucht.

Es ist kein signifikanter
Anstieg des AmtDNA mit
dem Alter nachweisbar.
r=0,181; p=0,419; n=22.

Alter [a]

4.2.2 Vergleich des AmtDNA-Anteils in verschiedenen Geweben

Es wurden die AmtDNA-Anteile der untersuchten Gewebe (Cortex cerebri, Cere-
bellum, M. lliopsoas, Myokard, aul’ere Augenmuskulatur) verglichen. Dabei wur-

de jeweils der Mittelwert aller untersuchten Proben gebildet. Die Ergebnisse sind
in Tabelle 4.1 und Abbildung 4.14. dargestellt.

Gewebe MW SD n

Cortex cerebri 7,7 8,5 21
Cerebellum 7,8 111 20
M. lliopsoas 7,5 7,9 28
Myokard 7,8 4,7 25
Augenmuskel 18,4 221 |22

Tabelle 4.1: AmtDNA-Anteile der
untersuchten Gewebe. In der Vari-
anzanalyse (einfaktorielle ANOVA)
ergab sich ein signifikanter Unter-
schied zwischen den Mittelwerten
der Gruppen (p=0,01). n bezieht
sich auf die Anzahl der untersuch-
ten Personen
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Abbildung 4.14: Mittelwerte der AmtDNA-Anteile der unter-

suchten Gewebe. Die Fehlerbalken entsprechen dem 95%
Konfidenzintervall.

0

Es zeigt sich im Vergleich von Skelett- und Augenmuskulatur ein signifikant ho-
herer AmtDNA-Anteil in Augenmuskeln (p=0,046). Im Vergleich der Augen- mit
Herzmuskulatur zeigt sich ein statistischer Trend zu hoheren AmtDNA-Anteilen
in Augenmuskeln (p=0,069). Im Vergleich der Augenmuskulatur mit neuronalen
Geweben zeigte sich kein signifikanter Unterschied (Cortex p=0,085, Cerebel-
lum p=0,095).

Es wurde auf eine homogene Altersverteilung in den untersuchten Gruppen
geachtet (Mittelwert +/- Standardabweichung des Alters: Cortex cerebri 52 +/-
20 Jahre, Cerebellum 52 +/- 23 Jahre, M. lliopsoas 53 +/- 22 Jahre, Myokard
52 +/- 21 Jahre, Augenmuskel 50 +/- 29 Jahre). Der Altersunterschied war nicht
signifikant (p=0,995).

4.3 Alters- und Gewebeabhangige Unterschiede der mtDNA-Kopienzahlen
4.3.1 mtDNA-Kopienzahlen mit zunehmendem Alter

Es wurden die Anzahl an Kopien der mtDNA pro Zelle in Neuronen des Cortex
cerebri und des Cerebellums bestimmt. In Abbildung 4.15 werden altersabhan-
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gige Veranderungen dargestellt. Im M. lliopsoas und im Myokard wurde homo-
genisiertes Gewebe untersucht. Hier konnte nur eine relative Einheit erhoben
werden (,relative Haufigkeit®). In Abbildung 4.16 werden altersabhangige Veran-
derungen in diesen Geweben dargestellt.

Bei Gewebeproben der auReren Augenmuskulatur wurden wie in neuronalen Ge-
weben die Kopienzahlen einzelner Neurone bestimmt. Angesichts der hoheren
Zahl COX-defizienter Muskelzellen wurden COX-normale und COX-defiziente
Muskelzellen getrennt untersucht. Die altersabhangigen Veranderungen sind in
den Abbildungen 4.17 und 4.18 dargestelit.

Cortex Cerebellum
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20001 o 2000
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Abbildung 4.15: Kopienzahl der mtDNA pro Neuron in Cortex cere-
bri und Cerebellum. Es zeigt sich ein signifikanter altersabhdngiger
Anstieg der Kopienzahl in Neuronen des Cortex cerebri Neuronen
(r=0,238; p=0,032; n=24) aber nicht in Neuronen des Cerebellums
(r=0,087; p=0,693; n=23).
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Abbildung 4.16: Relative Haufigkeit der mtDNA in M. lliopsoas und
Myokard. In beiden Gewebe zeigte sich keine signifikante Verénde-
rung der Kopienzahl mit zunehmendem Lebensalter (M. lliopsoas:
r=0,074; p=0,731; n=24, Myokard: r=0,32; p=0,119; n=25).
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Augenmuskel

Abbildung 4.17:

o0 Kopienzahl der mtDNA in
phénotypisch unaufféalligen
8000 COX-normalen &ul3eren Au-
genmuskelzellen. Es zeigt
8000 sich keine signifikante Ver-
dnderung der Kopienzahl
mit zunehmendem Lebens-
alter (r=-0,309; p=0,162;

° n=22).
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Abbildung 4.18:

100007 Kopienzahl der mtDNA in
COX-defizienten &ulBeren
8000 Augenmuskelzellen. Es

zeigt sich eine signifikante
Zunahme der Kopienzahl
mit zunehmendem Le-
bensalter (r=0,787; p<0,01;
n=22).
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4.3.2 mtDNA-Kopienzahlen in unterschiedlichen Geweben

Es wurden die Mittelwerte der Kopienzahlen mitochondrialer Genome der ver-
schiedenen Gewebe berechnet. In Cortex cerebri Neuronen konnten im Mittel
2563 +/- 1944 (n=24) Kopien und in Neuronen des Cerebellums 2330 +/- 1494
(n=23) Kopien der mtDNA nachgewiesen werden (p=0,648). In phanotypisch un-
auffalligen Augenmuskelzellen wurden 940 +/- 1042 (n=22) Kopien gefunden.
Im Vergleich der Kopienzahlen der phanotypisch unauffalligen Einzelzellen (aus
Cortex cerebri, Cerebellum und Augenmuskulatur, siehe Abb. 4.19) zeigte sich ein
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statistisch signifikanter Unterschied zwischen der héheren Kopienzahl in Cortex
cerebri und Cerebellum und der niedrigeren Kopienzahl in der Augenmuskulatur
(ANOVA p=0,001, Post-Hoc-Scheffé Cortex: p=0,03, Cerebellum: p=0,014).

Im Vergleich der mtDNA-Kopienzahlen COX-normaler und COX-defizienter Au-
genmuskelzellen zeigte sich kein signifikanter Unterschied (COX-normale Zellen
zeigten im Mittel 940 +/- 1042 Kopien; n=22; COX-defiziente Zellen 1460 +/-
1090 Kopien; n=22; p=0,113).

Die relative Haufigkeit der mtDNA des M. iliopsoas (1807 +/- 941; n=24) ist signi-
fikant niedriger als die des Myokards (2818 +/- 1445; n=25; p=0,006, siehe Abb.
4.20).

Abbildung 4.19:

Mittelwerte der Kopien-
zahlen der mtDNA in ver-
schiedenen untersuchten
Geweben. Es werden die
Ergebnisse phénotypisch
unauffélliger Zellen dar-
gestellt. Die Fehlerbalken
entsprechen 95% Konfidenz-
intervallen.
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Abbildung 4.20:
Mittelwerte der relativen
Héaufigkeit der mtDNA in M.
lliopsoas und Myokard. Die
Fehlerbalken entsprechen
95% Konfidenzintervallen.
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5. Diskussion

5.1 Deletionen der mtDNA und Funktionsstorungen der Atmungskette
5.1.1 COX-Defizienz im Alterungsprozess

Funktionsstorungen der Atmungskette sind wahrscheinlich am Alterungsprozess
beteiligt. So zeigten histochemische Untersuchungen alternder Gewebe eine
altersabhangig zunehmende Haufung COX-defizienter Zellen in verschiedenen
Geweben des menschlichen Korpers, z.B. in verschiedenen Skelettmuskeln [97,
100, 101, 102], externe Augenmuskeln [102, 104], im Herzmuskel [91], in Zellen
des Plexus choroideus, in den Neuronen des Hippocampus [105] oder der Sub-
stantia nigra [106]. Eine in dieser Arbeit durchgefihrte Zahlung COX-defizienter
Zellen in Herzmuskel und Skelettmuskel zeigte eine altersassoziierte Zunahme,
die gut mit den vorangestellten Studien vereinbar ist.

Ebenso konnte in der vorliegenden Arbeit ein Zusammenhang zwischen COX-
Defizienz und Deletionen der mtDNA hergestellt werden. COX-defiziente Myo-
zyten zeigten einen durchschnittlicher AmtDNA-Anteil von 75% (SD +-23), COX-
normale Zellen ein Anteil von 23% (SD+-19). COX-defiziente Zellen zeigten also
einen signifikant (p<0,01) héheren AmtDNA-Anteil als die vergleichbaren pha-
notypisch unauffalligen Zellen. Der AmtDNA-Anteil der COX-defizienten Zellen
ist auch in 77% der Falle (n=22) hoher als 60%, einer Schwelle, die in diesem
Bereich auch fur Funktionsstérungen der Atmungskette bei mitochondrialen Er-
krankungen [64, 107, 108, 109] und in vitro [110, 111] gefunden wurde. Die Er-
gebnisse sind somit plausibel. Die hier erhobenen Ergebnisse implizieren, dass
Deletionen fur die histochemisch detektierten Dysfunktion der Atmungskette ver-
antwortlich sind. Dieser Zusammenhang wurde auch in anderen Arbeiten gefun-
den [109, 112].

Es wurden auch in Zellen, die sich in der COX-SDH Farbung unauffallig dar-
stellten Deletionen der mtDNA gefunden, wenn auch auf niedrigerem Niveau
(AmtDNA-Anteil von 23%). Diese Ergebnisse kdonnten darauf hinweisen, dass
in allen Muskelfasern altersassoziiert Deletionen der mtDNA entstehen, diese
aber erst ab Uberschreiten einer Schwelle zu einer phanotypischen Demaskie-
rung fihren. Dazu passend fand man bei multiplen Deletionen der ad-CPEO und
in verschiedenen COX-defizienten Zellen gealterter Menschen unterschiedliche
Deletionen der mtDNA [70, 97, 101]. Eine Erklarung daflr bietet die Hypothese
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der klonalen Expansion. So kénnte eine zufallig entstandene Deletion der mtDNA
klonal in jeder Muskelfaser bis zum Erreichen einer hohen Deletionslast expan-
dieren. Um in dieser Hinsicht die Deletionen qualitativ zu unterscheiden, wurde
in der vorliegenden Arbeit eine Long-nested PCR mit den schon in der Realtime-
PCR untersuchten Proben durchgeflihrt (Abb. 4.6 und 4.7). 11 der 12 untersuch-
ten COX-negativen Einzelzellen zeigten jeweils ein verkirztes mtDNA Fragment
entsprechend einer bestimmten Deletion. Gepoolte COX-normale Zellen zeigten
nur wild-Typ Banden, entsprechend des von den Primern flankierten Bereichs.
Bei gepoolten COX-negativen Zellen zeigen sich mehrere verklrzte Banden in
jeder Bahn, vermutlich entsprechend der Anzahl der gesammelten Zellen. Es ist
also anzunehmen, dass in jeder Zelle meistens nur eine spezifische Deletion flr
die Funktionsstorung der Atmungskette verantwortlich ist. In verschiedenen Zel-
len wirden so verschiedene Deletionen zu Funktionsstérungen fluhren. Multiple
Deletionen wirden bei Untersuchung eines Gewebes im Ganzen und eine spe-
zifische singulare Deletion wirde bei Untersuchung einzelner Zellen gefunden
werden. Eine zufallige Entstehung einer Deletion in einer Zelle, und die anschlie-
Rende klonale Expansion zu hohen Funktions-relevanten Anteilen dieser Deleti-
on an der mtDNA, ist also, bei den hier untersuchten altersassoziiert funktionsge-
storten Zellen, plausibel. Die klonale Expansion einer Deletion kdnnte mit einem
Replikationsvorteil des kurzeren Teilstucks gegenuber der langeren wt-mtDNA
erklart werden [69].

Bei allen voranstehenden Arbeiten, inklusive der eigenen Untersuchung, ist aller-
dings der Anteil der COX-defizienten Zellen an den Zellen eines Gewebes eher
niedrig, so dass sich die Frage stellt, ob dieser Anteil auf die Funktion eines
Gewebes oder Organs Uberhaupt Auswirkungen haben kann. Eine neuere Un-
tersuchung zeigt, dass schon Deletionsanteile ab 30% Auswirkungen auf grund-
liegende bioenergetische Parameter haben [113], obwohl eine andere Untersu-
chungen eine solche Beeintrachtigung erst ab 50-55% nachwies [114]. Nach den
Ergebnissen der eigenen Arbeit beginnt die histochemisch detektierbare COX-
Defizienz bei eine AmtDNA-Anteil von etwa 60%, aber auch niedrigere Antei-
le wurden in COX-defizienten Zellen gefunden. Obwohl der genaue Mechanis-
mus der Funktionsstorungen noch unklar ist, kbnnte man annehmen, dass auch
niedrige Deletionslasten die zellulare Funktion beeintrachtigen und erst hohere
Deletionslasten zu den durch Farbungen auffalligen COX-negativen Zellen fuh-
ren [97]. Die histochemisch oder immunhistochemisch detektierbaren Auswirkun-
gen konnten also die ,Spitze des Eisbergs” der Zellfunktionsstérung sein, und
Deletionen der mtDNA, trotz der geringen Zahl COX-negativer Zellen, zu einer
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altersabhangigen Beeintrachtigungen der Funktion eines Gewebes oder Organs
fuhren. Ein anderes Erklarungsmodell flr den niedrigen Anteil COX-defizienter
Zellen in einem Gewebe bietet die Moglichkeit, dass Zellen, die schwere Sto-
rungen der Atmungsketten-Funktion zeigen, rasch apoptotisch oder nekrotisch
degradieren und abgeraumt werden. Ein Vorgang, der beispielsweise als Modell
fur die Entstehung der Sarkopenie dient [115]. Zuletzt ware auch die Moéglichkeit
denkbar, dass auch eine geringe Anzahl phanotypisch auffalliger Zellen die Funk-
tion eines Gewebes beeintrachtigt. Ein Erklarungsmodell, dass gerade bei den
stark vernetzten Zellverbanden neuronalen Gewebes, sehr plausibel erscheint.

5.1.2 Deletionen der mtDNA im Alterungsprozess

Die vorliegende Untersuchung der Deletionen der mtDNA soll nicht auf histoche-
misch phanotypisch auffallige Zellen beschrankt sein, sondern die Zellen eines
Gewebes moglichst gleichmallig und zufallig abbilden. So wurde die AmtDNA in
phanotypisch unauffalligen Zellen verschiedener Gewebe von Personen unter-
schiedlichen Alters untersucht. Im Herz- und Skelettmuskel wurde die Untersu-
chung an Homogenat durchgefuhrt, da hier die Anzahl unauffalliger Muskelzellen
die COX-defizienten Zellen um ein Vielfaches Ubersteigt. So sollten die gemes-
senen AmtDNA-Anteile phanotypisch unauffalligen Zellen entsprechen.
Unabhangig von den mdéglichen funktionellen Auswirkungen der Deletionen sollte
hier zunachst der zuverlassige Nachweis einer Akkumulation von AmtDNA mit
dem Alter erbracht werden. Danach konnten in weiteren Arbeiten Fragen der
Bedeutung und Pathophysiologie der Deletionen im Alterungsprozess angegan-
gen werden. In der vorliegenden Arbeit wurde der AmtDNA-Anteil in verschie-
denen, post-mortem entnommenen, Geweben von Personen aus unterschiedli-
chen Altersgruppen (2 Monate bis 91 Jahre) quantifiziert. Die Akkumulation von
AmtDNA sollte vor allem in post-mitotischem Gewebe mit hoch aktivem oxida-
tiven Stoffwechsel zu Stérungen fiihren. Die Quantifizierung wurde deshalb in
den Geweben Skelettmuskel, Herzmuskel und Gehirn durchgefihrt. Keiner der
Ansatze zeigte eine signifikante Zunahme des AmtDNA-Anteils mit dem Alter.
Den Nachweis einer altersabhangigen Akkumulation von AmtDNA konnte diese
Arbeit somit nicht erbringen. Diese fir diese Gewebe erstmals nachgewiesene
ausbleibende Akkumulation lasst eine relevante Bedeutung von Deletionen der
mtDNA im Alterungsprozess zunachst unwahrscheinlich erscheinen. Im Folgen-
den sollen diese Ergebnisse im Kontext der mitochondrialen Theorie des Alterns
betrachtet werden.
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Bei der Untersuchung der Skelett- und Herzmuskulatur wurde Homogenat ver-
wendet. Dank des homogenen Zellmusters von Muskelgewebe, sollte sich so
eine Akkumulation von Deletionen der mtDNA auch auf diese Weise zeigen.
Aber ein Gewebe kann homogen, d.h. nur aus einer Zellart aufgebaut, sein, aber
trotzdem sehr heterogen in Bezug auf die Qualitat und Quantitat der Deletionen
sein. Bei einer Untersuchung von Kardiomyozyten, die Menschen verschiedenen
Alters entnommen wurden, fand man singulare Deletionen in 11% bis 64% der
mtDNA Moleklle einer einzelnen Zelle [116]. Dabei zeigte jede Zelle eine spe-
zifische Deletion und unterschiedliche Zellen unterschiedliche Deletionen, was
auch in den eigenen Ergebnissen bestatigt werden konnte. Im Gewebe zeigt sich
also ein Mosaikmuster aus Zellen mit keinen, wenigen und vielen Deletionen ne-
beneinander. Untersucht man eine grol3e Anzahl Zellen aus so einem Gewebe,
wie das im Homogenat der Fall ist, so konnte eine schwacher ausgepragte oder
auf wenige Zellen beschrankte Zunahme des Anteils der mtDNA mit Deletionen
durch die grolde Zahl verschleiert werden. Ein niedriger gemessener AmtDNA-
Anteil ware die Folge.

Ein andere Erklarung flir eine ausbleibende AmtDNA Akkumulation bietet ein
moglicher Umbau des Gewebes. Der Anteil an Zellen mit hohen AmtDNA-Anteilen
konnte niedrig sein weil betroffene Zellen durch Apotptose degradieren und ab-
geraumt werden. Die uUberlebenden Zellen wirden dann niedrigere AmtDNA-
Anteile zeigen. In Betrachtung des gesamten Zellverbands wirden ebenfalls
nur niedrige Anteile gemessen, eine Akkumulation nicht nachgewiesen werden.
Dazu passend wurden in Tierversuchen eine mit Altern assoziierte Triggerung
des mitochondrialen Apoptose Signalwegswegs [117] und eine Erhéhung des
Apoptose-Markers Caspase-3 [73] gezeigt.

Aber ein Mosaikmuster aus unterschiedlich hohen Deletionslasten konnte auch
in der Untersuchung von wenigen, lasermikrodissizierten, Zellen den Nachweis
einer AmtDNA Akkumulation erschweren. Bei der Auswahl einer phanotypisch
unauffalligen Zelle aus dem Zellverband, ist es vom Zufall abhangig, wie hoch
der AmtDNA-Anteil in dieser Zelle ist. Bei einem jungen Menschen konnte man
also zufallig eine Zelle mit hdherem AmtDNA-Anteil finden wahrend man bei ei-
nem alten Menschen eine Zelle mit niedrigem AmtDNA-Anteil herausnimmt. In
den Ergebnissen der vorliegenden Arbeit zeigten sich hohe AmtDNA-Anteile re-
gelhaft bei Myozyten, die eben nicht zufallig aus dem Zellverband herausgetrennt
wurden, sondern die sich durch einen histochemisch beurteilbaren Phanotyp
(COX-Defizienz) auszeichneten. Bei Homogenat und den neuronalen Geweben
wurden unauffallige Zellen zufallig ausgewabhilt. Allerdings sollte fir eine Relevanz
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des Befundes die Wahrscheinlichkeit eines hoheren AmtDNA-Anteils eigentlich
betrachtlich altersabhangig ansteigen. Es bleibt fraglich, ob die Ergebnisse durch
diese Vorstellung erklart werden konnen.

Die Annahme eines Ausbleibens einer Akkumulation von AmtDNA in den un-
tersuchten Geweben muss neue Perspektiven in der mitochondrialen Theorie
des Alterns zur Folge haben. Denn neben Unterschieden in der Verteilung von
AmtDNA in verschiedenen Zellen eines Gewebes scheinen auch grof3e Unter-
schiede zwischen verschiedenen Geweben zu bestehen. Eine Akkumulation von
AmtDNA im Alterungsprozess wurde in dopaminergen Neuronen der Substantia
nigra nachgewiesen [66, 67]. Ein solcher Akkumulation zeigte sich nicht in hip-
pocampalen Neuronen [67]. Neuronen der Substantia nigra zeigten im Vergleich
zu Neuronen des Putamens oder des frontalen Cortex hohere AmtDNA-Anteile
[97]. In der vorliegenden Arbeit zeigt sich ebenfalls eine ausbleibende Akkumu-
lation in kortikalen Neuronen und erstmals nachgewiesen auch in cerebellaren
Neuronen und Muskelgeweben. In dopaminergen Neuronen der Sustantia nigra
scheinen also besondere Belastungen der mtDNA zu bestehen. Diese Neurone
sind mdglicherweise besonders hohem oxidativem Stress ausgesetzt [119], der
die Akkumulation von Schaden der mtDNA verstarkt. Zusatzlich oder alternativ
konnten Stérungen des Replikationsvorgangs der mtDNA besonders die Neuro-
nen der Substantia nigra betreffen. So zeigen Personen mit Mutationen der mito-
chondrialen Polymerase Polgy nigralen Zellverlust und Symptome der Parkinson
Erkrankung [120]. Im Alterungsprozess scheint eine Akkumulation von AmtDNA
nur in bestimmten Gewebe und Zellen stattzufinden, oder in bestimmten Gewe-
be und Zellen besonders stark ausgepragt zu sein.

Der Nachweis einer Akkumulation von AmtDNA fuhrt zur Frage der Kausalitat im
Alterungsprozess. Die Deletionen der mtDNA konnten nicht Ursache sondern
Folge oder bedeutungsloser Nebeneffekt des Alterungsprozess entsprechen.
Neuere Untersuchungen lieferten mit Hilfe von transgenen Maus-Modellen Hin-
weise fur eine mogliche kausale Beziehung zwischen Mutationen der mtDNA und
dem Alterungsprozess. Trifunovic et al entwickelten eine PolyA-defiziente Muta-
tor knock-in Maus, die vorzeitiges Altern zeigt [121]. Bei diesen transgenen Mau-
sen, ist die fur das Korrektur-lesen (,proof-reading“) zustandige Untereinheit der
Polymerase Gamma (PolyA) ausgeschaltet. Die Aktivitat der DNA-Polymerase
ist unbeeintrachtigt. Die Mause zeigen den Phanotyp vorzeitigen Alterns, mit ei-
ner Vielzahl an Symptomen wie Haarverlust, Taubheit, Kachexie, Verlust an Kno-
chenmasse, Sarkopenie und eine verklrzte Lebenszeit. Gleichzeitig findet man
bei den Mutator-Mausen hohe Level an Punktmutationen und Deletionen. Die
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erhdhte Fehler-Haufigkeit bei der Replikation der mtDNA fihrt zu erhéhter Mutati-
onsfrequenz. Die hohe Mutationslast fiihrt zum Phanotyp des vorzeitigen Alterns.
In einer neueren Arbeit wurden besonders Deletionen der mtDNA als treibende
Kraft des vorzeitigen Alterns nachgewiesen [65]. Dieser Zusammenhang spricht
flr eine kausale Beziehung zwischen Altern und Deletionen der mtDNA.

5.1.3 Gewebeunterschiede und mitochondriale Proliferation

Die in dieser Arbeit gefundenen Haufigkeiten COX-defizienter Zellen in Skelett-
muskulatur und Myokard alterer Personen sind sehr gut mit friheren Arbeiten
vereinbar. Selbst in héheren Lebensaltern zeigte nur ein kleiner Anteil (bis zu ma-
ximal 1%) der Zellen COX-Defizienz [100]. In Herzmuskel von uber-50jahrigen,
und in Glieder- und Zwerchfellmuskulatur von tber-70jahrigen, wurden im Durch-
schnitt etwa 0,5 COX-defiziente Zellen pro mm? gefunden [91, 102]. Es wurde
dort eine signifikante Zunahme der Haufigkeit COX-defizienter Zellen mit dem
Lebensalter festgestellt. Diese Ergebnisse sind sehr gut mit der hier ermittelten
Haufigkeit von 0,53 COX-defizienten Zellen pro mm?2im M. iliopsoas vereinbar. Es
zeigte sich in den vorangestellten Arbeiten, wie in der vorliegenden Arbeit, kein
signifikanter Unterschied zwischen Myokard und Skelettmuskulatur. Allerdings
wurde im Myokard ein friherer Anstieg der Haufigkeit gezeigt, der wiederum gut
zu dem hier gefundenem statistischen Trend der etwas héheren Haufigkeit COX-
defizienter Zellen im Myokard (1,19 vs. 0,53 COX-defiziente Zellen pro mm?,
p=0,089) passt. Die AmtDNA-Anteile der untersuchten Proben des M. iliopsoas
und des Myokards unterscheiden sich nicht. Allerdings wurde eine relativ hOhere
mtDNA Menge in den Proben des Myokards gemessen, moglicherweise ein Aus-
druck der kontinuierlichen Muskelarbeit in diesem Gewebe.

In externer Augenmuskulatur sind haufiger COX-defiziente Zellen zu finden als
in anderer Muskulatur. Ein Vergleich der Haufigkeit COX-defizienter Zellen in Au-
genmuskulatur mit Skelett- und Herzmuskulatur zeigt, hier wie in vorrangegan-
genen Arbeiten, konstant eine héhere Defekt-Dichte in der Augenmuskulatur [91,
102, 103, 112]. Die auftere Augenmuskulatur scheint eine besondere Vulnerabi-
litat fur Deletionen der mtDNA aufzuweisen, so fihren durch mtDNA Deletionen
bedingte Erkrankungen wie die CPEO oder KSS friih zu Paresen in diesen Mus-
keln. Die auliere Augenmuskulatur zeigt dabei eine Haufung COX-defizienter
Myozyten [109]. In der vorliegenden Arbeit wurde allerdings eine etwa funffach
héhere Haufigkeit COX-defizienter Augenmuskelzellen als in vorangegangenen
Arbeiten gefunden [103, 112]. In letztgenannten Arbeiten wurde in héheren Le-
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bensaltern eine Haufigkeit von 3-4 COX-defizienten Zellen pro mm? gefunden,
die der hier gefundenen Haufigkeit von etwa 20 COX-defizienten Zellen pro mm?
gegenubersteht. Der Grund fir diese Abweichung ist unklar.

Schon phanotypisch unauffallige Augenmuskelzellen scheinen mehr Deletionen
der mtNDA als Zellen anderer Gewebe zu enthalten. Insbesondere enthalten Au-
genmuskelzellen mehr Deletionen als andere Skelettmuskelzellen. In den un-
tersuchten Augenmuskelzellen ist ebenfalls kein altersassoziierter Anstieg des
AmitDNA-Anteils nachweisbar, obwohl die mit mtDNA Deletionen assoziierten
COX-defizienten Zellen in diesem Gewebe altersabhangig zunehmen. Die Un-
tersuchung der mtDNA-Kopienzahl zeigte in Augenmuskelzellen weniger mtDNA
als in anderen Geweben. Man kénnte daraus folgern, dass bei einer geringeren
mtDNA Menge in aullerer Augenmuskulatur Deletionen rascher expandieren und
zu funktioneller Beeintrachtigung fihren. Dadurch bedingt sind in Augenmusku-
latur mehr COX-defiziente Zellen zu finden. Im Vergleich der Mittelwerte der Ko-
pienzahlen COX-defizienter mit COX normalen Augenmuskelzellen konnte kein
signifikanter Unterschied gezeigt werden. Aber es konnte gezeigt werden, dass
in COX-defizienten Augenmuskelzellen die Kopienzahl mit zunehmendem Le-
bensalter ansteigt. Dieser Anstieg ist in COX-normalen Augenmuskelzellen nicht
nachweisbar. Hier konnte das langere Uberleben einer COX-defizienten Zelle mit
mehr mtDNA als Erklarung dienen, ein Phanomen, das in hoheren Lebensaltern
moglicherweise starker ausgepragt ist.

Ein anderes Erklarungsmodell ware eine auf mitochondriale Schaden folgende
reaktive Steigerung der mitochondrialen Proliferation. Der Ausgleich drohender
Funktionsverluste durch eine erhohte Replikation der mtDNA wurde auch eine
die altersabhangig erhohten mtDNA-Kopienzahl kortikaler Neurone erklaren. Die
erhdhte Kopienzahl kdnnte sowohl phanotypischer COX-Defizienz als auch ei-
nem erhohten messbare AmtDNA-Anteil entgegenwirken. Unklar ist dabei aber,
warum in cerebellaren Neuronen und Muskelgeweben kein altersabhangiger An-
stieg der Kopienzahl signifikant nachweisbar ist. Mdglicherweise findet in cere-
bellaren Neuronen weniger Schadigung der mtDNA statt. Bei Skelettmuskulatur
konnte die ausbleibende Steigerung der mitochondrialen Biogenese Grund fur
den altersassoziierten Zellverlust (Sarkopenie) sein. Muskelzellen mit einer ho-
hen Deletionslast wirden rasch degradieren und entfernt werden.

5.1.4 Besonderheiten der auf3eren Augenmuskulatur

Ein zentrales Ergebnis der vorliegenden Arbeit sind die konstant nachweisbaren
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Unterschiede zwischen aulierer Augenmuskulatur und anderen Muskelgeweben.
Die auliere Augenmuskulatur zeigte, wie in vorangegangenen Arbeiten beschrie-
ben[91, 102, 103, 112], eine hohere Defektdichte des mitochondrialen Stoffwech-
sels und der mtDNA. In der vorliegenden Arbeit konnte eine Akkumulation von
AmtDNA in den COX-defizienten Augenmuskelzellen auf Einzelzellebene nach-
gewiesen werden. Daruberhinaus konnte erstmals die klonale Expansion einer
spezifischen Mutation als Entstehungsmodell der AmtDNA Akkumulation nach-
gewiesen werden. Die besondere Betroffenheit der Augenmuskelzellen spricht fir
biologische Unterschiede zwischen der aulderen Augenmuskulatur und anderen
Geweben, insbesondere anderen Muskelgeweben. Grundlegend zeichnet sich
die aullere Augenmuskulatur durch eine andere Faser-Typ-Zusammensetzung
mit unterschiedlicher Organisation der motorischen Einheit aus [122, 123]. Im
Vergleich zur Skelettmuskulatur wurde bei morphometrischer Beurteilung auch
ein hoheren Mitochondriengehalt gesehen [124]. Dieses Ergebnis steht im Kon-
trast zu der hier erhobenen Verminderung der mtDNA. Der erhohte Mitochond-
riengehalt wurde in plausiblen Zusammenhang mit einer erhohten muskularen
Beanspruchung der Augenmuskulatur gesetzt. Die duRere Augenmuskulatur soll
langer Kontraktionen aufrecht erhalten und erhdéhte Widerstandskraft gegen Er-
schopfung haben [125]. Allerdings ist beispielsweise das Myokard weit gro3eren
kontinuierlich andauernden Belastungen ausgesetzt, passend zeigte sich dort in
der vorliegenden Arbeit ein hdherer mtDNA Gehalt. Eine weitere Besonderheit
zeichnet die Augenmuskulatur aus. Im Tiermodell und in humaner aulRerer Au-
genmuskulatur zeigte sich eine kontinuierliche Umwandlung von Satellitenzellen
in Muskelzellen [126]. Passend dazu fand man Hinweise auf eine gesteigerte
Apoptose [127]. So koénnte der kontinuierliche Ersatz apoptotischer COX-defizi-
enter Zellen altersabhangigen Funktionsstorungen des Muskelgewebes entge-
genwirken. So bliebe die Funktion der Muskulatur trotz einer hohen mitochondri-
alen Defektdichte erhalten.

5.2 Einordnung der verwendeten Methoden

Frihere Untersuchungen von COX-defizienten Zellen in Geweben alterer Perso-
nen konnten nur wenig AmtDNA nachweisen. Diese Ergebnisse konnten Ausdruck
methodischer Beschrankungen sein. So fand man bei der Untersuchung spezifi-
scher Deletionen, beispielsweise der 4977bp langen ,common deletion®, nur sehr
wenige mtDNA Molekile mit diesen Deletionen in COX-defizienten Zellen altern-
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der Gewebe [104, 128]. Dies erscheint besonders auffallig angesichts der hohen
mtDNA-Anteile mit einer spezifischen Deletion bei mitochondrialen Myopathien
und der Feststellung, dass die funktionelle Rezessivitat des mitochondrialen Ge-
noms Beintrachtigungen wohl erst ab einer Schwelle des AmtDNA-Anteils von
etwa 60-80% erlaubt [64, 107, 108, 111, 112, 114, 129, 130, 131]. Erst Ergebnis-
se, die nachwiesen, dass die altersassoziierten Mutationen eine grolde Bandbrei-
te zeigen und ihrer stochastischen Natur entsprechend Uber groRe Abschnitte
der mtDNA verteilt sind, brachten die Moéglichkeit funktioneller Auswirkungen von
Deletionen der mtDNA wieder ins Spiel [97, 101, 132]. Es kann also entscheidend
sein, nicht nur eine spezifische, sondern maéglichst alle, GUber die mtDNA verteil-
ten, Deletionen zu detektieren. Ermoglicht wird das durch den hier verwendete
Realtime-PCR Ansatz, der die Haufung von AmtDNA in bestimmten Bereichen
des Genoms ausnutzt.. Bei der Untersuchung des AmtDNA-Anteils korrelieren
die Ergebnisse der hier verwendeten Realtime PCR Methode sehr gut mit den
beiden Methoden Southern Blot und 3-Primer competitive PCR [98]. Zusatzliche
Genauigkeit der Ergebnisse konnte durch die Entwicklung einer multiplex Real-
time PCR Methode erreicht werden [99]. Ein groRRer Vorteil der Methode ist die
Verbindung einer quantitativen Analyse, wie beim Southern Blot [133], mit der
Maoglichkeit, geringe DNA Mengen zu analysieren, wie bei verschiedenen PCR
Techniken [64, 101, 134, 135]. In der vorliegenden Arbeit konnte so die DNA von
lasermikrodissizierten Gewebeproben analysiert werden. Dabei ist die DNA einer
einzelnen Zelle ausreichend flr die Bestimmung des AmtDNA-Anteils. Die Kom-
bination aus einem spezifischen (Lasermikrodissektion) und quantitativen (Real-
time PCR) Ansatz ermdglicht es, im Vergleich zu den friiheren Untersuchungen,
eine genauere Bestimmung der Unterschiede zwischen verschiedenen Zellen.

5.3 Maglichkeiten einer therapeutischen Nutzung

Zentrale Bedeutung bei der Untersuchung des Alterungsvorgang sollte immer
die Mdglichkeit therapeutischer Nutzung haben. Denn Ziel der Altersforschung
sollte nicht die Ausschaltung des physiologischen Alterungsprozesses sein, sollte
nicht die potentielle Verlangerung der Lebenszeit ins Unendliche sein. Vielmehr
soll die Behandlung altersabhangiger degenerativer Erkrankung im Zentrum ste-
hen, denn diese treten haufig frih auf und fihren zu betrachtlicher Reduktion
der Lebensqualitat, beispielsweise bei den neurodegenerativen Erkrankungen
M. Parkinson oder M. Alzheimer. Die Grenze zwischen den Prozessen, die zum
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unausweichlichen Ende des Lebens filhren und Krankheiten, die als behand-
lungsbedurftig gelten, kann nicht fest definiert werden. Wann soll eine Krank-
heit behandelt oder Anstrengungen zur Therapiefindung unternommen werden
und wann sind Krankheiten als Teil des Lebenszyklus zu akzeptieren? Im Falle
der o.g. Beispiele wirden die teilweise frihen Manifestation und die massive
Einschrankung der Lebensqualitat bei langer Krankheitsdauer als Argumente fur
eine Therapiefindung sprechen. So werden im Folgenden einige potentiell the-
rapeutische Ansatze dargestellt. Neben den neurodegenerativen Erkrankungen
wird auf die Sarkopenie, die Degeneration der Myozyten, eingegangen. Auch flr
die Sarkopenie kann als Therapie-wlrdig angesehen werden, der altersabhangi-
ge Kraftverlust zieht eine Vielzahl Verletzungen und Beschrankungen des Alltags
nach sich. Mit zunehmenden Funktionsverlust der Mitochondrien sind noch eine
Reihe an weiteren Pathologien mit moéglichen therapeutischen Strategien, dar-
unter beispielsweise Kardiomyopathien oder Diabetes mellitus, diese sollen aber
hier nur erwahnt sein. Neben den alterassoziierten degenerativen Erkrankungen
sind mitochondrial wirksame Therapien, im Besonderen die Pharmakotherapie,
fur Mitochondriopathien von zentraler Bedeutung.

5.3.1 Pharmakotherapie und Nahrungserganzung

Um die Auswirkungen von AmtDNA zu mindern, kénnen die urspringliche Scha-
digung verhindert oder die Auswirkungen ausgeglichen werden.

Akzeptiert man die Rolle von oxidativem Stress an der Akkumulation von
AmtDNA, sind antioxidative Substanzen eine Mdglichkeit, die Schadigung der
mMtDNA zu verhindern. Bekannte Antioxidantien sind z.B. die Vitamine und Pro-
vitamine Vitamin C, Vitamin E (a-Tocopherol) und Carotinoide (3-Carotin), das
Hormon Melatonin oder die Spurenelemente Kupfer und Selen. Es konnten viele
eindeutige Zusammenhange zwischen Antioxidantien und in vivo Markern fur oxi-
dativen Stress hergestellt wurden, aber in klinischen Studien wurden keine oder
nur geringe Auswirkungen auf den Alterungsprozess gesehen [136].

Eine Steigerung der mitochondrialen Biogenese koénnte zu Funktionsverbes-
serung der Mitochondrien flhren. Es wirden vermehrt Mitochondrien gebildet,
die zur Energiegewinnung bereitstehen, geschadigte Mitochondrien wurden ra-
scher abgebaut und ersetzt werden und das Uberleben von funktionstiichtigen
Mitochondrien wtrde verlangert werden. Aktivierende Stoffe sind beispielswei-
se Fibrate und Rosiglitazon, Metformin und AICAR, oder Resveratrol [137]. Ins-
besondere flr Bezafibrat wurde die Verbesserung der OXPHOS in vitro und in

67



vivo nachgewiesen [138] und in einer Pilotstudie erfolgreich flr Stérungen der
B-Oxidation eingesetzt [139].

Ein Funktionsverlust der Atmungskette flihrt zu verminderter Bereitstellung von
Energie-Aquivalenten, hauptsachlich ATP. Auch darliber kann in den Pathome-
chanismus eingegriffen werden: Kreatin und Kreatinphosphat sind naturlich vor-
kommende Stoffe, die essentiell fir die ATP-Homoostase sind. Kreatin ist seit
langem als Nahrungserganzungsmittel im Fitness-Sport gebrauchlich. Bei Mau-
sen wurde eine leichte Verbesserung der Gesundheit und Verlangerung der Le-
benszeit mit der Supplementation von Kreatin erreicht [140]. Bei der neurodege-
nerativen Parkinson-Krankheit wurde ein neuroprotektiver Effekt im Maus-Modell
nachgewiesen [141], der allerdings bei betroffenen Menschen nicht erreicht wur-
de [142]. Der exakte Wirkungsmechanismus von Kreatin und Kreatinphosphat
ist bisher nicht verstanden, ebenso die Diskrepanz zwischen den Ergebnissen
bei Nagetieren und Menschen. Eine abschlielRende Beurteilung ist noch nicht
maoglich.

5.3.2 Lebensverlangerung durch Kalorienrestriktion

Kalorienrestriktion, bekannter unter der englischsprachigen Bezeichnung ,Calo-
ric restriction®, ist bisher die einzige nicht-gentechnische Madglichkeit, die bei Ver-
suchsorganismen wie bestimmten Hefen, Wirmern, Fliegen und Nagetieren zu
einer Verlangerung der Lebenszeit flhrt [141], allerdings ist die Analogie bei Pri-
maten und Menschen nicht bestatigt. Zumindest verringert die Restriktion der Ka-
lorienaufnahme bei Saugetieren die Inzidenz altersabhangiger Krankheiten wie
Krebs, kardiovaskulare Erkrankungen und Diabetes [141]. Bei der Kalorienrest-
riktion wird die Kalorienaufnahme ohne Mangelerndhrung unter die ad Libidum
Aufnahme gesenkt. Der genaue zugrundeliegende molekulare Mechanismus ist
bisher ungeklart. Man vermutete, dass die Verminderung der Kalorienaufnahme
den Stoffwechsel verlangsamt und diese Verlangsamung die ROS Produktion
und Schadigung der Zelle vermindern kdnnte. Wie sich Kalorienrestriktion tber
einen langen Zeitraum auf den Menschen auswirkt, ist nicht bekannt. Aber me-
tabolische und hormonelle Anpassungen des menschlichen Korpers bei Kalori-
enrestriktion sind den Ergebnissen bei Nagetieren ahnlich [139]. Ebenso werden
oxidative Marker beeinflusst [140].
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5.4 Abschlielende Bewertung der untersuchten Hypothesen

Die Haufigkeit COX-defizienter Myozyten nimmt mit dem Lebensalter zu, Hypo-
these (i) konnte in Skelett- und Herzmuskulatur bestatigt werden. Vergleichba-
re Daten flr andere post-mitotische Gewebe, insbesondere neuronale Gewebe,
konnten nicht erhoben werden. Obwohl COX-defiziente Myozyten mehr Deleti-
onen tragen als COX-normale (ii), konnte keine altersabhangige Zunahme des
AmtDNA-AnNteils (iv) nachgewiesen werden. Hypothese (ii) konnte also bestatigt,
Hypothese (iv) nicht bestatigt werden. Hypothese (iii) konnte bestatigt werden,
die hohe AmtDNA-Anteile in COX-defizienten Myozyten sind durch jeweils eine
somatische Deletion verursacht. Hypothese (vi) konnte ebenfalls bestatigt wer-
den, besonders die aufl’ere Augenmuskulatur unterscheidet sich von den anderen
untersuchten Geweben. Hypothese (v), eine reaktive mitochondriale Proliferati-
on, konnte nicht eindeutig bewertet werden. Es konnte eine signifikante altersab-
hangige Zunahme der mtDNA-Kopienzahl, also eine Steigerung der mitochond-
rialen Proliferation, in Neuronen des cerebellaren Cortex und in COX-defizienten
aulReren Augenmuskelzellen nachgewiesen werden, nicht aber in COX-normalen
Augenmuskelzellen, in kortikalen Neuronen und in Skelett-und Herzmuskelho-
mogenat. Ebenso zeigten COX-defiziente Zellen nicht signifikant hdhere Kopien-
zahlen als COX-normale. AbschlieRend kdénnen diese Ergebnisse als weiteren
Anhalt fur eine Beteiligung der mtDNA am Alterungsprozess gewertet werden.
Deletionen der mtDNA akkumulieren dabei aber nicht linear mit dem Lebensalter,
sondern fihren moéglicherweise schnell zu funktionellen Ausfallen der Atmungs-
kette. Die schwerer betroffenen Zellen werden moglicherweise durch gesteigerte
mitochondriale Proliferation oder Dynamik wiederhergestellt oder durch Apoptose
aus dem Zellverband ausgesondert, so dass auch in hoherem Alter die Funktion
des Gewebes erhalten bleibt.
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6. Zusammenfassung

Deletionen der mitochondrialen DNA (mtDNA) entstehen im Alterungsprozess.
Moglicherweise akkumulieren sie im Laufe des Lebens und flihren zu Funkti-
onsstorungen der oxidativen Phosphorylierung. Die Funktionsstérungen der At-
mungskette beeintrachtigen wiederum die Funktion eines Gewebes oder Organs,
flhren zu altersassoziierten degenerativen Veranderungen.
In dieser Arbeit wurde ein Zusammenhang zwischen hohen Anteilen mutierter
MtDNA und Funktionsstérungen der mitochondrial kodierten Cytochrom C Oxi-
dase (Komplex IV der Atmungskette) hergestellt. Der Anteil an mtDNA mit Dele-
tionen (AmtDNA) wurde in einzelnen Muskelzellen quantifiziert. Dabei wurden
die histochemisch unterscheidbaren Zellen mit Lasermikrodissektion aus dem
Gewebe isoliert und der Anteil der mtDNA Moleklle mit Deletionen mit quantita-
tiver Real-time PCR bestimmt. In phanotypisch auffalligen Augenmuskelzellen
(COX-defizient) fanden sich signifikant héhere Deletions-Anteile als in phanoty-
pisch unauffalligen Zellen . Die qualitative Analyse (mit Long-Range nested PCR)
der Deletionen dieser Zellen zeigte, dass jede Zelle nur eine spezifische Deleti-
on tragt, vereinbar mit der Hypothese der klonalen Expansion einer singularen
Deletion in post-mitotischem Gewebe. Hier besteht also ein Zusammenhang der
Deletionen der mtDNA mit Funktionsstorungen der Atmungskette.
Die Funktionsverluste der Atmungskette, durch die COX-Defizienz in der histo-
chemischen Farbung reprasentiert, nehmen mit dem Lebensalter zu. Die Haufig-
keit COX-defizienter Zellen nimmt in Muskelgeweben alterer Personen zu.
Deletionen der mtDNA sollen im Laufe des Lebens akkumulieren. In der vorlie-
genden Arbeit wurde der AmtDNA-Anteil in verschiedenen Geweben mit quanti-
tativer Real-time PCR bestimmt, in Proben von Personen unterschiedlichen Al-
ters (von 3 Monaten bis zu 99 Jahren).
1. Es konnte kein signifikanten Anstieg des AmtDNA-Anteils mit dem Lebens-
alter in den untersuchten Geweben festgestellt werden. Es wurde dabei
Cortex cererbri und cerebelli, Herz- und Skelettmuskel untersucht.

2. Im Vergleich der unterschiedlichen untersuchten Gewebe zeigte aul’ere Au-
genmuskulatur haufiger COX-defiziente Muskelzellen, mehr mtDNA-Deletio-
nen und weniger mtDNA-Kopien.

In der vorliegenden Arbeit konnte ein Zusammenhang zwischen Deletionen der

mtDNA und Funktionsstérungen der oxidativen Phosphorylierung gezeigt werden,

die mit dem Lebensalter zunehmen. Es konnte keine Akkumulation von mtDNA
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Deletionen mit dem Lebensalter in allen Zellen eines Gewebes nachgewiesen
werden. Die Ergebnisse lassen keine eindeutige Bewertung eines Zusammen-
hangs zwischen Deletionen der mtDNA und dem Funktionsverlust der Mitochon-
drien im Alterungsprozess zu. Flr weiterfuhrenden Untersuchungen kénnten
Zellen eines Gewebes unter funktionellen und pathologischen Gesichtspunkten
spezifiziert werden, um maogliche Auswirkungen von Deletionen der mtDNA auf
so definierte Subpopulationen zu zeigen.
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