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1. Einleitung

1. Einleitung

Jeder Organismus setzt sich aus einer Vielfalt Zglten zusammen, die miteinander in spezi-
fischer Weise wechselwirken. Dieses Geflecht ausoAkund Reaktion spiegelt sich auch auf
zellularer Ebene wieder - durch die Interaktion ®yoteinen (z.B. Transkriptionsfaktoren, En-
zyme, etc.) in den Organellen der Zelle. Diese stiglessenen Kompartimente oder Reak-
tionsraume sind von einer (z.B. Lysosomen, Peroxesg endoplasmatisches Retikulum) oder
mehreren Membranen (z.B. Zellkern, Mitochondriemgeben und erméglichen somit, be-
stimmte Stoffwechselreaktionen unter definiertediBgungen raumlich getrennt auszufihren.

1.1. Mitochondrien

Die Mitochondrien sind semiautonome ZellorganeNejche im Zytosol aller eukaryotischen
Zellen, aul3er den Erythrozyten, vorkommen. DieSebls 10 pm langen Organellen sind von
einer Doppelmembran umgeben, was sich phylogehetigtihren evolutionaren Ursprung als
eigenstandige Organismen zurtckfihren lasst (Emdoigntentheorie (Schimper, 1883; Sagan
1967)). Die sie umgebende Doppelmembran untedigiliMitochondrien in vier Subkomparti-
mente. Einerseits die Aussenmembran (AM) und dimemtmembran (IM), sowie
andererseits die beiden wassrigen Reaktionsrauvemelntermembranspalt (IMS), und die Mat-
rix, welche durch die IM umschlossen wird.

Die &ul3ere Membran, die die Mitochondrien vom Zgt@bgrenzt, enthalt zum Austausch von
kleinen Molekulen (<4000- 5000 Da) und lonen, Kanéhd Proteinkomplexe (z.B. Porin,
TOM (trandocase of outer mitochondrial membrane)) (Lill und Neupert, 1996)lm Gegensatz
zur auleren ist die innere Membran fir die meiktemen Molekile und lonen, einschliel3-
lich H*, undurchlassig. Dies ist wesentlich fiir den Medans der oxidativen Phosphory-
lierung, deren Proteinkomplexe in der inneren Miadrienmembran eingebettet sind. Zur
Oberflachenvergrdosserung der IM finden sich Eiofaden, sogenannte Cristae, die tubulare
bis lamellenartige Formen annehmen kénnen (FreyMemhella 2000) und deren Struktur und
Anzahl sowohl von der Gewebeart als auch den Waotsiedingungen abhangig sind (Per-
kins et al., 1998; Perkins et al., 2001; Mannella et al., 2004nnella 2006).

Der Im- und Export findet hier nur Gber bestimmtensportsysteme statt, z.B. TINtgns
locase of inner mitochondrial membrane) (Lill und Neupert 1996), mitochondriale Transgort
fur Anionen (z.B. Adenosin-Nukleotid-TransporterNA)), Transportsysteme fur Redoxaqui-
valente (z.BMalat/Aspartat-shuttle), und Kationentransporter.



1. Einleitung

In den Mitochondrien laufen Teilprozesse der Eregewinnung und des Intermediarstoff-
wechsels ab, wie z.B. die oxidative Phosphoryligrutter Fettsdureabbau (3-Oxidation), die
Ham-Biosynthese, der Zitronensaurezyklus und dasyithese von Eisen-Schwefel-Clustern
(Scheffler, 2001).

1.1.1. Funktion der Mitochondrien

In Geweben mit gesteigertem Energiebedarf, wie Mligkern, Nerven- und Sinneszellen,
findet sich eine erhdhte Anzahl Mitochondrien. Riesmdaptive Anpassung beruht auf der
Hauptaufgabe der Mitochondrien, der Synthese dehtigsten Energietragers der Zelle, dem
Adenosintriphosphat (ATP).

Bei der Atmungskettenphosphorylierung, welche oft auch alexidative Phosphorylierung
(OXPHOS) bezeichnet wird, kommt es zur Ubertragung von Edeldn ber in Serie ge-
schaltete Enzymkomplexe (I bis IV) aut @Garaste, 1999) (s. Abb. 1). Die ATP-Synthese,
welche in Komplex V (BFo- ATP-Synthase) stattfindet, ist hierbei an derk&tnentransport
mittels eines elektrochemischen Protonengradieiben der inneren Mitochondrienmembran
gekoppelt ¢hemiosmotische Hypothese, Mitchell, 1961). Die Energie fur den Aufbau des
Protonegradienten und damit der ATP-Synthese staausmtder Potentialdifferenz zwischen
primaren Elektronendonatoren, wie NADH und Succinatd molekularem Sauerstoff. Die
Elektronen werden dabei durch eine Folge von Rexiktionen innerhalb der Atmungskette
schrittweise Ubertragen. Als Elektronenakzeptomeh Donatoren fungieren hierbei eine Reihe
prosthetischer Gruppen oder Coenzyme, wie Flawriachinone, Fe/S-Zentren und Cyto-

chrome.
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Abb. 1. Vereinfachte Dar stellung der Atmungskette

Serielle Ubertragung von Elektronen entlang der uxtgskettenkomplexe (OXPHOS, lila Pfeile), welche mi
einem Protonentransport (rote Pfeile) aus der Maim den Intermembranspalt, zum Aufbau des elektro-
chemischen Protonengradienten, gekoppelt ist (ammatische Hypothese). Bei der sich anschlieReddén
Synthese flieRen Protonen aus dem Intermembrardpadh die ATP-Synthase in die Matrix. Modifizierach:
www.homepages.compuserve.de/erichbeck2000/BildienuAgskettelnnere_ Membran_001.gif. 03.05.2007.

Der mit Abstand grosste Enzymkomplex der Atmungskist die 940 kDa grosse, transmem-
braneNADH :Ubichinon-Oxidoreduktase (NADH Dehydrogenase; Komplex I), welche sich
aus 46 Untereinheiten, von denen nur sieben mitwbie kodiert werden (Carelli et al.,
2004a), zusammensetzt (Loffler et al., 2006). D&DN:Ubichinon-Oxidoreduktase oxidiert
das v.a. im Citratzyklus, der 3-Oxidation und duRyruvatdehydrogenase (PDH) gebildete
NADH und reduziert Ubichinon, einen mobilen Elektemtbertrager in der inneren Mitochon-
drienmembran. Durch die freiwerdende Redoxenergimn&n vier Protonen in den Intermem-
branraum transportiert werden. Der Komplex | l&ssh durch Chinonanaloga, z.B. Rotenon,
oder hdohere Konzentrationen an Barbituraten, wig/tainhemmen (Berg et al., 2003).

Der zweite Komplex der Atmungskette, d@accinat:Ubichinon-Oxidoreduktase, ist bedeut-
end kleiner und besteht aus 4 Untereinheiten. @& hydrophilen Untereinheiten entsprechen
der Succinat-Dehydrogenase des Citratcyclus, bai $leccinat zu Fumarat oxidiert wird. Als
prosthetische Gruppe dient FAD (FADPHwelches seine Elektronen ebenfalls auf Ubichinon
Ubertragt. Das reduzierte Coenzym Q wird durchadis elf Untereinheiten besteherdi-
hydrochinon: Cytochromc-Oxidasereduktase (Komplex Ill) reoxidiert, wobei erneut Proto-

3
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nen in den IMS transloziert werden. Zum TransfarElektronen von Cytochrom c auf Sauer-
stoff dient der vierte Komplex der Atmungsketteg dus 13 Untereinheiten bestehe@ie
tochrom c-Oxidase (Shoubridge, 2001; Zeviani et al., 2003).

Die pilzformige F1-Fo-ATP-Synthase ist der fiinfte und letzte OXPHOS-Komplex, welcher
sich aus 16 Untereinheiten zusammensetzt. drelt bildet einen Protonenkanal durch die
innere Mitochondrienmembran, wéhrend desfTEil in die Matrix hineinragt. Nur der voll-
standige BFi-Komplex ist zur ATP-Synthese, durch Ausnutzung merelektrochemischen
Protonengradienteldy) gespeicherten Energie, in der Lage. Dabei flieferdurch den Ele-
ktronentransport in den Intermembranspalt transfemn Protonen lber die-BIntereinheit
zurtick in den Matrixraum, wobei dig-BEIntereinheit ADP zu ATP phosphoryliert (Loffler et
al., 2006).

Die Komplexe | und Il der Atmungskette sind dieupgguelle fur die Bildung von intrazell-
ularen, reaktiven Sauerstoffspezid¥)f), welche Zellschaden auslosen (Turrens, 1997; St-
Pierre et al., 200Z;i et al.; 2003 Muller et al., 2003Kudin et al., 2005). Gleichzeitig stellen
die Komplexe der Atmungskette jedoch auch ein Haepfir die ROS-vermittelten Schadig-
ungen dar (Hillered und Ernster, 1983; Zhang et18@R0).

Mittlerweile werden eine Reihe von Krankheitsbildewie z.B. Krebs, Diabetes Typ Il, Art-
eriosklerose, chronische Entziindungsprozesse, sbvaese neurodegenerative Erkrankungen
im Zusammenhang mit oxidativem Stress diskutientd@®e, 2002; Schapira und DiMauro,
2002; Wallace, 2005).

Im Rahmen eines bestimmten Zelltod-Modus, der Apegt spielen die Mitochondrien eine

entscheidende Rolle (Kroemer und Reed 2000; Gdidénind Marin-Garcia, 2004). Dies ge-

schieht v.a. durch die Freisetzung bestimmter pypegtischer Proteine. Diese sind in vitalen
Zellen auf die Mitochondrien beschrankt. Dazu gehéz.B. Cytochrom ¢, Endonuclease G,
Smac/Diablo (Bernardi et al., 1999; Bernardi et 2001; Kuwana und Newmeyer 2003; Gib-

son, 2005). Im weiteren Verlauf kommt es zur ATRaigigen Bildung des Apoptosoms. Es
besteht aus dem zytoplasmatischen Protein Apapdptatischer Protease-aktivierender Faktor
1), ATP, und aus dem Intermembranspalt freigesetZLgtochrom c. Das aktive Apoptosom

initiiert eine Kaskade proteolytischer Enzyme, begind mit Caspase 9. Dies I6st in der Effek-
torphase schliel3lich Caspase 3 und andere Caspaaent und 7) aus, was letztendlich zum
Zelltod fuhrt.
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Ferner sind Mitochondrien an der zellularen Kalzdomoostase beteiligt, da sie in der Lage
sind, Kalziumionen aufzunehmen, zu speichern ureter abzugeben (Brookes et al., 2004;
Nicholls, 2005).

1.1.2. Mitochondriale DNA

Eine Besonderheit der Mitochondrien besteht in maternalen Vererbung einiger weniger
Untereinheiten von OXPHOS-Komplexen Uber das PladenaEizelle. In Einzelfallen wurde
eine paternale Vererbung beobachtet (Schwartz ussing 2002; Zsurka et al., 200%)pch
stellt dieser Erbmodus offenbar eine seltene Auseatar. Der Grund des maternalen Erb-
gangs einiger OXPHOS-Untereinheiten besteht ddass ihre Gene auf der mitochondrialen
DNA (mtDNA) liegen. Die Mitochondrien verfigen Ubdar eigenes Genom (Nass und Nass,
1963), welches sich als doppelstrangiges, zirksJargronfreies Molekil im Matrixraum be-
findet.

Diese humane mtDNA (Abb.2), welche 37 Gene enthélfasst ca. 16,6 kb. Die Gene ko-
dieren 13 Untereinheiten der OXPHOS-Komplexe [,IMund V, 22 tRNAs und zwei rRNAs.
Ein eigener Satz von tRNAs wird zur Synthese dePbBpeptide bendtigt, weil die mito-
chondriale Proteinbiosynthese streng getrennt \@rezgtoplasmatischen im Matrixraum statt-
findet. Mehr als 90% der Proteine, aus denen di®dondrien bestehen, sind jedoch nukleér
kodiert. Diese werden im Zytoplasma synthetisiginslatiert) und im Anschluss Utber eine
komplexe Translokationsmaschinerie (TOM; TIM, s.dyrch die beiden Mitochondrien-

membranen transportiert (Neupert et al., 1990).
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Abb. 2: Mitochondriale DNA, modifiziert nach www.M itomap.orqg, Stand 21.11.2007

Die Abklrzungen LHON, MELAS, MERFF, NARP, KSS, CPBézeichnen z.T. auf den folgenden Seiten cha-
rakterisierte Mitochondriopathien. Die dazugehdnigeahlenangaben stellen die Nukleotidposition (dg) ent-

sprechenden Mutationen gemass Cambridge-Referarerseqlar. Die Einbuchstabenabkiirzungen bezeichnen
tRNA-Gene entsprechend dem internationalen Codeé\fiimosauren, die Ubrigen Abkirzungen kennzeichnen
mitochondriale OXPHOS-Komponenten oder rRNAs, latgrnationaler Vereinbarung. D-Loop= Displacement

Loop (Kontrollregion von Transkription und Replilat).

1.2. Mitochondriopathien

Eine Reihe von Syndromen, die unter der Bezeichditgchondriopathien zusammengefasst
werden, sind zurtckzufuhren auf erworbene oderrlkgreMutationen des mitochondrialen
Genoms (Schapira und DiMauro, 2002; Seppet eR@07). Die Ursachen der Mitochondrio-
pathien sind dabei genauso breit gefachert wienddmeischer Phanotyp. So kbnnen aufgrund
von Mutationen der nukle&ren oder der mtDNA eindsranehrere Proteine der 3-Oxidation,

des Fettsauretransports, der PyruvatverwertungAtiteungskette oder der ATP-Synthese ge-
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schadigt sein. In allen Fallen ergeben sich darauswirkungen auf den gesamten Zell-
stoffwechsel, da letztendlich die energieerzeuge@d@HOS inhibiert wird (Schapira und
DiMauro, 2002). Aus diesem Grund sind im Allgem@ineornehmlich Organe und Gewebe
betroffen, in denen besonders viel Energie bendétigt, wie z.B. Skelettmuskulatur, Herz und
Gehirn (Schapira und DiMauro, 2002).

1.2.1. Durch mtDNA-M utationen ver ur sachte Erkrankungen

In den 80-er Jahren wurden durch S. DiMauro undeenckinige klinische Syndrome be-

schrieben und nachfolgend mit bestimmten mitochatelr Mutationen assoziiert. Man be-

zeichnet diese, durch eine unmittelbare OXPHOSua@rbedingten, Erkrankungen in der

deutschsprachigen Literatur oft als ,mitochondriglezephalomyopathien®. Dieser Terminus
ist jedoch nicht vollkommen zutreffend, da die Erdungen nicht immer auf Muskulatur und

Nervensystem beschrankt sind, sondern vielmehridjystemerkrankungen darstellen. Die in
dieser Arbeit untersuchte Mitochondriopathie LHONgegen stellt eine Ausnahme dar, da sie

auf einen einzigen Zelltyp, die retinalen Ganglellen (RGC), beschrankt ist.

1.2.2. Mitochondriale Enzephalomyopathien

Den multisystemen Mitochondriopathien kdnnen veesdne genetische Ursachen zugrunde
liegen. Einerseits kann es zu singularen DeletiadesnmtDNA, die einen Bereich von 2-8 kb
umfassen, kommen (Holt et al., 1988; Gerbitz et1890; Laforet et al., 1995). Diese fuhren
phanotypisch z.B. zur Manifestation der chronisebgpessiven, externen Opthalmoplegie,
kurz CPEO (Zierz, Jerusalem, Eger, 2003) oder dearhs Sayre Syndrom (KSS). Letzteres
zeichnet sich durch Retinadegeneration, progressiterne Opthalmoplegie und Herzblock
aus (Kearns und Syre, 1958). Es kdnnen zudem Ataezreizleitungsstérungen und erhdhtes
Gesamteiweiss im Liquor (DiMauro et al., 1985), soggf. weitere Symptome hinzukommen
(Zierz, Jerusalem, Eger, 2003). Die Deletionen iifolsasen-Bereich umfassen in der Regel
ein oder mehrere tRNA-Gene, da diese Uber das gaamem verteilt sind (s. Abb. 2). Hier-
durch kommt es zu einer gestorten mitochondrialeteihbiosynthese und in Folge dessen zu
einer Defizienz der OXPHOS-Komplexe I, 111, IV uM welche eine mtDNA-kodierte Unter-
einheit haben.

Andererseits kbnnen durch Punktmutationen auchkdimgtochondrial kodierte tRNAs be-
troffen sein. Auch hier betrifft der OXPHOS-Defaldnn fast alle Komplexe. Die beiden pro-
minentesten Beispiele hierfur sind MELAS (Mitochoate Enzephalopathie, Laktatazidose

7



1. Einleitung

und schlaganfallahnliche Episoden) (Pavlakis et1#184) und MERFF (Myokloni, generali-
sierte Krampfanfélle, zerebellare Ataxie wadged red fibers (Fukuhara et al., 1980).

1.3. LHON: eine Zdlltyp spezifische Erkrankung

Eine neurodegenerative Mitochondriopathie, bei Benktmutationen ausschlief3lich Amino-
saureaustausche im Komplex | der Atmungskette lBewjrist die Lebersche heriditare opti-
sche Neuropathie (LHON). Diese AS-Austausche fulrenreinem vergleichsweise milden
Phanotyp, denn sie erzeugen selbst bei Homopla@@ % mutierte mtDNA) in der Regel
ein relativ selektives Krankheitsbild (Optiskusgtnge) und kein Multiorgansyndrom. LHON
zeichnet sich durch den Verlust der retinalen Gangéllen(RGC), vor allem im Bereich der

Makula, aus. Zum besseren Verstandis der betraff€mvebe sowie der involvierten Zellen
bei LHON ist im Folgenden ein histologischer Qubrstt der Retina gezeigt (Abb. 3).

Licht

Nervenfaserschicht
QJM.‘*!Q AT e N
~ innere plexiforme Schicht

buseiieh 2.0053 SN EIL 00

innere Kérnerschicht

_7 ’ub a},u »s 9%

Ganglienzelle

Reting|

:’(\t )‘:-‘-\‘\. Yy

i i :
| Stabchen und Zapfen

P|gmenteplthel
Choroidea | '

e ?kle(a

© Deltagen Inc.

Abb. 3: Histologischer Querschnitt durch die hintere Wand des Augapfels

Die einschichtige Sklera ist die Aussenhaut, anddiecbenfalls einschichtige Choroidea angrenz. Ratina ist
die innerste Augenhaut. Sie setzt sich aus verdeh&n Schichten zusammen: das retinale Pigmereepitie
Rezeptorschicht, welche die Stdbchen und Zapfdmkntie duBere Kornerschicht, mit den Zellkerden Pho-
torezeptoren; die auBere plexiforme Schicht, weldieeFortsatze der Rezeptoren enthélt, sowie digsalen
Bipolar- und Horizontalzellen verschaltet; die inmm&drnerschicht, welche aus den Bipolar-, HoriabntAma-
krin- und den Miillerschen Stitzzellen gebildet wilak innere plexiforme Schicht, die die Fortsélee Bipolar-

und Amakrinzellen enthélt, sowie die synaptischesdlealtung dieser mit den Ganglienzellen; die Gangekll-
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schicht, die Nervenfaserschicht, mit den Axonen@lnglienzellen und die abschliessende innere Grembran
(nicht eingezeichnet). HE-Farbung, 40x-fache Vesgebung. Quelle: www.deltagen.com/target/histology-
atlas/atlas_files/sense/retina_40x.htm. 17.06.2007.

An der einschichtigen Sklera, der Aussenhaut, setii® Augenmuskeln an, wahrend die pig-
mentierte Choroidea reich an Blutgefassen ist wwditsdie angrenzenden Schichten (Sklera
und auliere Retina) mit Nahr- und Sauerstoff vetsorg

Die einzelnen Schichten der Retina sind entwickdbbngjogisch bedingt invers angeordnet,
d.h. das ursprunglich anterior zum Vitreum gelegeiggnentepithel grenzt nun an die Choroi-
dea (Inversauge). Die Kornerschichten, welche alk&@pern von Photorezeptoren oder In-
terneuronen bestehen, alternieren hierbei mit dexfprmen Schichten, welche sich aus Neu-
riten zusammensetzen. Die Axone der retinalen Gamggllenbilden den optischen Nerv (Ca-
relli et al., 2004a). Sie lassen sich unterteiledie Parvo- (P-) Zellen, welche sich durch sehr
viel kleinere dentritische Fortsédtze sowie diinn&kene auszeichnen, und die sogenannten
Magno (M)-Zellen (Livingston und Hubel, 1987), welche Mergleich hierzu sehr gross sind.
Ebenso wie die Morphologie (Wall und Sadun, 1989)auch die Verteilung (Polyak, 1941,
Fine und Yanoff, 1979) ddRGC-Typen sehr heterogen. In der perifovealen Makudan @rt
des scharfsten Sehens, finden sich tber 90 % BrZdllas Verhaltnis von P- zu M-Zellen ist
in der Makula sehr hoch (Glaser und Sadun, 1998hy&nd es sich in der Peripherie der Fovea
dem Verhdltnis 1:1 angleicht. Dartber hinaus findei abseits der Makula insgesamt deut-
lich wenigerRGC.

DasPapillomakuléare Bundel (PMB), welches sich haugtBéle aus Axonen von P-Zellen zu-
sammensetzt, zieht von der Makula zur Papille, Dierchtrittstelle der Axone durch die Au-
genwand. An dieser Stelle bilden die 1,2 Million&xone der Nervenfaserschic(MFL) den
optischen Nervenkopf, der orthogonal abknickt, idalagenschichten der Lamina cribrosa
durchbricht und als optischer Nerv ins Hirn ziegdadun 1998; Ogden 1983).

Die Axone des optischen Nervs sind von einer Mgelmcht umgeben, die von den sie umge-
benden Oligodendrocyten gebildet wird. Insgesamthaa die Oligodendrocyten 70% der
glialen Zellen des optischen Nervs aus. Ein weitglialer Zelltyp sind die Astrozyten, welche
z.T. entlang der schmalen Blutgefasse (Kapillanesh Arteriolen) angeordnet sind. Sie dienen
der Etablierung der Blut-Hirn-Schranke (Glaser Gadlun, 1990). Die Axone der Nervenfaser-
schicht, anterior der Lamina cribrosa, sind unnmysiert. Sie sind stark Cytochrom-c Oxidase
(COX)-positiv, d.h. in diesem Bereich finden siakle Mitochondrien (hohe OXPHOS-Kapa-
zitat). Posterior weisen die Axone hingegen eineelvigchicht auf. In diesem Axonabschnitt
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(COX negativ) finden sich deutlich weniger Mitochinien (Glaser und Sadun, 1990; siehe
Abb. 4). Ein mdglicher Grund liegt in der Energies@rgung der jeweiligen Axonteile. Im un-
myelinisierten Teil des Axons findet eine langsaeni@eizweiterleitung statt, die einen wesent-
lich hoheren Energiebedarf hat (u.a. zur Aufredfaitung des elektrischen Plasmamembran-
potentials). Im Vergleich dazu ist der posteriargieliniserte Teil desselben Axons dank der
saltatorischen Ubertragung zeitlich und energetedtihienter (Waxmann, 1978). Diverse Stu-
dien dokumentieren eine inverse Beziehung zwisasgrmitochondrialen Aktivitat (Energie-
versorgung) und der Myelinisierung entlang von Nerwopticus Axonen bei Vertebraten
(Minckler et al., 1976, Andrews et al. 1999, Bnstet al., 2002).

89— 0.0 Retina
#1 Ausbuchtungen L 4
mit Mitochondrien Lé

#2 Lamina ~%
cribrosa &

#3 Ranviersche
Ringe mit

i
Retinale Ganglienzelle / N

in RGC Schicht Astrozyt \Jk_’ 4 Mitochondrien
N
g COX —
r A ,‘

#4 Synapsen zu primaren
visuellen Nuklei

Abb. 4: Schematische Darstellung einer retinalen Ganglienzelle mit ihrem Axon
Modifiziert nach: Carelli et al., 2004a

Der unmyeliniserte, COX-positive Anteil d®GC-Axone macht diese sehr anfallig fur bio-
energetische Defizite, bzw. erhoht das Risiko ftind&sligungen, die auf bioenergetische Defizi-
te zurtckzufuhren sind (Howell, 1999, Carelli, bf 2002). Dartber hinaus ist die Retina, auf-
grund ihrer hohen Atmungsaktivitat, eines der adinksten Sauerstoff verbrauchenden Gewebe
des menschlichen Korpers, mit der Folge sehr hBheduktion toxischer reaktiver Sauerstoff-
speziedROS) (Yu und Cringle, 2006).
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Bei derL eberschemereditareroptischenNeuropathie (LHON), einem subakuten oder akuten
centrocecalen, absoluten Skotom (Sehfeldverlustyglt et al., 2004a), kommt es zum syn-
chronisierten Absterben der meisten der 1,2 Mibnaéen Ganglienzellen des optischen Nervs
(Carelli et al., 2002). Hierbei gehen zu Beginndmeters dieRGC der Makula (Axone des pa-
pillomakularen Blndels) unter.
Zu Beginn der Krankheit ist meist nur ein Auge b#éan, wobei das Zweite innerhalb von Ta-
gen oder Wochen, in seltenen Fallen Jahren, fdlgivfnan 1998; Carelli, 2002). Es tritt eine
erhebliche Sehminderung auf, bei der in glnstig@lte® die Fahigkeit zum Z&ahlen der ausge-
streckten Finger einer Hand erhalten bleibt. Imisthsten Fall kommt es zur vollstandigen
Erblindung. Im Anfangsstadium zeichnet sich LHONdatudrei Hauptmerkmale aus (Smith et
al., 1973; Nikoskelainen et al., 1983; Nikoskelai al., 1984) (s. Abb 5):

1) circumpapillare, teleangiektatische Mikroangitpe

2) Schwellung der Nervenfaserschicht rund um d@llea> Pseudotdem

3) Fehlen von Gefassundichtigkeit bei der Fluoresceyiographie, im Gegensatz zum

echten Odem

teleangiektatische

£
Sehnerven- Qofdsse

kopf

Abb. 5: Augenhintergrund einesa) Gesunden und b) LHON Patienten

In Abb. 5 A ist der Sehnervenkopf deutlich abgegtedie Gefasse der Makula sind nicht degeneréthrend in
Abb. 5 B die Papille geschwollen (Pseudotdem) uedBtlitgefasse teleangiektatisch sind. Quelle: wwvedi-
ger-weingarten.de. 19.06.2007.

Die Papille wirkt auf Grund des Pseudooedems hypisch mit gelegentlichen peripapillaren
Blutungen. Der Untergang der retinalen Ganglieezeflihrt zunéchst zur temporaren Atrophie
der Papille, mit partiellem Verlust des Farbseh@yschromatopsie). Im fortschreitenden Ver-
lauf kann die Papille verblassen (Carelli et &04a). Des Weiteren wurden Falle beschrieben

bei denen diese Fundusveranderungen nur minimgeausgt sind oder géanzlich fehlen. Die
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Mikroangiopathie wurde z.T. auch bei asymptomagschamilienmitgliedern, der maternalen
Linie, festgestellt, wo sie Uber Jahre hinweg $tabr (Nikoskelainen et al1982).
Ultrastrukturelle Veranderungen im retolaminareryehmisierten Anteil der tbrigen Axone
(Carelli et al., 2002) fanden sich ebenso wie aa@phatische Abnormalitdten, z.B. ungleich-
mafige Akkumulation von Mitochondrien, zytoplasmeelie Ablagerungen und Einschlisse,
sowie Veranderungen des Zytoskeletts. Ferner weirake hochvariable Demyelinisierung der
RGC beschrieben. Es scheint eine enge Korrelationcheis der Demyelinisierung und der
Akkumulation der Mitochondrien in den betroffeneasErn(RGC) zu bestehen (Carelli et al.,
2004a). Erklaren lief3e sich dies als Reaktion aubémyelinisierung und den damit verbund-
enen, erhdhten Energiebedarf. Die Optikusatrophtedem permanenten, schweren Verlust
der zentralen Sehkratft, stellt den meist irrevéesitEndpunkt der Krankheit dar.

Die 1858 erstmals symptomatisch von von Graefe §L8%schriebene und als familidres
Krankheitsbild durch den Opthalmologen Leber (18&&Kannte erbliche Mitochondriopathie,
betrifft Gberwiegend junge Manner (im Alter von B3 30 Jahren) und weist eine Préavalenz
von 3,22: 100.000 in Nordengland (Man et al., 20@2w. von 1: ~25.000 (Chinnery et al.,
2000) auf. Sie gilt somit als eine der haufigsteobhondriopathien (Chinnery et al., 2000).
Die genetische Ursache lasst sich auf Punktmutatialer mtDNA zurtckfuhren, welche aus-
schlie3lich Gene betreffen, die fir Untereinheties Komplex | der Atmungskette kodieren.
Neben elf pathogenen Primarmutationen wurden melsekundarmutationen gefunden, bei
denen man davon ausgeht, dass sie allein nichbgearhsind, jedoch eine bestehende LHON-
Mitochondriopathie phanotypisch verstarken, bzve. Brkrankungswahrscheinlichkeit bei ge-

gebener Primarmutation erh6hen (Wallace, 1999).

Zwei Kennzeichen von LHON, die mannliche Pravalsowie die unvollstandige und variable
Penetranz (Carelli et al., 2002), lassen sich radleine auf die mitochondriale Mutation zu-
ruckfihren. Es zeigte sich, dass in den meisten NH@milien die Trager der pathogenen
Mutation fur diese homoplasmisch sind. Jedoch ek nicht alle maternal verwandten
Mitglieder die Krankheit. In Familien mit einer saleduzierten Penetranz scheinen ausschliel3-
lich Manner betroffen zu sein (Sadun et al., 2008elli et al., 2003). Je nach untersuchter
Population kann die Penetranz von LHON unter m&hah Mutationstragern zwischen ca.
25% und Uber 80% schwanken (Man et al, 2003, Macked Buttery, 1992;

www.ncbi.nim.nih.gov/omin?1.11.2007). Deshalb geht man davon aus, dasasészlicher

Einflisse, wie z.B. eines nuklearen Gens oder Umevéliissen, wie z.B. Tabak- oder Alkoho-
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labusus (Sadun et al., 1994a und b), bedarf, umNLEA® manifestieren. Das X-Chromosom ist
hierbei einer der favorisierten Kandidaten fir eimeodifizierenden, genetischen Faktor (Hud-
son et al., 2005), da ein rezessives X-Allel dienntiéhe Pravalenz erklaren wirde. Trotz die-
ses intensiv diskutierten zwei-Loci Modells, konbislang kein entsprechendes Gen identifi-
ziert werden (Bu und Rotter, 1991; Bu und Rott&32 Tarelli et al, 2003).

Die drei haufigsten primaren LHON-Mutationen &auf3sioh biochemisch unterschiedlich
(Brown et al., 1999), wobei stets der Komplex | BEC mehr oder weniger stark betroffen ist.
Im Gegensatz zu 11778/ND4 und 14484/ND6 konntedfér3460/ND1 Mutation eine ver-
minderte Elektronentransportaktivitat von Komplegi¢her nachgewiesen werden (Majander
et al., 1991; Smith et al., 1994; Carelli et a@97; Carelli et al., 1999; Brown, 1999). Eine ein-
geschrankte Sensitivitat fir Rotenon, einen stakemplex | Inhibitor (Antagonist zu Q-In-
termediaten), wurde fir die 11778/ND4 und 3460/Nitation beschrieben (Degli Esposti et
al., 1994; Carelli et al., 1997; Cock et al., 199Rjander et al., 1996).

Diese veranderte Rotenonsensitivitat konnte alg alterierte Stabilitat der Semichinon-Inter-
mediate, welche im katalytischen Zyklus des Komplgrbildet werden, zurtickzufiihren sein.
Alles deutet darauf hin, dass die LHON Mutationén ldteraktion von Komplex | mit den Q-
Substraten betreffen (Degli Esposti et al., 1994el et al., 1997), d.h. dass die Atmungs-
funktion auf dem Level der Chinol-Produkt Freisetgwder der Protonenpumpe gestort ist. In
jedem Fall ist die ATP-Synthese in LHON-Zellkultareermindert (Baracca et al., 2005), d.h.
es kénnte auf Grund einer Mutation zu einem Endgjieit kommen (Zanna et al., 2003). In-
wieweit sich die Dysfunktion auf die EnergetisiegwonRGC und des optischen Nerven aus-
wirkt, ist bislang jedoch ungeklart.

Daruber hinaus kdnnte es durch die Alteration inStabilitdt der Chinolbindung zu einer er-
hohtenROS-Produktion kommen (Degli-Esposti et al., 1994; Gaet al., 1997; Carelli et al.,
1999; Carelli et al., 2002; Brown, 1999). Mittlenleeverdichten sich die Hinweise, dass die
erhohteROS Produktion und oxidativer Stress fur die Pathopdlggie von LHON mitver-

antwortlich sind.
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1.4. Antioxidative M echanismen

Das antioxidative Verteidigungssystem der Zellets&ith sowohl aus enzymatischen als auch
nichtenzymatischen Komponenten (z.B. Glutathiomeaa Sulfhydrylgruppen, NADH sowie
andere Reduktionsmittel) zusammen. Eine ganze Ramitiexidativ wirkender Enzyme in der
mitochondrialen Matrix und dem Zytoplasma katalgsiedie Umwandlung der in der Atm-
ungskette gebildeten Reaktiven SauerstoffspedRES) zum Endprodukt KD (Loffler et al.,
2006). Zu diesen zahlt neben der zytoplasmatis¢fgpfer-Zink-Superoxiddismutase (Cu-
ZnSOD) deren mitochondriales Pendant, die Mangarsxmldismutase (MnSOD), die Gluta-
thionreduktase (GR), die Glutathionperoxidase 1Ix@GRind die Katalase (Loffler et al., 2006).
Sowohl die CuzZnSOD als auch die MNnSOD wandeln eiheihdes in der Atmungskette ent-
stehenden Superoxids {Pin H,O, um. Die Reduktion des primaren Abbauprodukts des S
peroxids, das pD,, wird durch die Glutathionperoxidase (GPx1) katedgt. GPx1 dient das
Tripeptid Glutathion (GSH) als Co-Substrat. Die fathionreduktase, reduziert die oxidierte
Form (GSSG) wieder zu GSH (s. Abb. 6).

Glutathion ist ein Tripeptid, welches sich aus deninosauren Glutaminséure, Glycin und
Cystein zusammensetzt und in fast allen Zellenoineh Konzentration vorkommt. Mit seinen
reduzierten Sulfhydrylgruppen wirkt es als eines w&htigsten zellularen Reduktionsmittel.
Die bei Redoxreaktionen, z.B. der GPx1-Reaktiotstehende oxidierte Form des Glutathions
(GSSG) wird hauptsachlich durch die Glutathionigdse regeneriert, unter Einbeziehung von
NADPH/H" als Elektronendonator (s. Abb. 6). Ein verminde@éutathiongehalt in der Zelle,
etwa bei erh6htem Verbrauch oder verminderter Sgahfuhrt letztlich zu einer verringerten
Kapazitat der antioxidativen Entgiftung.

MnSOD GPx1
20, +2H ———» O H0, HO,+GSH » 24D+ GSSG
GR (NADPH/H"
Abb. 6: Vereinfachte Darstellung der antioxidativen Verteidigung gegen Superoxid aus
der Atmungskette

Die Entgiftung des in der Atmungskette gebildetepeéSoxidradikals zu D geschieht in mehreren, enzymatisch

katalysierten Teilschritten. MnSOD= Mangansupeddigmutase, GSH= reduzierte Form von GlutathionxlGP
= Glutathionperoxidase, GSSG = oxidiertes Glutath®R= Glutathionreduktase.
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1.5. Transmitochondriale Cybridzellen

1.5.1. Wassind Cybride?

Zur Untersuchung bzw. Aufklarung des Mechanismus Mitochondriopathien werden seit
knapp 20 Jahren (King und Attardi, 1989) transniitowriale Zellen, sogenannte Cybridg-(
toplasmatische Hyride), verwendet. Zunachst sollten an diesen Zelllinfglergani et al.,
1995; Hofhaus et al., 1996) bereits bestehendehbmische Befunde von autoptischem Mat-
erial (von LHON-Patienten) reproduziert werden, soetwaige Einflisse des nuklearen Ge-
noms aufgedeckt werden (Cock et al.,, 1998). Nebeternduchungen des Atmungskettende-
fekts (Robinson et al., 1992; Ghelli et al., 2008%teht ein verstarktes Interesse in der Auf-
klarung des Untergangs de6GC, d.h. in der Charakterisierung des zugrunde lidgarapop-
totischen Mechanismus (Danielson et al., 2002).

Die Besonderheit dieses Modells liegt in der dieeki/ergleichbarkeit von Wildtyp versus
Mutante. Beide Zelllinien haben einen identischekleéren, genetischen Hintergrund und
unterscheiden sich ausschlie3lich in ihrer mitochiaten DNA. Hierdurch kdnnen stérende

Effekte, die auf nukleare Ursachen zuriickzufiihird, sSm Vorfeld vermindert werden.
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1.5.2. Gewinnung von Cybriden

Die Herstellung von Cybriden basiert auf der Pdiy&nglukol (PEG)-induzierten Fusion von
mtDNA-depletierten Rezipientenzellen (sogenansit&ellen) mit sogenannten Zytoplasten
aus enukleierten Fibroblasten des Patienten oders8lutplattchen (King und Attardi, 1989).
Letztere fungieren als mtDNA-Donorzellen.

Zur Gewinnung der benétigter-Zellen, wird die parentale Tumorzelllinie, z.BedDsteosar-
komlinie 143B.TK- oder die Teratomlinie NT2/D1 @&bb 7), Gber mehrere Wochen bis Mona-
te mit einer sublethalen Dosis Rhodamin-6-G odéidgimbromid (EtBr) inkubiert. Das Rho-
damin-6-G (EtBr) zerstort die mtDNA komplett, wahdedie nukledre DNA weitgehend intakt
bleibt. Die daraus resultierenden Zellen sind Pgtwnd Uridin-auxotroph (King und Attardi,
1989). Der Verlust dieser Charakteristik dient@ddektionskriterium nach erfolgter Fusion.

Donorzelle Geeignete
eines Patienten Tumorzelle
Donor Karyotyp Tumor- Karyotyp
-
=
LHON- mtDNA wt- mtDNA
¢ Enukleiere ‘ Rhodamin-6-G

@ p-Zelle ®
PEG- Fusion

Selektion durch fehlendes Uridin/ Klonierung

A

Homoplasmisch Heteroplasmisch

0«09
g

Abb 7: Schema zur Gewinnung von Cybridzellen
Durch Behandlung mit einer sublethalen Dosis Rhad#&¥G werden geeignete Tumorzellen mtDNA deplétier
sodass Pyruvat- und Uridinauxotropp&ZeIlen entstehen. Donorzellen (mtDNA) eines Patienwerden e-
nukleiert, bzw. alternativ dessen Blutpléattcherrahiert. In einer anschlieRenden Polyethylenglykgitin (PEG)
dieser beiden Komponenten entsteht das Cybrid. Aiefend erfolgt eine Selektion durch fehlendesdidri
Modifiziert nach: Wong et al., 2002.
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2. Zielsetzung

Als eine wesentlich&rsache des plotzlich einsetzenden und schnebhwiEnhden Untergangs
der retinalen Ganglienzellen bei Patienten mit eprenaren LHON-Mutation wird ein Ener-
giedefizit, d.h. eine vergleichsweise plotzlich sstzende Imbalance zwischen oxidativer
ATP-Erzeugung und ATP-Verbrauch, angenommen. AremirOsteosarkomcybridmodell
(143B.TK(-)) konnte in der Vergangenheit bereitseeverminderte ATP-Syntheserate mutier-
ter Zellen nachgewiesen werden (Baracca et al5)2@ie Hypothese einer ausschliellich
durch ATP-Mangel verursachten Pathogenese schefgtuamd jingerer Erkenntnisse jedoch
zweifelhaft zu sein. Daher wird vermutet, dassned/erlauf dieser Erkrankung zusatzlich zu
erhohtem oxidativen Stress durch reaktive Saudspefies(ROS) aus dem mutierten Kom-
plex | kommt. Dies kdnnte den (sub-)akuten Verldef Erkrankung besser erklaren. Schon
seit langerer Zeit wird bei Mitochondriopathien méttrlichen Antioxidantien, wie z.B. Ubi-
chinon, experimentiert. Bei der Friedreich Ataxéner mitochondrialen Erbkrankheit mit
Beeintrachtigung der Atmungskette und erh0fRE&S Produktion, wird derzeit bereits das
Ubichinon-Analogon Idebenon therapeutisch genukariotti et al.,, 2003; Buyse et al.,
2003). Der Aspekt des oxidativen Stress™ als Micine wurde bei LHON in der Literatur
jedoch bislang kaum experimentell analysiert. Zudmschrankten sich die aussagekratftigs-
ten Arbeiten der Literatur zum LHON-Mechanismus aifi einziges Cybridmodell
(143B.TK(-)) unter metabolischem Stress, welcherckdunkubation in Galaktosemedium
ausgeldst wurde. Diese Zellen waren (iberdias einem einzigep®Klon der Zelllinie
143B.TK(-) hervorgegangen. Aus diesem Grund solk@neinem zweiten, unabhangigen
Cybridmodell, welches auf der Teratomlinie NT2/Ddslert, die folgenden Aspekte unter-

sucht werden:

1) Auswirkungen von metabolischem Stress auf benaybride

Es sollte geprift werden, ob es Unterschiede Heriider Zellvitalitat von Mutante ver-
sus Wildtyp in Galaktosemedium gibt. Ferner soflie@ch Hinweisen oder Gegenbe-
funden daflr gesucht werden, dass es durch Gaékexium bzw. Andifferenzierung
mit Retinolsé&ure zu der erwinschten Umschaltungestesgiestoffwechselsin zur ver-
mehrten Nutzung der Atmungskette kommt, welché/idungen der Komplex I-Muta-

tionen besser erkennbar machen soll.
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2. Zielsetzung

2)

3)

4)

5)

Atmung und ATP

Die zellularen Atmungsraten, bedingt duradmiplex | der Atmungskette, und die Ener-
getisierung (ATP-Gehalt) der Teratomcybride sollbestimmt werdenHierdurch sollte
einerseits Uberprift werden, ob sidie Hypothese einer verminderten Komplex I-Atm-
ung der Mutante np11778 im Teratomcybridmodell bestatigd andererseits, ob diese
primare LHON- Mutation das postulierte EnergiedefiZzanna et al., 2003uch bei die-
sen Zellen erzeugt, obwohl es sich in Lymphozytem MHON-Patienten nicht fanen

et al., 1998).

Apoptose-Sensitivitat

Hierbei wurde nach Unterschieden in der Zelli#alizwischen Mutante und Wildtyp

nach Stimulation mit klassischen Apoptoseinduktpeetiernem oxidativem Stress und
anderen neurotoxischen Substanzen gesucht. DeunBesixterner Oxidantien lag die
Hypothese zu Grunde, dass das antioxidative Vegtexgssystem bei den Mutanten
starker gesattigt ist und deshalb ein geringeregre&r Stimulus zur Induktion des Zell-
tods ausreicht. Ferner sollte geklart werden, dbrerr oxidativer Stress bei den Mutan-
ten starker Caspase-3 induziert als beim Wildtypyahl am 143B.TK(-)-Cybridmodell

z.T. ein von Effektorcaspasen unabhangiger Apoptitseus behauptet (Zanna et al.,

2003 und 2005) und mit dem gleichzeitig vorliegendd P-Mangel begrindet wurde.

Antioxidative Abwehrmechanismen

Ein weiteres Gebiet umfasste die Charakeztiag der bislang kaum untersuchtentio-
xidativen Abwehrmechanismen. Glutathiongehalt, Egpion und Aktivitdt antioxi-
dativer Enzyme solltebei Mutanten und Wildtyp bestimmt werden, und zwater Be-

dingungen proliferierender Kulturen, wie auch nactdifferenzierung mit Retinolsaure.

p°-Zellen aus Neuroblastomzellen

Ein Problem der Teratomcybride lag in der geringezahl von vier verfugbaren Klo-
nen, von denen auf3erdem nur drei mit RetinolséRAg) andifferenzierbar waren. Aus
diesem Grund sollte in einem parallelen AnsatznsotEht werden, ob es moglich ist, aus
der leichter differenzierbaren NeuroblastomlinieSSH5Y mit tragbarem Aufwand neue
Cybridklone zu gewinnnen. Dazu sollte die Effiziater mtDNA-Depletion mit Ethidi-
umbromid zur Erzeugung vaii-Zellen getestet, sowie das Wachstumsverhalterdiend
Stabilitat des mtDNA-Gehaltes dieser Klone beurtedrden.
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3. Material

3. Material
3.1. Zellkulturlinien

Name Herkunft Bezugsquelle|
NT2/D1 (*) parentale Zelllinie ATCC,
Manassas,
VA, USA
CM Cybrid, abgeleitet aus NT2/D1,
Wildtyp
11778-1 (*) NT2/D1-Teratomzelllinien | Prof.
Cybrid, abgeleitet aus NT2/D1, Cortopassi,
Primare LHON-Mutation Universitat
MD G11778A von
Californien,
R3460-1 (*) | Cybrid, abgeleitet aus NT2/DlL, Davis, CA,
Revertante der primaren USA
LHON-Mutation
G3460A, daher Wildtyp
CDuwt Wildtyp-Cybrid Prof. Wei,
Nationale
CDmut Mutante, enthalt mitochondriale 143 B.TK(-)- Yang-Ming
5 kb,,common deletion® Osteosarkomzelllinien Universitat,
Taipeh,
Taiwan

(*) = diese Zelllinien sind neuronal differenziartf\Wong et al., 2002)
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3. Material

3.2. Primer
3.2.1. RFLP Primer
Name Sequenz Anlagerungs- Hersteller
temp. (°C)

LOH-NW |5-CTCCCCTTACAGTGCTTGTTC-3° 58°C

in GPx1 5-AGAAGGCATACACCGACTGG-3

11778- 5-ACTCAAACTACGCACT-3" 55°C

Mutation 5-TATTTGATCAAACGTG-3

3460- 5-CCTCCCTGTACGAAAGGAC-3° 58°C

Mutation |5-AGAAGAGCGATGGTGAGA-3 Biomers, Ulm

14484- 5-CACCAAATCTCCACCTCCAT-3" 55°C

Mutation 5-CCCATCATACTCTTT CACCC-3°

CD-Bruch- |5-CCCCTCTAGAGCCCACTGTA-3" 55°C

punkt 5-GAGTGCTATAGGCGCTTGTC-3

hvr2 5-CTATCACCCTATTAACCACT-3 55°C
5-GTTAAAAGTGCATACCGCCA-3°

p53 5-ACTGCCTCTTGCTTCTCTTT-3 58°C Eurogenetec,

Exon 8 5-AAGTGAATCTGAGGCATAAC-3 Seraing, Belgien

3.2.2. PCR undRT-PCR Primer

Name Sequenz Anlagerungs- Hersteller
temp. (°C)

CuzZnSOD | 5-GGCATCATCAATTTCGAGCA-3° 55°C Eurogenetec,
5-CAAACCTCTATTATGTCGTC-3" Seraing, Belgien

GPx1 5-AAGGTACTACTTATCGAGAATGTG-3" 58°C
5-GTACTTGAGGGAATTCAGAATC-3"

GR 5-CAAGCCCACAATAGAGGTCA-3 55°C
5-ATCAGTGATGTCTTAGAACCCAG-3° Biomers, Ulm

GS 5-GAGGGAGTATTGCTGAGGACG-3 60°C
5-GATGTCAAAGAGACGAGCGG-3°

MnSOD 5-GATAGCTCTTCAGCCTGCAC-3" 55°C
5-CTTGCAGTGGATCCTGATTT-3
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R2MG 5-CCAGCAGAGAAAAGTC-3" 58°C
5-GATGCTGCTTGTCTCG-3"

y-GCL 5-CGAGGAGCTTCATGATTGTATC-3" 60°C Biomers, Ulm
5-GCCATGTCAACTGCACTTCTAG-3"

Random- | 500 pg/ml Hexanukleotide 42°C

Primer

3.2.3. Sequenzierprimer

Name Sequenz Anlagerungs- Hersteller
temp. (°C)
11778- 5-ACTCAAACTACGCACT-3 55°C
Mutation |5 -TATTTGATCAAACGTG-3 Biomers, Ulm
3460- 5-CCTCCCTGTACGAAAGGAC-3° 58°C
Mutation |5-AGAAGAGCGATGGTGAGA-3’
3.3. Enzyme

Name

Hersteller/Firma

Hot-StartPolymerase

Tag-Polymerase (Thermus aquaticus)

Eurogentec, Seraing, Belgien

Pfu-Polymerase (Pyrococcus furiosus)

New England Bglab
Hitchin, Grossbritannien

Reverse Transkriptag®ulV RT)

New England Biolabs,
Hitchin, Grossbritannien

BsaH1l

SfaN1

New England Biolabs,

Hitchin, Grossbritannien

Glutamat-Pyruvat-Transaminase (GPT)

Laktatdehydrogenase (LDH)

Sigma- Aldrich, Taufkirchen

21




3. Material

3.4. Antikorper

D

Name Typ/Artikelbez. Hersteller/Firma
Anti-KaninchenAktin , 1:200 A-2066 Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Anti-KaninchenCuznSOD, SA-117 Biomol, Plymoth Meeting, P
1:200
Anti-KaninchenGPx1, 1:2.000 | Ab16798 Abcam, Cambridge, UK
Anti-KaninchenGR, 1:1.000 BP981 Acris, Hiddenhausen
Anti-KaninchenMnSOD, SOD- 110 Stressgen, Ann Arbor, M
1: 5.000
Anti-Kaninchen, Peroxidase- Amersham, Buckinghamshirg
gekoppelt UK
Anti-Biotin, Peroxidase Cell Signaling, Danvers, MA|
gekoppelt (Marker) USA
Anti-Biotin, Peroxidase- Cell Signaling, Danvers, MA|
gekoppelter Antikorper USA
3.5. Kits und Fertiglésungen

Produkt Hersteller
ATP-Bioluminiszenz Assay Kit Roche Applied Science,
CLS I Penzberg
Caspase-3 Assay Kit, CASP-3-F Sigma-Aldrich, Taufkirchen

Fluorimetrisch

cGPX-340 Assay Kit

Oxis International, Portland
Oregon, USA

DC Protein Assay Kit

BioRad, Hercules, CA, US/

ECL Western Blotting Analysis
System

Amersham, Buckinghamshirs
UK

GR-340 Assay Kit

Oxis International, Portland
Oregon, USA

Mentype Argus Y-MH Kit

Bio Type, Dresden

Mentype Nonaplex Il PCR Kit

Bio Type, Dresden

Proteinmarker, vorgefarbt

BioRad, Hercules, CAAUS

QuantiTect AssayRT-PCR)

Qiagen, Valencia, CA, USA

D
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ROX 500 Standard

Applied Biosystems, Foste
City, CA, USA

Spin Tissue Mini Kit

Invitek, Berlin

3.6. Puffer und Losungen

5-fach SDS-Probenpuffer:

Acryl-PDA:

APS-L6sung:

ATP-Probenpuffer:

Blot-Puffer (pH: 8,3):

Bradford Reagenz:

250 mM Tris, pH: 6,8
7,5% SDS

30% Glycerin

1%- 3- Mercaptoethanol
0,25% Bromphenolblau

7 g PDA
362 ml 40%-iges Acrylamid
648 ml Aqua dest.

10 g APS
ad 100 ml Aqua dest.

100 mM TRIS
4 mM Na-EDTA
pH: 7,75

6,06 g Tris- Base (25 mM)
22,52 g Glycin (150 mM)
200 ml 10%-iges Methanol

100 mg Coomassie Brillant Blue G-250
50 ml 95%- Ethanol

100 ml Phosphorséaure

ad 1.000 ml Aqua dest.
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Brain-Medium:

10 mM KHPO,
60 mM KCI

60 mM Tris

110 mM Mannit
0,5 mM Na-EDTA
pH: 7,4

Entwicklerlésung fur Silberfarbung von Gelen:

30 g/ | Natriumdicarbonat
0,5 ml/ | Formalin in Aqua dest.

Farbreagenz fur GSSG/GSH-Messung:

Glutamatpuffer:

Laufpuffer (pH: 8,3):

Ponceau-Lésung:

7,25 ml Probenpuffer

3,75 ml 1 mM NADPH-LAsung
1,4 ml 2 mM DTNB-L6sung
20 Units GSH-Reduktase

55,75 g L-(+)-Glutamat in 380 ml 1 M NaOH
ad 500 ml Aqua dest.

15,1 g Tris-Base

72 g Glycin

5,0 g SDS

ad 5.000 ml Aqua dest.

0,2% (w/v) Ponceau S, 3% (w/v) Essigsaure

Puffer fir GSSH/GSSG-Messung:

100 mM Na-Phosphat
1 mMEDTA

in Aqua dest.

pH: 7,5
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Tris-Puffer:

90,75 g Tris-Base

5,21 ml 85%-ige Ameisensaure
ad 1.000 ml Aqua dest.

Tris-Succinat-Puffer (0,05 mol/l):
606 mg Tris

39,3 mg DTPA (Titriplex V)
in Aqua dest. l6sen

mit Bernsteinsaure (0,05 mol/l) bei 25°C auf pk2 8instellen
ad 100 ml Aqua dest.

TBST: 1 xTBS

0,1% Tween-20

3.7. Chemikalien und Reagenzien

Bezeichnung

Abklrzung/Summen-

formel/Trivialname

Bezugsquelle

1,1-Dibenzyl-4,4-bipyridinium
dichlorid

Benzylviologen

Sigma-Aldrich, Taufkirchen

1,1-Dimethyl-4,4-bipyridinium
dichlorid hydrat

Paraquat, Pestanal

Sigma-Aldrich, Taufkirche

1,2,3-Trihydroxybenzol

Pyrogallol

Merck, Darmstadt

1-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-3,5-

diphenylformazan

MTT Formazan

Sigma-Aldrich, Taufkirchen

1,4-Bis(acryl)piperazine PDA BioRad, Hercules, @/SA
1,4-Dithio-DL-threitol DTT Sigma-Aldrich, Taufkiradn
2-Hydroxybernsteinsaure Malat Sigma-Aldrich, Tardken
2-Vinylpyridin Merck, Darmstadt
4-(2-Hydroxyethyl)piperazine-1- Hepes Sigma-Aldrich, Taufkirchen
ethanesulfonic acid

5,5 -Dithiobis-(2-nitrobenzoeséaure) DTNB Sigma-Addir, Taufkirchen
3-Nicotinamidadenindinukleotid 3-NAD Sigma-Aldrichaufkirchen
Acryl Roth, Karlsruhe
Adenosindiphosphat ADP Sigma-Aldrich, Taufkircher

N
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All-trans-Retinolsaure RA Sigma-Aldrich, Taufkirahe

Ammoniumpersulfat APS Merck, Darmstadt

Ampicilin Amp Sigma-Aldrich, Taufkirchen

Ampullenwasser Ampuwa Fresenius Kabi, Bad Homhb

B27 Supplement, mit Oxidantien Invitrogen, Karlssu

B27 Supplement, ohne Oxidantien Invitrogen, Katisr

Biotinylierter Gréssenmarker Cell Signaling, Dars; MA,
USA

Bradford-Reagenz Selbst hergestellt, s.u.

Bromphenolblau BPB Sigma-Aldrich, Taufkirchen

Butandisaure

Bernsteinsaure

Merck, Darmstadt

Calciumchlorid

CaGl

Merck, Darmstadt

Chloroform

CHCG4

Roth, Karlsruhe

DakoCytomatiorFluorescent Mounting

Medium

Dako Cytomation

Diethylentriaminpentaessigsaure

Titriplex V, DTPA

Merck, Darmstadt

Diethylpyrocarbonat DEPC Sigma-Aldrich, Taufkircher
Digitonin Serva, Heidelberg
Dinatriumhydrogenphosphat ROy 2H,0 Roth, Karlsruhe
Dimethylsulfoxid DMSO Roth, Karlsruhe
DNA-Ladepuffer, reduzierend Laemmli Selbst hergésteu.

dNTPs

Sigma-Aldrich, Taufkirchen

Dubelcco’s modifiziertes Eagle Mediy

DMEM, high glucose

PAA, Pasching, Osterreich

Dubelcco’s modifiziertes Eagle
Medium, 1,5 % Bicarbonat

DMEM, low bicarbo-
nate high glucose

LGC Promochem, Wesel

Essigsaure Roth, Karlsruhe

Ethanol EtOH Roth, Karlsruhe
Ethidiumbromid EtBr Roth, Karlsruhe
Ethylendiamintetraessigsaure EDTA Sigma-Aldrichyufkachen
Formaldehyd CED Roth, Karlsruhe
Formamid HCONH Roth, Karlsruhe

Formylsaure (Methansaure)

Ameisensaure

Roth, Kdmdsr

Glycerin

Roth, Karlsruhe
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GSH-Reduktase

Sigma-Aldrich, Taufkirchen

Hank’s Puffer

PAA, Pasching, Osterreich

Kaliumchlorid KCI Merck, Darmstadt
Laktat Sigma-Aldrich, Taufkirchen
L-Glutaminséure Glutamat Merck, Darmstadt
Magermilchpulver Roth, Karlsruhe
Magnesiumchlorid MgGl Merck, Darmstadt
Magnesiumsulfat MgS©O Roth, Karlsruhe
2-Hydroxybernsteinsaure Malat Roth, Karlsruhe
Methanol MetOH Mallinckrodt Baker,
Griesheim
N,N,N",N"-Tetramethylethylenediamin TEMED Serva,idiédberg
Nicotinamidadenindinukleotid-phosph@iADPH Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Natriumacetat NaOAc Roth, Karlsruhe
Natriumcarbonat N&LOs Roth, Karlsruhe
Natriumchlorid NacCl Merck, Darmstadt
Natriumdihydrogenphosphat NgiPO, Roth, Karlsruhe
Neurobasalmedium NB Invitrogen, Karlsruhe
Oxidiertes Glutathion GSSG Sigma-Aldrich, Taufkech
Paraformaldehyd PFA Roth, Karlsruhe
Phenol Roth, Karlsruhe
Phenylmethansulfonylfluorid PMSF Sigma-Aldrich, Tlarchen
Phosphat gepufferte Salzlosung PBS PAN, Aidenbach
Ponceau Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Propan-2-ol Isopropanol Merck, Darmstadt
Rinderserumalbumin RSA, BSA PAA, Pasching, Ostelrei
Rotenon Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Salpetersaure HNO Roth, Karlsruhe
Silbernitrat AgNQ Roth, Karlsruhe
Sodiumdodecylsulfat SDS Roth, Karlsruhe
3-Mercaptoethanol 2-ME Roth, Karlsruhe
Standardmarker fur Proteine BioRad, Hercules, G3A
Sulfosalicylsaure SSA Roth, Karlsruhe
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Sybergreen SYBRgr Qiagen, Valencia, CA, USA

Triethanolamin TEA Roth, Karlsruhe

Tris Base Roth, Karlsruhe

Tris gepuffertes Salz TBS Roth, Karlsruhe

Tris-HCI Roth, Karlsruhe

Trizol Invitrogen, Karlsruhe

Trypsin PAA, Pasching, Osterreich

Tween-20 Merck, Darmstadt

Wasserstoffperoxid ¥D- Sigma-Aldrich, Taufkirchen

2-Hydroxypropan-1,2,3-tricarbonsaure  Zitronensaure Roth, Karlsruhe

3.8. Gerate

Gerat Typ Hersteller

Digitalkamera Powershot A 95 Canon, Amstelveen,
Niederlande

ELISA-Reader 17 550 Anthos Labtec Instruments,
Krefeld

Sonicator UP 100 H Dr. Hielscher, Teltow

Inkubator Galaxy 3 Nunc, Rochester, NY, USA

Inversmikroskop Axiovert 25 Zeiss, Gottingen

Luminometer

TD-20/20 DLReady

Promega, Madison, WSA

Magnetruhrer

Mono Vario MAG

H+P, Oberschleissheim

Mikrozentrifuge

Micro Centrifuge 110 VAC

Roth, Karlihe

Multisteppipette

Multipette Pro

Eppendorf, Hamburg

Netzgerat fur Elektrophorese

Power Pack 25

WhatBiametra, Gottinger

—

Oxopgraph Oxygraph-2k Oroboros, Innsbruck,
Osterreich
Phasenkontrastmikroskop Eclipse, TE 300 Nikon, Bldesf

Photometer flr Biophotometer Eppendorf, Hamburg
Nukleinsduremessungen

Pipetten Eppendorf, Hamburg
Pippetierhilfe f. Zellkultur Pippetus Hirschmanreirenberg
Polyacrylamid Multiphor 2 Pharmacia, Uppsala,
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Elektrophoresekammer

Schweden

RT-PCRMaschine

ABI Prism 7000 SDS

Applied BiosystemsstEo
City, CA, USA

Fluorescence Reader

Safire

Tecan, Crailsheim

Scanner CanoScan 4.200 F Canon, Amstelveen,
Niederlande
Sequenzer ABI Prism C 310 Genetic | Applied Biosystems, Foster
Analyzer City, CA, USA
Homogenisator Ultra- Turrax T 25 basic IKA Werkeéa®en

Spektrophotometer

Cary 100

Varian Inc., Palo AG4,
USA

Sterilbank, Klasse 2

Herasafe 12

Heraeus, Hanau

Thermocycler Mastercycler Eppendorf, Hamburg
Vakuumzentrifuge Concentrator 5301 Eppendorf, Hagpbu
Vortexer Wilke & Witzel, Hamburg
Wasserbad P5 E5 MS-L, Wiesloch

Western Blotapparatur

Mini Trans- Blot cell

BioR&tercules, CA, USA

Zentrifuge fur Zellkultur Multifuge 3 S-R Heraeudanau

Zentrifuge bis 2 ml Centrifuge 5417 R Eppendorfiarg

3.9. Verbrauchsmaterialien

Verbrauchsmaterial Typ Hersteller

12-Lochplatte, steril Cellstar TC Greiner, Frickanken

24-Lochplatte, steril Becton & Dickinson, Lincols
Park, NY, USA

48-Lochplatte, steril Corning, NY, USA

6-Lochplatte, steril Nunc, Rochester, NY, USA

96-Lochplatte, fURT-PCR Applied Biosystems, Foster
City, CA, USA

96-Lochplatte, steril Nunc, Rochester, NY, USA

Hyperfilm ECL Amersham, Buckinghamshir
UK

Kuvetten fur ATP-Messung UVette Eppendorf, Hamburg
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Mikroplatten, 96-Loch, weiss fi

Luminiszenz

Greiner Bio-One,

Frickenhausen

Mikroreaktionsgefasse: 0,5 ml;

1,5 mlund 2,0 mi

Eppendorf, Hamburg

Nitrocellulosemembran

Protran BA 85

Roth, Karlsruhe

Parafilm

Amersham, Buckinghamshir
UK

Pipettenspitzen

1ul-1mi

Eppendorf, Hamburg

Einmalpipetten

10 und 25 ml

Greiner Bio-One,

Frickenhausen

Rontgenfilme

Curix HAT 1.000 G Plus

AGFA, MortsBElgien

Schaber

Rubber Policeman

Nunc, Rochester, NY, USA

Verpackungsfolie

Saran

The DOW Chemicals,
Hamburg

Zellkulturflasche, 25 ch steril

Greiner Bio- One,

Frickenhausen

Zellkulturflasche, 75 ch steril

Nunc, Rochester, NY, USA
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4. Methoden

4.1. Zellkultur
4.1.1. Zelllinien

Bei den der folgenden Arbeit zugrunde liegendetiidigin handelt es sich um humane, trans-
mitochondriale Zelllinien, sogenannte Cybride (#lditung), welche aus Teratom- (NT2/
D1) bzw. Osteosarkomtumorzelllinien (143 B.TK(-prinorgegangen sind und uns von Prof.
Cortopassi (Universitat von Californien, USA) bZwrof. Wei (Nationale Yang Ming Univer-
sitat, Taiwan) freundlicherweise uberlassen wurds® enthalten die héaufigste LHON-
Mutation G11778A bzw. die sog. 5 ldommon deletion (Vgl. Tabelle in Abschnitt 3.1). Im
Gegensatz zu allen tbrigen stellt die parentaletigdimie NT2/D1 kein Cybrid dar, da sie
nicht die Prozedur von mtDNA-Depletion und Zytopéagusion durchlaufen hat.

Die NT2/D1-abgeleiteten Cybride wurden in DME-MadidATCC/PAN) mit verringertem
Bicarbonatgehalt (1,5 g/l), 4,5 g/l Glucose, derfolBKS, und 1% Antibiotikastammlésung
(Penicillin/Streptomycin, PAA) zugesetzt waren,tkigrt. Im Gegensatz dazu wurde bei den
Osteosarkomcybriden DME-Medium (PAA) mit 50 pg/midin, 4,5 g/l Glucose, 3,7 g/l Bi-
carbonat, 10 % FKS und 1% Antibiotikastammldsungn{&illin/Streptomycin) verwendet.
Alle Zelllinien wachsen adherent und wurden bei@Bdhd 5 % CQ bei hoher Luftfeuchtig-
keit in 25 cni bzw. 75 cr Kulturflaschenim Brutschrankultiviert. Ein Mediumwechsel er-
folgte in der Regel alle 2- 4 Tage in Abhéangigkeh der Zelldichte. Zum Einsaen bzw. Ver-
mehren wurden die Zellen mit Trypsin (0,5 mg/mlgealdst, mit 1 x PBS (Kalzium- und
Magnesiumfrei) gewaschen, herunter zentrifugiel@@@rpm, +4°C, 10 Min.) und in der ge-
wunschten Dichte ausgelegt.

4.1.2. Versuche zur Herstellung eigener Cybride aus
Neuroblastomzellen (SHSY-5Y)

Es wurde versucht, eigene Cybride aus Neuroblagtlenzherzustellen, da die Parentallinie
SHSY-5Y neuronal differenzierbar ist. Hierzu wuiaég die Methode der mtDNA-Depletion
durch chronische Ethidiumbromidvergiftung zurtckgféen (King, Attardi 1989). Die Zellen
wurden in maRiger Dichte in 75 émgroRen Flaschen in DME-Medium eingeséat. Nachdem
sie eine adaquate Dichte erreicht hatten, wurde sublethale Dosis (5 pg/pl) Ethidium-
bromid fir 1 Woche zugesetzt, woraufhin ein Grdltter Zellen abstarb. Die tberlebenden
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Zellen wurden Uber einen Zeitraum von 2,5 Monaté@reier Ethidiumbromidkonzentration
von 1,5 pg/ul inkubiert. Innerhalb dieser Zeit deider mtDNA-Gehalt der auf diese Weise
behandelten Zellen mitteRT-PCR (s.u.) Uberpruft. Die eingesetzten Primerpaare? hew.
p53Exon8 (s.0.), amplifizieren Fragmente der mitoxhrialen bzw. nukledren DNA. Sie er-
laubten somit eine Bestimmung der mtDNA normieftdas Kerngenom.

4.1.3. Kurzzeitdifferenzierung mit Retinolsaure inNeurobasalmedium

Die drei Linien NT2/D1, 11778-1 und R3460-1 lassah, im Gegensatz zu der MD-Linie,
durch eine langfristige und aufwendige BehandlungRetinolsaure (RA) und Proteinbio-
syntheseinhibitoren, auf einer Unterlage von Astiea, terminal neuronal differenzieresei
unseren Versuchen wurde auf eine solche termindfer@nzierung verzichtet. Stattdessen
wurde eine Kurzzeitdifferenzierung durchgefiihrti der die Zellen zu Beginn in geringer
Dichte (750.000/75 cfrFlaschen) in DME-Medium ausgesét und iiber Nadhikiert wur-
den. Am nachsten Tag erfolgte die Umstellung aufirbleasalmedium (Serumfrei, Invitro-
gen), welchem 5% B27-Zusatz (mit AntioxidantieRA (10 uM), 1% Antibiotika (Penicil-
lin, Streptomycin) und 2 mM L-Glutamin zugesetztrera Aus Griinden der geringeren Zell-
schadigung wurde im Gegensatz zur Ausgangslite(®&i@asure et al., 1992; Wong et al.,
2002) nicht DMEM high glucose, als Medium beibehalten. Die Zellen wurden insgesaer
Tage bebritet. Nach zwei Tagen wurde ein Mediumsgcthorgenommen, um eine gleich-
mafige Konzentration an RA zu gewébhrleisten, daedigtze- und lichtempfindlich und da-
her instabil ist. Sechs Stunden vor Versuchsbegiarden die andifferenzierten Zellen auf

Neurobasalmedium ohne RA und mit B27 ohne Antioxiga gesetzt.
4.2. Molekularbiologische Methoden

4.2.1. DNA-Isolierung

Das Spin Tissue Mini Kit (Invitek, Berlin) wurde zDNA-Isolierung aus Zellpellets (Zentri-
fugation fir 10 Min. bei 1.000pm und +4°C) entsprechend des Herstellerprotokolls ve
wendet. Die DNA-Konzentration in pg/pl wurde tbee dbei 260 nm photometrisch be-
stimmte optische Dichte ermittelt. Eine Extinktiemsheit bei 260 nm (ORy) bei einer
Schichtdicke von 1 cm entspricht einer Gesamt-DN#kentration (dsDNA) von 0,05
pna/ul, wobei die Konzentrationsbestimmung autorohterfolgte. Es wurde des Weiteren auf
das Verhaltnis der optischen Dichten bei 260 nn2&d nm geachtet, anhand welchem man

den Reinheitsgrad der DNA erkennen kann (optim&). 1
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4.2.2. Genotypisierung

Die Verifizierung des nukledren Genotyps aller l&én wurde mittels MentygeNonaplex
PCR mit freundlicher Untersitzung der AG Prof. Szibimstitut fur Rechtsmedizin der Otto-
von-Guericke-Universitat, durchgefuhrt. Hierzu wemdder Geschlechtsmarker Amelogenin
(Amelo) sowie diverse polymorphe, chromosomale MarkD3S1358, D8S1179, ACT-
BP2(SE33), THO1, FIBRA, D21S11, D18S51 und VWA)gaisetzt. Die nahere Analyse des
Y-Chromosoms erfolgte mit dem Mentype® Argus Y-MH,Knit dem die folgenden Marker
untersucht wurden: DYS19, DYS385-1, DYS385-11, DY8S3ll, DYS390, DYS391, DYS392
und DYS393. Ferner konnte durch Sequenzierungdgpervariablen Region 2 (hvr 2) der
mitochondrialen D-Loop das mitochondriale Genom dar2/D1-Tumorzellen von demjeni-
gen aus Cybriden unterschieden werden.

Traten Allelverluste gemaf3 obiger PCR-Systeme dub@osomenarmen auf, die Gene der
antioxidativen Verteidigung enthielten, so wurde lbetreffende Lokus ndher analysiert. Dies
wurde nétig fur das Glutathion-Peroxidase-Gen (GRaudf Chromosom 3p. In diesem Fall
wurde ein intragenischer polymorpher Marker (Alargpeat) ausgenutzt. Eingesetzt wurden
die folgenden Primer und Bedingungen: 5-CTCCCCTASIGCTTGTTC-3", 5’ AGAAG
GCATACACCGACTGG-3" und 58°@nnealing-Temperatur.

Die homoplasmische mtDNA-Transition G11778A (Priem&HON- Mutation), konnte mit-
tels Restriktionsfragmentlangenpolymorphismus (RFWLd auch Sequenzierung nach-
gewiesen werden. Im Fall der Mutation G11778A saletedas EnzynSaN1 die mtDNA
nicht mehr. Des Weiteren sollte zu Beginn ebenfadls RFLP und Sequenzierung gepriift
werden, ob die Linie R3460-1 eine Mutation ihretaohondrialen DNA an der Nukleotid-
position 3460 enthalt oder nicht (Wildtyp). In deées Fall wird im Restriktionsverdau nur der
Wildtyp durch das EnzyBsaH1 geschnitten. Die prazise Erkennung und Quarsrfing der
6-FAM-markiertenPCR-Fragmente geschah tber eine Kapillarelektrophcaaédem 310 C-
Sequenzer. Der mitgefihrte ROX 500-Standard erdaeinte automatische Identifizierung der
Fragmentlangen (Wildtyp/Mutante) mit Hilfe des Pimmms Gene Scan (Applied Biosys-
tems). Die Bestimmung deSommon Deletion-Bruchpunkts (143B.TK(-)-mut Cybrid) er-
folgte durch einéPrimer-Shift-PCR, bei der im Fall einer Deletion ein 350 bp FRnagt mit
den Primern 5-CCCCTCTAGAGCCCACTGTA-3" und 5 -GAGCGATAGGCGCTTGT-
C-3" unter den folgenden Bedingungen amplifizieurae: initiale Inkubation des Reaktions-
ansatzes bei 50°C fur 2 Min., Aktivierung deot-Sart Polymerase (95°C fur 15 Min.), 40
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Zyklen der Denaturierung (95°C), PrimeranlageruAgnéaling, 55°C) und Polymerisation
(72°C) fur je 30 Sekunden. Der Nachweis der Detetiod der Reinheit des Produkts erfolgte

auf einem 8%-igen, silbergefarbten Polyacrylamidgel

Zur Uberprufung des Heteroplasmiegrades, als deb@taisses von mutierter zu Wildtyp
MtDNA, wurde eindReal-Time PCR (s. 4.2.7.) auf hvr 2 ur@€D durchgefiihrt. Hierbei ampli-
fizieren die hvr2-Primer die gesamte mtDNA (sowwVildtyp als auch Mutante), wahrend
die CD-Primer nur diejenigen Anteile der mtDNA vervielig#n, die einecommon deletion
tragen. Liegt beispielsweise eine DNA vor, die dahCD-Primern einen um 2 Zyklen hohe-
ren G-Wert hat, im Vergleich zu den hvr2-Produkten, d#tnin diesem Fall ca. 25% der
MtDNA deletiert. Fur eine bessere Schatzung deertdptasmie wurde jedoch berucksichtigt,
dass der Amplifikationsfaktor pro PCR-Zyklus in dReealitéat unterhalb des Wertes zweli
bleibt. Ferner muss eine mdglichst geringe Differdieser Faktoren zwischen beiden PCR-
Systemen Uberpriuft werden. Zu diesem Zweck wurdgraitnte Verdlinnungsreihen von
hvr2-Region undCD-Bruchpunkt mitgefuihrt, welche eine Berechung dERFEffizienz er-
lauben (Schoeler et al., 2005).

4.2.3. RNA-Isolierung (Trizol)

Bei der Extraktion der Gesamt-RNA aus Zellen wurd&se zunachst in ein ml einer mono-
phasischen Phenol-Guanidinisothiocyanatldsung ¢rik/siert, wodurch die Zellen aufge-
schlossen, Proteine und RNasen denaturiert undppiiéz bzw. inhibiert werden. Durch
Zugabe von 200 pl Chlorofrom, kurzer Inkubation3(24in. bei Raumtemperatur) und an-
schlieRender Zentrifugation (10.000m, +4°C, 15 Min.) separierte man die Losung in eine
wassrige Phase, welche die RNA enthielt, und emgarasche Phase. Nach Isolierung der
wassrigen Phase wurde die RNA durch Zugabe vonub@§bpropanol pro 600 pl Volumen,
Inkubation von 10 Minuten bei Raumtemperatur undchheliende Zentrifugation (10.000
rpm, 20°C, 10 Min.) gefallt. Es folgte ein Waschsahmiiit 70%-igem Ethanol und eine kurze
Trocknungsphase. Nach Aufnahme in DEPC-Wasser 180-ul) I6ste man die RNA durch
10-minutige Erwarmung auf 55-60°C (Thermomixer) am$chlielRende Abkuhlung auf Eis.
Die Gesamt-RNA-Konzentration wurde photometrisclootometer) bestimmt. Die Lager-
ung der RNA erfolgte bei -80°C.
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4.2.4. cDNA-Synthese (Reverse Transkription)

Mittels reverser Transkription ist man in der LagasmRNA (Gesamt-RNA) cDNA herzu-
stellen, welche man im weiteren Verlauf fur die Enftihrung von z.B. eindReal-Time PCR
oder dem Einklonieren von eukaryotischen Genenrakdtyoten bendtigt. Fir die Synthese
der cDNA wird eine RNA-abhangige DNA-Polymerases dogenannte Reverse Transkrip-
tase, benutzt.

Die Herstellung von cDNA erfolgte in einer 20 pldRéon aus 500 ng Gesamt-RNA nach
dem folgenden Protokoll. Die Reverse Transkriptheadtigt zur cDNA-Synthese einen
RNA-Einzelstrang, ohne Sekundarstrukturen, westmliGesamt-RNA (Probe) fir 10 Minu-
ten auf 70°C erhitzt (Denaturierung) und funf Miemitauf Eis abgekuhlt wurde. Anschlie-
Rend wurde der folgende Reaktionsmix zu 16,35 pb®r(= 500 ng RNA in DEPC4®)
gegeben: 1pl Desoxynukleotid-Mix (je 10 mM)

0,4 ul Random Primer (500 pug/ml Hexanukleotide)

2 ul Reaktionspuffer (10-fach konzentriert)

0,25 pl MulVMoloney Murine Leukemia Virus)-Transkriptase
und das Gemisch fur 55 Minuten bei 42°C und 15 Minwei 70°C erhitzt.
Eine PCR auf 32-Mikroglobulin wurde verwendet, uim Hffizienz der cDNA-Synthese zu

Uberprifen.

4.2.5. PCR

Bei der PCR wird ein kurzer, genau definierter Tiles DNA-Strangs mittels spezifischer
Oligonukleotide, sogenannt@&mimern, und hitzebestandiger Enzyme, wie diag- oderPfu-
Polymerase, amplifiziert. Die Produkte kdnnen aheBlend auf einem Polyacrylamidgel
durch Silberfarbung visualisiert werden.

Die entsprechenden Sequenzen der Primer sind Batét 2.8 zu finden. Das folgende Pro-
tokoll wurde zur Durchfuhrung der PCR auf R32-Mikiamulin verwendet, wobei der 25 pl
Reaktionsansatz auf andere P@ertragbar ist, durch Anderung d&mnealtemperatur, ge-
mass Punkt 3.2.:

35



4. Methoden

Reaktionsansatz:
2,5 ul Puffer
1pl cDNA oder 50-100 ng DNA
2ul (=300 nM) Vorwartsprimer
2ul (=300 nM) Ruckwartsprimer
2ul (=je 200 uM) Nukleotidmix
1,5 pl (=1,5mM) MgCl
0,1 pul (= 0,3Jnits) DNA-Polymerase
13,9 ul HO

Thermische Bedingungen:
95°C fur 10 Minuten
94°C fur 1 Minute (Denaturierung)
55°C fur 1 Minute (Bindung der Primérinealing) 30 Zyklen
72°C fur 1 Minute (Extension)
72°C fur 5 Minuten
4°C o

Die erhaltenePCR-Produkte wurden mittels Gelelektrophorese (s.etten Abschnitt) auf
einem nicht-denaturierenden 8%-igen Polyacrylamidgégetrennt, anschlie3end durch Sil-
berfarbung sichtbar gemacht und auf ihre Grél3e Raehheit (Detektion bzw. Ausschluss
von Artefakten) Uberprift. Zur Langenbestimmung aeueine Hae IlI-Spaltung vabX-174-
DNA als Standard mitgefthrt.
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4.2.6. Polyacrylamidgele und Silberfarbung

Polyacrylamidgele werden eingesetzt um Proteine. l2MA-Fragmente entsprechend ihrer
molekularen Grol3e elektrophoretisch aufzutrennerddr vorliegenden Arbeit wurden 8%-
ige Polyacrylamidgele zum Nachweise von PCR-Pragtukizw. 10%-ige oder 12%-ige Gele

zur Durchfihrung von Western Blots (s. Abschnig.2.) verwendet.

Gelzusammensetzung:
8%-ige PAA-Gele: gegossen zwischen zwei Glaggattit 0,5 mm dickeSpacern auf
Tragerfolie
22,8 ml Acryl-PDA
17,2 ml Tris-Puffer
400 pl 10%-ige Ammoniumpersulfat (APS)-L6sung
40 ul TEMED

Laufbedingungen: 5 Watt fur 20 Min., danach 15 Mé& zum Ende in einer Multiphor 11-
Horizontal Elektrophorese

Zur Fixierung der DNA-Produkte wurde das Gel fuMiuten in 3%-iger Salpetersaure-
I[6sung inkubiert und dreimal mit Aqua dest. gespid folgte eine 20-minutige Lagerung in
frisch angesetzter Silbernitratlésung (2 g/l in Aqidest.), mit dreimaligem Spulen in Aqua
dest. Die Entwicklung bis zur Sichtbarkeit der Bamdiand in der entsprechenden Entwickler-
I6sung (s. Kap. 3.6.) statt und wurde durch zweirge Inkubation in 10%-iger Essigséure
gestoppt. Es schloss sich ein dreimaliger Spuldcmit Aqua dest. an. Zur Konservierung
des Gels wurde dieses fiur funf Minuten in 5%-iggac8tinldsung gegeben.

4.2.7. Quantitative PCR(Real-Time PCR)

Die Real-Time PCR (RT-PCR) beruht auf dem Prinzip der herkommlichen PCR,ddigiber
hinaus jedoch die Quantifizierung der Produktecdufluoreszenzsmessungen am Ende jedes
Zyklus, beinhaltet (Higuchi et al., 1993, Ginzing2002). Der Fluoreszenzsfarbstoff SYBR-
Green interkaliert in die DNA, wodurch die Fluoreszenmportional mit der Menge des
PCR-Produktes zunimmt (Wittwer et al., 1997). Nadbschluss deRT-PCR wurde zur
Reinheitsbestimmung des Produkts eine Schmelzkanadyse durchgefuhrt. Die Bestimm-
ung der Kopienzahl einer Nukleinsduresequenz ierenologischen Probe geschieht dabei

durch Vergleich mit einer Standardkurve auf deri®des logarithmischen Zusammenhangs
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zwischen Kopienzahl und «@Vert (Zykluszahl, bei der ein Fluoreszenzsignaitraeals er-
scheint). Die Kopienzahl in einer biologischen Rrditingt jedoch auch von der exakten ein-
gesetzten DNA-Menge und der Effizienz der cDNA-$®gse ab. Daher wird zur Quantifizie-
rung in der Regel ein Referenzgéto(se-keeping-Gen, z.B. [32-Mikroglobulin (R2MG), Ak-
tin, Tubulin, etc.) mit herangezogen. Die Angabefolgten in der vorliegenden Arbeit als
Quotient der Kopienzahl von Zielgen und 32MG, sofen Ergebnisteil nichts anderes ange-
geben wurde.

Zu Beginn des Versuchs wurde jeweils eine Standirer(10, 1 und 16 Kopien pro pl)
aus dem PCR-Produkt des zu untersuchenden GensMn80OD) bzw. einem entsprech-
enden Plasmid hergestellt. Der Berechnung der Kapiel wurde dabei die DNA-Konzen-
tration in pug/ul zu Grunde gelegt. Ausgehend dak@mmte durch das durchschnittliche Mo-
lekulargewicht eines Mononukleotids, von 326,96 @/rdie Molaritat bestimmt werden und
anhand der Avogadroschen Konstante$N\6,022 x16%mol) die Kopienzahl pro pl. Die
Verdiinnung erfolgte mit DEPC-Wasser, wobei dek3tandard als Stammlésung zum Her-
stellen der beiden anderen Standards diente. lindéal Referenzgens [32-Mikroglobulin
konnte auf Plasmide, welche uns das Institut fiihélagie der Universiat Magdeburg freund-
licherweise zur Verfigung stellte, zurtckgegrifiearden.

Die Bestimmung demRNA-Menge des jeweiligen Gens erfolgte mitt€gcling in der RT-
PCR unter Verwendung des Fluoreszenzfarbstoffs SY@Ren. Der folgende Reaktions-
ansatz, welcher auf 98 Reaktionen ausgelegt wad, V@rwendung:

810,1 ul Quanti Tect KitMaster Mix, inkl. SYBR-Green und Polymerase)

98 ul VorwartsPrimer

98 ul Ruckwart$2rimer

519,4 ul DEPC-BD
Die Einzelproben wurden in dreifacher Wiederhol§hgpletts) gemessen, wobei je ein ul
der cDNA eingesetzt wurde. DiET-PCR wurde anschliel3end unter den folgenden Tempera-
turbedingungen durchgefuhrt: 50°C fur 2 Min., 952%€ 15 Min., je 40 Zyklen bei 95°C flr
30 Sek. und 58°C fur 30 Sek., abschlieRend 72°Q fdin.. Hierbei ist zu beachten, dass die
Annealing-Temperatur von Primer zu Primer variiert (s. Abscha.). Die Reinheit der Reak-
tionsprodukte wurde anhand der Schmelzkurven n@chyklen Uberprift. Die Bestimmung
der Grundlinie und Berechnung der Kopienzahl et®lgit Hilfe der ABI Prism SDS 7000-
Software automatisch.
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4.2.8. Mikrotiter-Tetrazolium-Test (MTT-Test)

Die Bestimmung der Zytotoxizitat diverser (toxisgh8ubstanzen, wie z.B.,B,, Paraquat,
Benzylviologen, wurde mittels eines MTT-Test durefidrt.

Das dem Test zugrunde liegende Prinzip beruht auRe&duktion des Tetrazolium-Rings des
Farbstoffs MTT (3-(4,5-Dimethyldiazol-2-yl)-2,5-dipnyl-tetrazolium-bromid) durch z.T.
mitochondriale Reduktasen der lebenden Zellen,izene sichtbaren dunkelblauen Forma-
zan-Reaktionsprodukt, welches sich in den Mitochi@mdablagert. Die Umsetzung des Sub-
strats ist dabei proportional zur Anzahl der lelmmdellen. Durch Solubilisierung mit einem
unpolaren Losungsmittel, z.B. DMSO, wird das Forammodukt in eine dunkelviolette L6-
sung Uberfuhrt, deren Absorption photometrisch gfiziert werden kann (Mosmann, 1983;
Carmichael et al., 1987).

Zur Durchfihrung des MTT-Test an undifferenzier@&sllen wurden diese in der gewun-
schten Dichte (3.000-4.500/Loch) in eine 96-Locttplam adaquaten Medium eingesat und
Uber Nacht bei 37°C inkubiert. Im Fall der kurzdéferenzierten Zellen wurden zu Beginn
4.000-5.000 Zellen pro Loch in eine 48 Lochplaiteyesat. Nach viertagiger Behandlung mit
RA in Neurobasalmedium (s.0.) erfolgte ein Mediurolsel (Neurobasalmedium ohne Anti-
oxidantien), indem die Zellen vor Applikation deoxén fur sechs Stunden inkubiert wurden.
Die Zugabe der zu testenden Substanze®{HParaquat, Benzylviologen, etc.) erfolgte da-
nach. Hierzu wurde eine Stammlésung hergestellh, der ausgehend die entsprechenden
Konzentrationen (s. Ergebnisteil) pro Loch hinzugeen wurden. In allen Fallen wurde eine
unbehandelte Lebendkontrolle mitgefihrt. Nach desgrechenden Inkubationszeit (24 bzw.
48 Stunden) bei 37°C im Brutschrank wurde der MTéstTdurchgefuhrt.

Hierzu wurde eine 1,5 mg/ml MTT-Stammldsung in Medihergestellt, und diese im Volu-
menverhdltnis 1:1 zu den zuvor behandelten Zekkgegen (finale Konz.: 0,75 mg/ml). Nach
zweistundiger Inkubation bei 37°C im Dunkeln wudds Medium abgesaugt. Durch Zugabe
von DMSO (ein Volumenteil) und 15-minttiger Inkuiost auf dem Schittler wurde der
Farbstoff extrahiert. Es folgte eine MessuBd}IGA Reader) der Absorption bei 562 nm, so-
wie 620 nm als Referenzwert. Der Prozentsatz derléifrenden Zellen wurde durch Bildung
des Quotienten der Absorptionswerte mit dem Wanereunbehandelten Lebendkontrolle

errechnet.
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4.3. Biochemische Methoden

4.3.1. Proteinbestimmung

Verwendet wurden, je nach Anwendungsgebiet, zwescheedene, kolorimetrische Metho-
den zur Messung der Proteinkonzentration.

4.3.1.1. Proteinbestimmung nach Bradford (1976)

Die Bestimmung des Proteingehalts mittels des ®nghmethan-Farbstoff Coomassie-
Brillant-Blau G-250 fand bei den Western Blots Vendung, da hierbei stérende Einfliisse,
wie z.B. durch Detergenzien (z.B. SDS) und Reduistioittel (DTT), im Vorfeld ausge-
schlossen werden konnten.

Bei dieser Methode bildet der ungebundene FarbstMfohl mit den kationischen, als auch
den unpolaren, hydrophoben Seitenketten der Peotrisaurer Losung Komplexe, wodurch
der Farbstoff in seiner unprotonierten, blauen&ftdfm stabilisiert wird. Hieraus ergibt sich
eine Verschiebung des Absorptionsmaximus auf 595 weilches photometriscHEI SA-
Reader) bestimmt werden kann. Die Referenzmessumdewbei 470 nm durchgefuhrt. An-
hand einer mitgefihrten Standardreihe mit BSA (@; ©,25; 0,5; 1,0; 1,5; 2,0 und 3,0
mg/ml) wurde die Proteinkonzentration ermitteltr Zaurchfihrung legte man 5 ul des Pro-
teinlysats in einer 96-er Mikrolochplatte vor undbg200 ul Bradfordreagenz hinzu. Nach
funfmindtiger Inkubation bei Raumtemperatur erfelglie Messung bei 595 nm und 470 nm
als Referenzwert.

4.3.1.2. Proteinbestimmung nach Biuret

Eine weitere, vielfach angewandte Methode zur Brgéhaltsbestimmung beruht auf der
Biuret-Reaktion. In diesem kolometrischen Assay gtaxieren zwei Biuret-Molekiile ein
Kupferkation. Hieraus ergibt sich eine tief-viogetfarbung der Lésung, welche sich photo-
metrisch messen las$L( SA-Reader). Analog zur Proteinbestimmung nach Bradweurde

in diesem Verfahren ebenfalls anhand einer BSAdtatkurve die Proteinkonzentration
berechnetAnwendung fand dieses Verfahren fur ATP-Messungy-GPRGR-Aktivitdtsmess-
ung, SOD-Messung und Caspase-3 Assay. Zur Duraiighwurde das Biuret-Kit (DC Pro-
tein Assay, BioRad) geméss den Herstellerangabenewelet. Die Messung der Protein-

konzentration erfolgte mittels ein&d |SA-Readers bei den Wellenlangen 750 nm und 450
nm als Referenz.
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4.3.2. Western Blot

Den Transfer von gelelektrophoretisch aufgetren®eteinen auf eine Tragermembran, z.B.
Nitrocellulose, bezeichnet man als Western Blotr §@ezifische Nachweis auf der Trager-
membran kann durch verschiedene analytische Venfalwnie Immunodetektion (Reaktion

mit spezifischen Antikbrpern) erfolgen.

4.3.2.1. SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDSABE)

Die Zellen wurden in der gewiinschten Dichte auggjelend behandelt. Am Versuchstag
wurden sie nach einmaligem Waschen mit Kalzium/ &fesgumfreien PBS aus den Flaschen
mittels eines Schabers (Rubber Policeman, Nuncaleert und fir 10 Min. bei 1.00pm
und +4°C pelletiert. Der Uberstand wurde verworfBas Zellpellet wurde in 50-100 pl
PBS/EDTA aufgenommen. Zum vollstdndigen Aufbrecden Membranen wurde das Ge-
misch fur eine Minute in Pulsen sonifiziert. ZurllBgerung der Zellfragmente schloss sich
ein weiterer Zentrifugationsschritt (5 Min. bei @0rpm und +4°C) an.

In der vorliegenden Arbeit fand das diskontinugré SDS-Polyacrylamidsystem nach Laem-
li (Laemmli et al., 1970), mit 10-12%-igen Polyalenyid-Trenngelen Anwendung. Die Mini
Trans-Blot Cell Apparatur von BioRad wurde zum @eltler Gele (max. Grosse: 7,5 x 10

cm) verwendet.

Sammelgel:
Acrylamidkonzentration in Prozent 5
30% Acrylamid + 0,8% Bisacrylamid  (ul) 330
0,625 M Tris/HCI, pH: 6,8 (v 400
0,5% SDS (ul) 400
bidest. HO (e 870
TEMED (1) 2
10% APS (1D 10
Trenngel:
Acrylamidkonzentration in Prozent 10 12,5
30% Acrylamid + 0,8% Bisacrylamid  (ml) 2,0 2,5
1,88 M Tris/HCI (pH 8,8) (ml 1,2 1,2
0,5% SDS (ml) 1,2 1,2
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bidest. HO Il 1,6 11
TEMED (uh 5 5
10% APS (1)) 30 30

Zunachst wurde durch einminttiges Erhitzen auf ©0D° einem reduzierenden thiolhaltigen
Probenpuffer ([3-Mercaptoethanol) die Sekundér- Tediarstruktur der Proteine aufgebro-
chen. Der biotinylierte Gré3enmarker wurde zwei i@n gekocht. Sofortiges Abkthlen auf
Eis sollte die Beibehaltung des denaturierten Zwst@yarantieren.

In dem anschlielBenden elektrophoretischen Verfat@@rnMin. bei 10 mA, 50 Min. bei 25
mA) migrierten die negativ geladenen Proben dusshwlie ein Sieb wirkende Gel, wobei die
kleinen, leichteren Proteine schneller wandertendajenigen hoheren Molekulargewichtes.
Zum Transfer der Proteine auf eine Nitrocellulosermean wurde das Mini Transbl@ell-
System von BioRad unter den folgenden Bedingungewendet: 2 h bei 200 mA in Blot-
puffer (s. 3.6.) bei Raumtemperatur. Durch einmgitFarbung mit 0,2%-iger Ponceaurot-
Losung wurden die Proteinbanden auf der Nitrocetlieinembran sichtbar gemacht.

4.3.2.2. Proteindetektion mittels Immunreaktion

Durch Inkubation der Nitrocellulosemembran fur z8&inden bei Raumtemperatur auf dem
Schuittler in Blockierungslosung (4,5% Magermilclyaulin 1XTBST) wurden die freien Bin-
dungsstellen der Membran abgesattigt. Die Inkubatidt dem polyklonalen Primé&ranti-
korper in der erforderlichen Konzentration (s. K&p4.) erfolgte bei +4°C Gber Nacht auf
dem Schiuttler. Ungebundener Antikorper wurde dwiehmaliges Waschen (2 x 5 Min., 2 x
10 Min.) mit TBST entfernt. Die Membran wurde ariggbend fur 1-1,5 Stunden mit dem
Meerrettichperoxidase (HRP)-gekoppelten Sekundéaper bei Raumtemperatur inku-
biert, woran sich Waschschritte in 1XTBST nach admgen Schema anschlossen. Die spezi-
fische Immunreaktion wurde durch Chemiluminiszeizhtbar gemacht. Zu diesem Zweck
wurde da€=CL (enhanced chemiluminiscence)-Kit verwendet, bei dem die Blotmembran fur
eine Min. inECL-L6sung inkubiert wurde. Der Blot wurde zusammenheiem Rontgenfilm

in eine Filmkassette gelegt. Nach entsprechendpogittonszeit (20 Sek. bis 30 Min.) wurde
der Film entwickelt und konnte mit dem Programm Qg 1 (BioRAD) densitometrisch

ausgewertet werden.
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4.3.3. Enzymaktivititsmessungen

4.3.3.1. Glutathionperoxidase (GPx)

Die Messung der GPx-Aktivitat erfolgte durch Anwend des kolorimetrischen BIOXY-

TECH® GPx-340" Kit, gemass den Herstellerangaben. Der Nachweishbauf einer indi-

rekten Messung der GPx-Aktivitat in einer zweiggef Reaktion:

1. GPx-katalysierte Reduktion einer organischerofdverbindung zum korrespondieren-
den Alkohol durch reduziertes Glutathion

GPx
R-O-O-H + 2 GSH » R-O-H + GSSG +40

2. Reduktion des dabei entstandenen GSSG durch NARdalysiert durch das Enzym
Glutathion-Reduktase (GR)
GR
GSSG + NADPH + H » 2 GSH + NADP

Da die Konzentrationen der Substrate R-O-O-H, G&8t#HMADPH hoch gewéhlt und das
Enzym GR im Uberschuss zugesetzt wurde, war diei@saktion nur durch die GPx-Ak-
tivitat limitiert, die somit gemessen werden konnte

Die NADPH-Oxidation fiihrte zur Abnahme der Absooptibei 340 nm (&), welche pho-
tometrisch (Caryl00) in Zeitabhangigkeit (kinetisch) gemessen wurde (nmial. Die
Verminderung der Absorption ¢4) ist proportional zur GPx-Aktivitat der Probe. Ch-
zymaktivitat wurde auf den Proteingehalt normierngl/min/mg).

4.3.3.2. Glutathionreduktase (GR)

Fur die Bestimmung der Glutathionreduktaseaktivitéitde das BIOXYTECH® GR-34{-

Kit von Oxis Research entsprechend der Herstelfedaen verwendet. In einer GR-kata-
lysierten Mehrschrittreaktion wird NADPH zu NADBXxidiert.

Glutathionreduktase
GSSG + NADPH + H » 2 GSH + NADP
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Eine Einheit(Unit) der GR-Aktivitat ist dabei durch die Menge an Emzgefiniert, die die
Reduktion von einem Mikromol GSSG pro Minute befQ5und pH 7,6 katalysiert. Die Re-
duktion von GSSG wird dabei indirekt tber die Oxiola von NADPH gemessen (Cary 100).
Dies wird als Abnahme der Absorption bei 340 nm4sitverlauf (nmol/min) dargestelit.
Abschlie3end erfolgte eine Normierung auf den Ragehalt (hmol/min/mg).

4.3.3.3. Superoxiddismutasen (CuZnSOD, MnSOD)

Die Enzymaktivitditsmessung der Superoxiddismutagdn,sowohl MNnSOD als auch CuZn-
SOD, erfolgte mittels eines kolorimetrischen Veré&ts, bei dem das Substrat Pyrogallol
autoxidiert wird. Die Superoxiddismutasen inhibredabei diese Autoxidation, weil das Su-
peroxidradikal an dieser Reaktion als Zwischenshéteiligt ist (Ein-Elektronschritt). Die
Extinktion des farbigen Oxidationsprodukts des Bgitmls kann photometrisch bei 420 nm
bestimmt werden (Marklund und Marklund, 1974).

Pyrogallol + Q > Autoxidation, > Oxidationsprodukt
tr@, als Zwischenprodukt (420 nm)
SOD
202H BHO, + O,

Zur Messung der reinen MnSOD-Aktivitat kann die @&DD irreversibel durch KCN inhi-

biert werden.

Es wurde eine wassrige 8 mM Pyrogallollésung artigesmd ihre genaue Konzentration mit
H,O so eingestellt, dass der Absorptionsanstieg muaéen beschriebenen Messung ohne
Zellextrakt AA/ Minigos wer) bei 0,02 + 0,002 lag (Referenzwert). Das Lysailé@bierte Zel-
len in 500 ul 1xPBS aufgenommen und ultraschalliemdrde 1:200 mit Reinstwasser ver-
dunnt. 16,6 ul der Probe wurden mit 950 pl Prob#apwersetzt. Bei 25°C wurde die Reak-
tion durch Zugabe von 33,3 ul Pyrogallollésung gest. Die Verminderung des Absorpti-
onsanstieges gegentber dem Referenzwert wurdaskingtemessen (Cary 100). Dazu wurde

der Absorptionsanstieg\@&/min) aus dem linearen Bereich berechnet. Eindh&irbezeich-
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net dabei die Enzymmenge, die nétig ist, um ein&o-igde Inhibierung der Pyrogallol-
Autoxidation zu erreichen, d.h. eine Senkung desofftionsanstiegs auAA/Min =
YLAAIMIN 1009 (halber Referenzwert). Nach Multiplikation mit devierdinnungsfaktor der
Probe im Messpuffer wurden die Werte schliel3lichdéel Proteinkonzentration normiert.

4.3.4. Caspase-3 Assay

Die Bestimmung der Caspase-3 Aktivitat kann tUbeeizgvundlegende Methoden erfolgen.
Einerseits lasst sich per Antikdrper auf Proteimeb@NVestern Blot) gespaltene, d.h. aktive,
Caspase-3 nachweisen. Andererseits kann man aeih dlnorimetrischen Assay zurtick-

greifen. Da dieser die vergleichsweise sensitindethode ist, wurde dieses Verfahren ange-

wendet.

Das Prinzip des Tests beruht auf der Hydrolyse Rigstidsubstrats Acetyl-Asp-Glu-Val-7-
Amido-4-Methylcoumarin (Ac-DEVD-AMC) durch Caspa8gwelches zur Freisetzung des
fluoreszierenden 7-Amino-4-Methylcoumarin (AMC) fith

Caspase 3
Ac-DEVD-AMC » Ac-DEVD + AMC

Das fluorimetrische Caspase 3 Assay Kit von Sigmade entsprechend der Hersteller-
angaben, unter Einsatz von 9,46 pug Protein pro Wgss/erwendet. Die Messung des freige-
setzten AMCs erfolgte bei 400 nm (Exikation) und $0n (Emission) mit einem Safifduo-
reszenz Reader (Tecan, Crailsheim). Die Messwerte wurden auf mggéh normiert.

4.3.5. ATP-Messung

Zur quantitativen ATP-Bestimmung wurde das ATP-Bininiscence Assay Kit CLS Il (Ro-

che) verwendet. Hierbei wird in einer ATP-abhangigeeuchtkéafer-Luziferase katalysierten
Reaktion das Substrat D-Luciferin oxidiert, wodueshzu einer Freisetzung von Bioluminis-
zenz kommt. Das freigesetzte, griine Licht hat ems8ionsmaximum bei 562 nm und ist

direkt proportional zur ATP-Konzentration.

D- Luciferin+ ATP+ @ ——  Oxyluciferin + AMP + Pyrophdsx + CQ + Licht
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Die Durchfiihrung der Messung erfolgte geméss deyaBan des Herstellers in einem Lum-
inometer (TD-20/20 DLReady). Normiert wurde der AGRhalt auf die Proteinkonzen-

tration der jeweiligen Probe.

4.3.6. Bestimmung von Laktatkonzentrationen
Die Laktatkonzentration im Medium wurde mittels esngekoppelten Enzymassays indirekt
bestimmt (modifiziert nach Noll et al., 1984). lreser zweistufigen Reaktion wird zunachst
in Anwesenheit von L-Laktatdehydrogenase (L-LDH)s daLaktat durch Nikotinamid-
adenindinukleotid (NAD) zu Pyruvat oxidiert. Die umieser Reaktion gebildete NADH-
Menge ist hierbei dquimolar zu dem im Medium en#dran Laktat und stellt die Messgrof3e
dar. Die Bestimmung des NADH-Gehalts erfolgte phwtrisch bei 340 nm.

L-LDH
1) Laktat + NAD < » Pyruvat + NADH + H

In dieser Reaktion liegt das Gleichgewicht weitebnd auf der Seite des Laktats. Um es auf
die Seite des Pyruvats zu verschieben, wird inreiaégleichen zweiten Reaktion durch U-
berschuss von Glutamat-Pyruvat-Transaminase (GPGegenwart von L-Glutamat das Py-
ruvat abgefangen.
GPT
2) Pyruvat + L-Glutamat® »  L-Alanin + 2-Ogloitarat

Zur Durchfuhrung wurden je 250 pl Mediumiberstand unbehandelten bzw. behandelten
Zellen abgenommen und bis zur Messung bei -18°fQefiren. Der folgende Reaktions-
ansatz lag der Messung zu Grunde:

80 ul  Probe (bzw. Medium als Kontrolle)

30 ul RB-NAD-L6sung (37,7 mM in4@)

250 pl Glutamat-Puffer (0,76 M Glutamat in® pH 8,9)

30 pl  Glutamat-Pyruvat-Transaminase (15 U)

700 pl Aqua dest.

Der Reaktionsansatz wurde fur 10 Minuten bei Rammperatur inkubiert und anschlie3end
die Extinktion (Basalwert) bei 340 nm gemessen ya&0). Zum Starten der Reaktion wurde
2 pl Laktatdehydrogenase (21 U) hinzugegeben uedEdtinktion bei 340 nm kinetisch

(Steigung) gemessen. Die Steigung der vom Photonaetigezeichneten Geraden ©OD
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340/min) wurde jeweils innerhalb eines konstanteitf@nsters zwischen drei und sechs Mi-
nuten bestimmt. Die Darstellung erfolgte nach Urhremg in mM Laktat anhand des durch

Laktat-Standard-Losungen bestimmten Eichfaktors.

4.3.7. Bestimmung des Gesamtglutathiongehalts

Zur Messung des Gesamtglutathiongehalts wurdeMéetbode angewendet, bei der das pho-
tometrisch messbare Produkt TNB durch die ReduktanmDTNB durch GSH entsteht (An-
derson, 1985; Bergemeyer, 1985; Baker, et al., 1990

Durch die von GSSG-Reduktase katalysierte ReduktitnGSSG zu GSH wird das oxidierte
Glutathion im Reaktionsansatz mitgemessen, undtsteniGesamtglutathiongehalt bestimmt
(s. u.). Der spezifische Nachweis von oxidiertemat&hion (GSSG) erfolgt durch die Umset-
zung eines Aliquots der unbekannten Probe mit 2Agyridin, welches mit der reduzierten
Form (GSH) irreversibel reagiert und diese daherdmr Reaktion entfernt.

DTNB 2 GSH NADP
X XA GSSG-Reduktase
TNB « GSSG NADPH/H

Abb. 8: Gesamtglutathionbestimmung mit der DTNB-Mete, modifiziert nach Baker et al.,
(1990).

Die Zellen wurden pelletiert und anschlielend 10 $0 1 x PBS aufgenommen. Zu einem
200 pl Aliquot wurde zur Proteinfallung Sulfosalsgure (SSA, 3,3% final) zugegeben. Es
schloss sich ein Zentrifugationsschritt bei 14.00@ fir sechs Min. zur Pelletierung des Pro-

teins an.
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Fur die GSH/GSSG-Messung aus dem Uberstand wundéolgende Reaktionsansatz ver-

wendet:

Gesamtglutathion GSSG

90 pl Uberstand

10 pl Triethanolamin (TEA)

4 ul Aqua dest. 4 ul Vinylpyridin

196 pl Glutathionprobenpuffer (Abschn. 3.6.)

Als Negativkontrolle wurde eine 3,3%-ige Sulfosglé&urelosung (SSA) an Stelle des Uber-
standes verwendet. Ausgehend von einer 2 mg/m|l&8 2mol/ pl) Stammlosung GSSG in
Aqua dest. wurde eine Standardreihe (0; 2,16; 4.838; 21,6; 43,2; 96 und 192 pmol GSSG/
50 ul) aufgebaut und mitgefuhrt. Je 50 ul des Aresatvurden in einer 96 Lochplatte vorge-
legt. Das Farbreagenz (je 100 ul, ZusammensetzuKgs 3.6.) wurde mittels einer Acht-

Kanalpipette zlgig hinzugegeben und die Extinkti@n405 nm kinetisch Gber 20 Min. bei

Raumtemperatur gemessen.

Zur Auswertung der Proben wurde der lineare Berdieh Extinktionszunahme der Proben
und Standards ermittelt. Aus den Differenzen detinkionswerte wurde die Zunahme der
Extinktion in mOD/Min. berechnet. Die Kalibrierungurde durch die Extinktionszunahme
der Standards (mOD/Min) erstellt, anhand dererGlehalt der Proben berechnet wurde. Ab-
schlieend wurde der Gesamtglutathiongehalt aufdeteingehalt (nmol/mg) normiert.

4.3.8. Bestimmung des zellularen Sauerstoffverbrabs

Mittels eines Oxygraphen (Oxygraph-2k) wurde demeBstoffverbrauch (pmol £5ek. und
ml) der Teratomcybride bestimmt. Die Zellen wurdeerzu in entsprechender Dichte, d.h.
0,85 Mio. fur RA-Experimente und 5 Mio. fur Expeente an undifferenzierten Zellen, in
DMEM in grof3en Flaschen eingesat und behandelt. M@sstag wurden sie enzymatisch
(Trypsin) abgelost, mit 1 x PBS gewaschen, heraetgrifugiert und der Uberstand ver-
worfen. Das erhaltene Zellpellet wurde in 500 xl Hanks Puffer aufgenommen und bis zur
Messung auf Eis gestellt. Unmittelbar vor dem Ekpent wurden die Gesamtzellzahl, sowie
der Anteil abgestorbener Zellen (Trypanblau), lesti. Die Zellsuspension wurde bei
14.000rpm kurz (max. eine Min.) zentrifugiert, der Uberstamaworfen und das entstandene
Pellet in zwei mIBrainmedium aufgenommen. Bei allen Experimenten wurde derrgesa

Ansatz zur Messung verwendet.
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Die erhaltene Zellsuspension wurde in die Kammer zlevor geeichten Oxygraphen Uber-
fuhrt und die kinetische Bestimmung des-\@rbrauchs unter definierten Bedingungen in
mehreren Intervallen durchgefihrt. An eine zwes tinfmindtige Vorlaufphase, in der die
Zellen die intern vorhandenen Substrate veratmetemlpss sich die Permeabilisierung der
Zellmembran durch Zugabe einer Digitoninldsung det Konzentration 5 mg/ml (je 2ul/
Mio. Zellen) an. Hierdurch sollte gewahrleistet dem, dass die nachfolgend in den Oxy-
graphen injizierten Substrate in die Mitochondmgangen. Durch Applikation von Malat (5
mM f. K.) und Glutamat (10 mM f. K.) sollte die Atmgskette indirekt tGber Bildung von
NADH stimuliert werden. Die aus diesen Substrataetstandenen Reduktionsédquivalente
(NADH) werden tber Komplex I in die Atmungskettesgleleust. Es wird somit eine Kom-
plex I-abhangige Atmung gemessen. AbschlieRend evaidP (2 uM f. K.) hinzugegeben,
um die OXPHOS maximal zu stimulieren. Die erhalteBegebnisse wurden auf den Protein-
gehalt der Proben, welcher mittels der Biuretmeghd@stimmt wurde, normiert (nmol
O2/Min./mg Protein). Durch Bildung des Respirationsffzienten (Atmung mit ADP versus

Substrate ohne ADP) sollte gezeigt werden, daskldachondrien nicht entkoppelt sind.

4.4. Statistische Auswertungen

Nach Ricksprache mit dem Institut fur Biometrie Wheldizinische Informatilder Otto-von-
Guericke Universitat Magdeburg erfolgten alle MabHvergleiche durch Anwendung einer
univariaten Varianzanalyse (ANOVA) auf dem Niveaan\p<0,05, mit anschlieRendem Tu-
key-Post-Hoc-Test. Im Falle von MTT-Assays mit aéter Noxenkonzentration, wurden
Dunnett-Post-Hoc-Tests fur die Vergleiche jeder xartration mit der unbehandelten Kon-
trolle derselben Zelllinie und der Tukey-Test fie &ergleiche der Zelllinien innerhalb einer
Konzentrationsstufe genutzt, alles unter einem iskgmzniveau von g0,05. Einfache paar-
weise Vergleiche zweier Gruppen geschahen mit d&tudent-Test fir ungepaarte Stich-
proben, ebenfalls auf dem Signifikanzniveau vef,p5. Alle statistischen Analysen erfolg-
ten mit dem Programmpaket SPSS, Version 13 (SP&&agb, USA).
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5. Ergebnisse
5.1. Etablierung von Zellkulturbedingungen

In der vorliegenden Arbeit wurden neben den LHONal@mcybriden in einigen Experimen-
ten als Referenz auch 143B.TK(-)-Osteosarkomcyhmdesiner besonders schweren Mutation
der mtDNA, der 5 kb gommon deletion”, bzw. der korrespondierende Wildtyp verwendai.
Beginn wurde versucht, die optimalen Zellkulturlbegingen zu etablieren, da es sich zeigte,
dass alle Teratomcybride in gewodhnlichem DME-Mediaioht optimal proliferierten bzw.
z.T. innerhalb kurzer Zeit ihr Wachstum einstelltexd abstarben. Durch eine Reihe von Me-
dientests ergab sich, dass die Proliferation @&éel Linien in DMEM mit hohem Glukosege-
halt (4,5 g/l), jedoch reduziertem Bicarbonatgehait 1,5 g/l (gegenuber 3,7 g/l), 10% fotalem
Kalberserum der Kategorie EU-Gold (PAA, Paschingte@eich), mit 4 mM Glutamin und 1
mM Pyruvat bei 5% C@am besten war.

Das Wildtyp-Cybrid CM wuchs jedoch auch in dieseradiim so schlecht, dass es nach eini-
ger Zeit aufgegeben und fur héhere Zellzahlen defiorde Versuche nicht weiter verwendet
wurde. Der Grund dieses selektiv schlechteren Waniss gerade bei einem Wildtyp-Klon, ist
bislang ungeklartAufféallige genetische Aberrationen fanden sich &sfE mit einigen Mikro-
satelliten-Markern nicht (s.u.). Fur aufwendigerer&tche standen demzufolge spater nur die
Parentallinie (kein Cybrid) sowie eine Revertar@gl{rid) als Wildtyp zur Verfigung. Unter
optimalen Wachstumsbedingungen konnten die Terat@nlalle zwei bis vier Tage im Ver-
haltnis eins zu vier bis sechs geteilt werden. Ziigabe von 50 pg/ml Uridin in das Medium
bei den LHON-Mutanten ergab keinen Unterschied gkt des Wachstums bzw. der Mor-
phologie und wurde aus diesem Grund weggelassemolRaie Uridin-Supplementation dem
Herausdriften heteroplasmischer mtDNA-Mutationers aellkulturen entgegenwirken soll,
war mit solchen Effekten bei den LHON-Mutanten aufgl ihrer Homoplasmie (100% mu-
tierte mtDNA) nicht zu rechnen. Trotzdem wurde @itlichen Abstanden stets die Homoplas-
mie der Linien 11778-1 und MD, mit der G11778A-Ts#ion, anhand der unten geschilderten
PCR-Technik Uberprift. Die 143B.TK(-)-Zellen sineh iGegensatz zu den LHON-Cybriden
heteroplasmisch (mtDNA nur teilweise mutiert), walbhin diesem Fall stets 50 pg/ul Uridin
zugesetzt wurde. Schon bei der Ubernahme bzw. zitpuhkt der Versuche lag der Hetero-
plasmiegrad der Linie GR bei nur etwa 22% (urspriinglich ca. 80%, nach Aegalmn Prof.
Wei) und war somit im Vorfeld um ca. 58% gesunk&n..Die 143B.TK(-)-Zellen wurden in
normalem DMEM mit hohem Glukose- und hohem Bicadigahalt (3,7 g/l) und 10% Serum

kultiviert.
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Die Teratomcybride unterschieden sich morphologedennbar untereinander umdn ihrer
parentalen Linie (Abb. 9). NT2/D1 und besonders Idd®N-Cybrid MD zeigten eine mehr
langlich-bipolare bis verzweigte Morphologie mit géitzen feiner Fortsatze im Phasenkontrast,
wahrend die Zellen des LHON-Cybrids 11778-1 eideksr symmetrisch-kubische Form hat-
ten und zuweilen auch eine Tendenz zum Wachsturoiim kleiner Zellinseln aufwiesen.

Die Linie MD wuchs als Einzigaicht bis zumMonolayer. Indes reagierten auch die anderen
Cybride sehr empfindlich auf Uberwachsen. Die Kngtu liberstanden in der Regel keinen
Monolayer-Zustand fur einen Tag und sauerten bei hoher Zélididas Medium sehr schnell
an (Gelbfarbung des Indikators Phenolrot). Die @saekomlinien CL; und CDn unter-
schieden sich morphologisch nicht voneinander (nggzeigt) und zeigten beide ein ahnlich

gutes Proliferationsverhalten.

Abb. 9: Ubersichtsbilder von NT2/D1-abgeleiteten Clyridzellen. A) NT2/D1, B) R3460-1, C)
11778-1 und D) MD, unbehandelt in DME-Medium mitriggertem Bicarbonatgehalt, 200-fache Vergrossgrun

Phasenkontrast.
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5.2. Genotypisierung

Zu Beginn der vorliegenden Arbeit wurden alle Cgbrizur Identifizierung auf ihren nuk-

ledren genetischen Hintergrund Uberpruft. Hierzudeweine Multiplex-PCR (Mentype Nona-

plex 1l PCR Kit auf PTC 100 Thermé&lycler) auf acht polymorphe, chromosomale Marker,

sowie den Geschlechtsmarker Amelogenin (Amelo) liyetihrt. Die Auftrennung der Fluo-

reszenz-markierten PCR-Produkte und die Identrfirig der Allele geschah auf einem Kapil-

larsequenziergerat (ABI310C) des Instituts fir Rectedizin der Otto-von-Guericke Universi-

tat mit freundlicher Unterstitzung durch Frau |Réete.

Anhand dessen konnte gezeigt werden, dass dieoherdizw. Osteosarkomcybride alle der

jeweils behaupteten parentalen Linie entstammtarsiel in allen Loci identische Allele auf-

wiesen (Tab. 1), abgesehen von den unten diskenidtisnahmen.

Amelo | D3S1358/D8S1179|SE33 | THO1 FIBRA |D21S11 |D18S51 | VWA
3p25.3 [8023.2 |6ql.42|11p15.5|40928.3 |21g21.1|18g11.1|12p13.31
NT2/D1 XY 15/16 13/15 17/18 9.3 23 30/31 14 18/19
NT2/D1-
Derivate
CM XY 15/16 13/15 17/18 9.3 23 30/31 14 18/19
11778-1 XY 15/16 13/15 17/18 9.3 23 30/31 14 18/19
MD XY 15/16 13/15 17/18 9.3 23 30/31 14 18/19
R3460-1 X 16 13/15 17/18 9.3 23 30/31 14 18/19
143B.TK(-)-
Derivate
CDut X X 15 14 21 6 24 31.2 17 17/18
CDmut X X 15 14 21 6 24 31.2 17 17/18

Tab. 1: Mentype Nonaplex-PCR zur Verifizierung des nukledra Genotyps der Cybride.

Dargestellt sind Namen und chromosomale Lokalisatier benutzten Marker (erste Zeile), sowie diejéiden

Marker gefundenen Allele (X, Y bzw. arabische Zable

Hierbei wurde festgestellt, dass die Linie R346@ibhen Verlust des Allels 15 (LOH) iMar-
ker D3S1358 auf Chromosom 3p25.3 aufwies. Auf die€dairomsomenarm liegt auch das Gen

fur die zellulare Glutathion-Peroxidase (GPx1),ckels fir die geplante Studie von Bedeutung
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war. Zur Sicherheit wurde daher mittels eines digehien intragenischen Markers (Alanin-
Repeat, s. Kap. 4.2.2.) geprift, ob das Gen sethrst chromosomalen Stickverlust betroffen
war. Dies war jedoch nicht der Fall, da das Alletten heterozygot geblieben w&erner hatte
diese Linie offensichtlichhr Y-Chromosom verloren, was durch die negativegeBnisse
einer PCR mit zehn Markern des Y-Chromosoms (s. K&h2.) bestatigt wurde. Die hypotri-
ploiden Teratomzellen weisen keinen vollig homoge&@hromosomensatz auf, weshalb es
vorstellbar ist, dass eine kleine Fraktion ebesfl#in Y-Chromosom besitzt. Solch ein Klon
wurde offenbar wahrend der Erzeugung dieses Cybaldktiert.

Zur Uberprifung des mitochondrialen Genotyps deidn NT2/D1, CM, R3460-1, MD, und
11778-1 im Bereich der bei LHON mutierten Komplet&é¢ne wurden einerseits Sequenzie-
rungen und andererseits spezifische PCR-RFLP-TestBuoreszierenden Primern auf einem
ABI310C Kapillarsequenzer durchgefuhrt. Die Abbitdgn 10 und 11 zeigen exemplarisch
einige Beispiele.

A) B)
GACGCCATAAAAC CAGTCACATC
% X
R3460-1 11778-1

Abb. 10: Sequenzierung der LHON-Cybridlinien R34601 und 11778-1 zum Nachweis

ihrer primaren LHON-Mutationen. A) Sequenz detinie R3460-1 (np3457- 3469), * = G bedeutet
keine Transition an der np3460. B) Linie 11778-pl(h773- 11782), * = homoplasmische3¥ A Transition an
der np11778Madifiziert nach Schoeler et al. (2007).

Hierbei zeigte sich, dass die Linie R3460-1, welde LHON-Mutation G3460A enthalten
sollite, die Wildtypsequenz aufwies. Sie hatte imrfgld ihre Mutation verloren und wurdeis
diesem Grund fortan als Revertante fiexeichnet. Im Gegensatz hierzu waren sowoHhlidie
ien 11778-1, als auch die hier nicht gezeigte LMiB tUber den gesamten Untersuchungs-
zeitraum hinweg stabhomoplasmisch fur die primare LHON-Mutation G11778%e Kon-
trollen NT2/D1 und CM zeigten an den drei haufigspgimaren LHON-Positionen 11778,
3460 und 14484 im PCR-Test und Sequenzierung jg\Weinoplasmisch den Wildtyp.
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Eine weitere Methode zur Unterscheidung von Wildtyml Mutante sind die Restriktions-
lAngenpolymorphismen. Hierbei hangt die Schneiddiarkines markierten PCR-Produktes
vom Nukleotid in der fraglichen Position ab, soddskityp und Mutante zu unterschiedlichen
Peaks in der Kapillarelektrophorese fiihrewie in Abb. 11 A beispielhaft gezeigt, ist die
Mutation G11778A resistent gegen die Spaltung ddrelEndonucleas&aN1. Im Gegensatz

hierzu wird der Wildtyp (NT2/D1) gespalten. Analbgrzu sollte die Mutation G3460A durch
das EnzymBsaH1 nicht geschnitten werden. Es zeigte sich jeddbereinstimmend mit der

Sequenzierung, dass sowohl der Wildtyp als auchvdreneintliche Mutante enzymatisch

gespalten werden (Abb. 11 B).

A)
"I 00 I1 20 .1 40 .l 60 ‘1 80 ‘200 I220
600C ]
400C wt —
200C
(9 A A A A
NT2/D1
300¢ ]
200¢] G11778A — .
100¢] LHON A SfaN1- resistent
¢ A A A__A A
11778-1
B)
320 360 400 440
400¢ ] wt
200C ] A
c] A Ja¥ P PaN
NT2/D1
300C_
200C | <— G3460A  nicht resistent gegen BsaH1
100C | keine Transition
c N JAN JAN AN
R3460-1

Abb. 11: Restriktionsfragmentlangenpolymorphismus RFLP). A) Nachweis der mtDNA Transi-
tion G11778A der Zelllinie 11778-1 durch RFLP. [Hedonukleas&aN1lschneidet die Wildtyp-DNA. Da die
LHON-Linie nur einenPeak liefert, ist die Mutation im Rahmen der Messgreffee 1%) homoplasmisch. B)
Uberpriifung der @A Transition an der np3460 der Linie R3460-1 duRfLP mit dem EnzynBsaH1. Die
Mutante wiirde durch das Enzym nicht geschnittearddirch konnte gezeigt werden, dass die Linie R346he
Revertante ist. Die kleinen Gipfel représentieren ®OX-markierten Langenstandard. Die Langenskalden

obigen Abbildungen ist in bp angegeben. Modifiziexth Schoeler et al. (2007).
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Wegen des Verlusts der 3460-Mutation war anzunehmh@ss im Gegensatz zur ursprungli-
chen Vermutung (Wong et al., 2002) die aus Patmzeatiéen eingeschleuste Mutation in diesem
Fall heteroplasmisch war und aus der Cybridkulterabsdriften konnteDie mtDNA ware
somit wieder vollstandig durch diejenige der Reampénzellen (NT2/D1) ersetzt worden. Dies
liel3 sich aufgrund eines seltenen Markers in d&oDp der Teratomlinie leicht prufem der
Abbildung 12 ist zu erkennen, dass sowohl die Rallene NT2/D1 als auch die Revertante
R3460-1 Uber denselben charakteristischen Polyicytakt (GoTCs) in einerhypervariabeln
Region (hvr2) der D-Loop verfiigen, der in Nicht-Tanzellen mit einer Wahrscheinlichkeit
von unter 1% auftrittZudem war die gesamte D-Loop-Sequenz Ubereinstimpamwohl sie

eine grol3e Zahl polymorpher Basenpositionen eirefshl

CAAACCCCCCcCccCcCccCcTCCCccCccCccCaa
c1o T Cé6

NT2/D1

CAAACCCCCCCccCcCCTCCcCcCccca

Cc10 T Co6

N

R3460-1

Abb. 12: Sequenzierung des Polycytosintrakts in delnypervariablen Region (hvr2) der
mitochondrialen D-Loop der Linien NT2/D1 und R34601. Die Sequenzierung der Parentallinie

zeigte den seltenen Genotyp,TCs. Die Linie R3460-1 hat die Tumor-mtDNAModifiziert nach Schoeler et al.
(2007).
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Analog zu den Teratromcybriden wurde die 5 kbmmon deletion® (CD) des in einigen Ver-
suchen verwendeten 143B.TK(-)-Cybrids durch einezsgigche quantitative PCR verifiziert
und, da sie heteroplasmisch vorliegt, quantifiz{€c¢hoeler et al., 2005).

A) CD Wildtyp
100
JPe=ccecassaRiisisss
=] hvr 2 / Common Delction /
4 %Y T
1 / ” / - '//
A 1 VY

12345678 92101112131415161718192021222324252627282930 313233343536 37383940

Zyklusanzahl

B) CD Mutante
100 |
N ] é
S 73
g ¥a#s
g hvr2 // / Common Deletion
= v /
y 4
1 //

1234567 8 91011121314151617 18 192021 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 35 36 37 38 39 40

Zyklusanzahl

Abb. 13: Nachweis der mitochondrialen 5 kbcommon deletion mittels Primer-shift PCR.
A) 143B.TK(-)-Wildtyp B)143B.TK(-)-Mutantegriine Linie = Grenzwert.

Abbildung 13 zeigt beispielhaft einige Amplifikatisplots der 143B.TK(-)-Cybride mit Wild-
typ-mtDNA bzw. common deletion (CD), jeweils mit Primern fur die mitochondriale hvr2-
Region (als Mal3stab fiir die gesamte mtDNA) bzwelded fur denCD-Bruchpunkt.Aufgrund

der hohen Kopienzahl der mtDNA hatten die hvr2-Rkbe stets kleine &Nerte (Zykluszahl,

bei der der Grenzwert, d.h. die griine Lirgeschnitten wird). Demgegenuber weisen die sehr
hohen GWerte fur diecommon deletion beim Wildtyp darauf hin, dass hier nur Spuren elies
Deletion detektierbar sinddies darf der Fall sein, weil sich in vielen Zellghysiologisch irre-

levante Spuren der Deletion finden. Das KonvergielerCD-Plots an die hvr2-Plots bei der
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Mutante, d.h. die Verringerung de-Qifferenz, zeigt, dass hier physiologisch releeaHete-
roplasmiegrade der Deletion vorliegen. Die quatigaBerechnung (Schoeler et al.,, 2005)
ergab einen Heteroplasmiegrad von ca. 22%.

5.3. Versuchezur Herstellung eigener Cybride aus
Neuroblastomzellen (SHSY-5Y)

Die Parentallinie NT2/D1, aus welcher sich die LHQMbride ableiten, ist selbst kein Cybrid
(s. Kap. 4.1.1). Eine gunstigere Wildtyp-Kontrollgre daher der Cybridklon CM. Dieser war
jedoch wegen seines schlechten Wachstums fir dtené/ersuche unbrauchbar (s.®@ar-
Uber hinaus unterscheiden sich die Linien in ilfféhigkeit, sich neuronal differenzieren zu
lassen. Im Gegensatz zu CM und MD ist dies durcte entsprechende Behandlung bei
NT2/D1, R3460-1 und 11778-1 moglich. Die Vergleiatkeit der Klone wurde durch diese
Umstande limitiert. Resultierend hieraus wurde welng, eigene Cybride aus Neuroblastomzel-
len (SHSY-5Y) zu gewinnen (s. Kap. 4.1.2), da diésden vereinzelt bereits in der Literatur
zu diesem Zweck verwendet wurden undsseh zudem neuronal differenzieren lassen. Nach
mehrwochiger Behandlung mit einer sublethalen Dd&dighidiumbromid (1,5-5 pg/upl) in
DME-Medium ergaben sich nur wenige Uberlebende &loon denen nur vier langsam, bis
zur Einfrierbarkeit eines Aliquots in flissigem &stoff, vermehrt werden konntefis wurde
aus diesen Klonemittels RT-PCR der Gehalt mitochondrialer DNA (hvr2), sowie nuider
DNA (p53 Exon8) bestimmt. Parallele Versuche zuDNA-Depletion mit dem Farbstoff
Rhodamin-6-G in einem breiten Konzentrationsberéh- 2 pg/ml) waren bereits anfanglich
an der Toxizitat des Farbstoffs gescheitert.

In Abb. 14 sind vergleichend die Amplifikationskervvon p53Exon8 und hvr2 bei unbehan-
delten (A) sowie EtBr-behandelten (B) SHSY-5Y-Zgltdargestellt. Hierbei ist erkennbar, dass
durch die Inkubation mit EtBr die mtDNA depletiavird. In unbehandelten Kulturen lag der
Ci-Wert dessingle-copy Gens p53 in diesem Versuch um ca. zehn Zyklenhalieidesjenigen
fur die mtDNA (hvr2). Bei vergleichbarer PCR-Efiziz beider Systeme entsprache dies ca.
1.000 Kopien mtDNA pro p53-Kopie. Nach Langzeitbatlang mit EtBr Ubertrifft jedoch
sogar die Kopienzahl demgle-copy Gens diejenige der mtDNA, da def\Wert fir p53Exon8
diesmal kleiner ist als derjenige fur hvr2. Diesakéhr belegt eindeutig die Wirkung des EtBr,
d.h. eine deutliche Depletion der mtDNA. Berechramgnalog zu denen fur dgb (Schoeler

et al.,, 2005) ergaben Rest-mtDNA-Gehalte der vezdeimen Uberlebenden Klone zwischen
0,011 und 1,3 Prozent.
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A) SHSY-5Y, unbehandelt
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B) SHSY-5Y, EtBr-behandelt
100
g g/g;/gﬁ::::j
N
§ 10 p53Exon8 hvr 2
o
=
= /|
] V4

123456 7 8 91011121314151617 18 192021 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 35 36 37 38 39 40

Zyklusanzahl

Abb. 14: Real-Time PCR zur Bestimmung des mtDNA-Gehalts in SHSY-5Y-Zé&n vor

(A) und nach mehrwdchiger Behandlung mit EtBR (B).In beiden Versuchen wurden die erhaltenen
Kopienzahlen von p53Exon8 (nukledare DNA) und hvr2QNA) bestimmt (s. Text). Durch Bildung des Vethal

nisses von nukledrer zu mtDNA konnte nachgewiesemen, dass EtBr zu einem verminderten mtDNA-Gehalt
fuhrt.

Exemplarisch sind in der Abb. 15 solche mtDNA-d&ptee p-Zellen dargestelltMan erkennt
eine normale Morphologie inklusive diinner FortsatmePhasenkontrast (A). Fluoreszenzauf-
nahmen mit demy-unabhéngigen Mitochondrien-Farbstoff MitotrackB) geigten eine nor-
male Zahl von Mitochondrien, da nicht die Mitochaed insgesamt depletiert werden, son-
dern lediglich ihre mtDNA und damit 13 ihrer Polypiee.
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B)

Abb. 15: p*-Zellen der Linie SHSY-5Y. A) p-Zellen, Phasenkontrast, B)-Zellen nach Mitotracker-

Farbung im inversen Konfokalmikroskops. Die konfekaBilder wurden freundlicherweise von Herrn F. M.
Haroon aus dem Institut fur Neurobiologie der Qtbo-Guericke Universitat aufgenommen und zur Veufigy

gestellt.

p-Zellen, mit einem rechnerisch&estgehalt von 0,04 % mitochondrialer DNA nach M
naten EtBr-Behandlung, sollten entsprechend desidisierungsverfahrens (s. Kap. 1.4.) mit
Blutplattchen eines geeigneten Donors (LHON-PatientPEG-fusioniert werden. Dieser
Schritt konnte jedoch entgegen Literaturbeschrggpammit dieser Zelllinienicht durchgefihrt
werden, da dig™-Zellen unter EtBr fast nicht proliferierten, troBupplementierung des Kul-
turmediums mit 50 pg/ml Uridin und 2 mM Pyruvierner stellte sich heraus, dass nach Ab-
setzen des Ethidiumbromids der Gehalt der mtDNAerhalb weniger Tage in den zweistelli-
gen Prozentbereich anstieg, sodass ein AbsetzeNader keine Losung bop-Zellen mit ei-
nem Restgehalt oberhalb von ca. 1% mtDNA prolifégie auch unter EtBr recht gut, schieden
jedoch von vornherein fir die geplantéasionen ausine komplette Wiederholung des Ver-
suchs mit einer neuen Passage der Ausgangszellete fiu keinen Uberlebenden EtBr-
resistenten Klonen. Es wurde hierdurch gezeigts digess Gewinnung proliferationsfahigpr
oder garp’-Zellen keine sicher reproduzierbare Methode igt.dfe vorliegende Arbeit konnte
damit nur auf die bestehenden NT2/D1-Klone zurtigkiffen werden.
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5.4. Vitalitat der NT2/D1-Cybride unter Galaktosemealium und

Apoptoseinduktoren

5.4.1. Vitalitat unter Stress in Glukose-freiem Galktosemedium

Ausgehend von der Theorie, dass Zellen mit einengren LHON-Mutation eine beeintrach-
tigte Atmungskettenfunktion bzw. oxidative Phospiierung haben, sollten mutierte Cybride
in Galaktosemedium laut Literaturmeinutgchter apoptotisch reagiereBPaher sollte zu-
nachst die Vitalitat der LHON-Cybridenter glukosefreiem Galaktosemedium Uberprift wer-
den. Das Substrat Glukose dient den Zellen zur diggewinnung in der Glykolyse und z.T.
indirekt zur oxidativen ATP-Gewinnung. Da alle Ciglar aus Tumorzellen abgeleitet sind, war
es plausibel, einen stark erh6hten glykolytischenskkz bis zum Laktat unter normoxischen
Bedingungen anzunehmdbie selektiv schlechtere Vitalitéler Mutanten irGalaktosemedium
wiurde sich gemass Literaturmeinung durch eine ggstie Abhangigkeit aller Cybride von der
Atmung begriinden lassen. Das im Vergleich zu Glelszhlechtere Substrat Galaktose erlaubt
nicht mehr die hohen glykolytischen Umsatzratee,ztir iberwiegenden Gewinnung von ATP
aus der Glykolyse notwendig sind. Bei niedrigerdgk@ytischem Umlauf seien die Zellen
zur vermehrten Pyruvatnutzung in der Atmung gezweuan@bwohl diese Stoffwechsellage
nicht naher untersucht wurde, war der Erklarungstanaus der Literatur plausibel, dass sich
OXPHOS-Defekte in den Mutanten erst dann nachteligwirken, wenn die OXPHOS-Ab-
hangigkeit grof3 genug ist.

In der vorliegenden Arbeit standen hypothetisch izéglichkeiten zur Verfugung, die
OXPHOS-Abhangigkeit der Zellen zu erhdhen: a) Galsmedium und b) die, bei drei der
Zelllinien mogliche, Differenzierung. Da eine fieaheuronale Differenzierung schwierig ist
und nur geringe Zellausbeuten erwarten liel3, wardgichst die Wirksamkeit von Galaktose-
medium getestet. Die Zellen wurden in einer adéaqutichte (3.000 Zellen/Lochi) eine 96-
Lochplatte eingesat und tber Nacht bei 37°C im &tutank anwachsen gelassen. Nach Aus-
tausch des Mediums gegen glukosefreies Galaktosemd8mM Galaktose, f. K.) wurden die
Zellen anschlieBend fur 24 Stunden im Brutschraskkibiert. Durch einen MTT-Test wurde
die Anzahl der Uberlebenden Zellen, unter Normigraaf die unbehandelte Lebendkontrolle,
in Prozent bestimmt. Jeder Messwert setzt sichl&ukinzelwerten (biologische Replikate)
zusammen.

Die Wirkung des Galaktosemediums war generell lHienaZelllinien sehr hoch. Samtliche
Teratomzellen waren nach 48-stindiger Behandlungphkett abgestorben, im Gegensatz zu
den 143B.TK(-)-Cybriden, an denen dieses Mediurn&its getestet worden wadach 24-
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stiindiger Inkubation betrug die UberlebensratecinRegel jedoch noch mehr als 50% (s. Abb.
16 A). Im Gegensatz zu Befunden beim 143B.TK(-)-RlbZanna et al., 2003 und 2005) gab
es keine signifikanten Differenzen zwischen der INHMutante MD und den Wildtypen NT2/
D1 und CM. Die LHON-Mutante 11778-1 reagierte soganiger sensitiv auf das Galaktose-
medium als die korrespondieren Kontroll&omit scheint das Verhalten in Galaktosemdium
auch zelltypspezifisch zu sein. Die als ReferengefiinrteOsteosarkomlinie CRy, welche
eine schwerwiegende Mutation ihrer mtDNéommon deletion) aufweist, reagierte trotz des
niedrigen Heteroplasmieniveaus (ca 22%) geringfiggigsitiver auf die Galaktose als der ent-
sprechende Wildtyp.

In der vorliegenden Arbeit gab es also keinen Grzundler Annahme, die biochemischen Ef-
fekte der 11778-Mutation kdnnten in Galaktosemeduanstarkt zu Tage treteBa zudem alle
Teratomzellen die Inkubation in Galaktosemediumzivei Tage nicht Uberlebten, wurde im

Weiteren auf diese Option verzichtet.

A) 120, B) 120
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Abb. 16: Vitalitatstest (MTT-Assay) nach Galaktosenedium. Messung der (iberlebenden Zellen
(in Prozent) nach 24-stiindiger Inkubation in Glekfreiem Galaktosemedium: A) Teratomcybride, na\ie-
derholungen, * = die Linie 11778-1 unterschied signifikant (p< 0,01)von allen restlichen Cybriden, B) Osteo-
sarkomcybride, n= 40 Wiederholungen. * = G[xeigte geringere Zellzahl als GOp< 0,01). In beiden Fallen

wurden auf eine entsprechende, unbehandelte Lebetrdkte € 100%) normiert.

Obwohl aufgrund der Lebendzellzahlbestimmungen Kbag nicht als geeignetes Stressmedi-
um zur Verstarkung der Mutationswirkung erschietifesn noch Laktatmessungen angeschlos-
sen werden. Dies geschah, um abzuschatzen, ohilserhaupt eine Wirkung auf die Stoff-
wechsellage zeigte. Falls das Galaktosemedium imu®r2/D1-Modell einen erheblich nied-

rigeren glykolytischen Umsatz induzieren wirdesslite dies mit einer verminderten Laktat-
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bildung einhergehen. Daraus resultierend wurde_diktatkonzentration im Medium unter kon-
trollierten Bedingungen bestimmt. Nach Inkubatiaree definierten Zellzahl fir 24 Stunden in
T25-Flaschen in normalem DME-Medium (Kontrolle) bzwit Glukosefreiem Medium mit 5
mM Galaktose wurde der Laktatgehalt des Mediumsegsen. Die in Abbildung 17 darge-
stellten Ergebnisse lieRen den Schluss zu, dads iaucGalaktosemedium eine signifikante
Laktatbildung bei allen Zelllinien vorkam. Die Cyibe hatte demnach nicht vollstandig auf die
Einschleusung des Pyruvats in den oxidativen Sexffwgel umgeschaltet. Fur alle Zelllinien
war die absolute Laktatproduktion in den Zellkutaschen unter Galaktose erheblich niedri-
ger (p< 0,05). Jedoch konnte daraus nicht auf eine gamngektatbildungsrate der Zellen zu-
rickgeschlossen werden, da die Zellzahlen in Gadskbedium signifikant abnahmen, in
DMEM aber zunahmen (direkte Zellzahlung, Daten ngdzeigt).Die Laktatbildungsraten pro
Stunde und pro Million Zellen werden daher naheaeibander liegen als die tatsachlich ge-
messenen Konzentrationen. Da Zellzahlen nur ammnéand Ende des 24 Stunden-Intervalls
gezahlt werden konnten, war eine korrekte Normigrauf die Gesamtzellzahl (oder Gesamt-
protein) nicht moglichDies ware nur bei kiirzeren Inkubationszeiten, shherhalb weniger
Stunden, moglich gewesen (konstante Zellzahl).idésaim Falle waren die Konzentrationsan-
derungen des Laktats jedoch nicht messbar gewesen.

Laktatgehalt [mM |

\\‘L ‘ﬂc' \\e‘ %‘L
& & &
Q) }\ > _}\
¥ € 5 €
11778-1 MD

Abb. 17: Bestimmung des LaktatgehaltsDie Messung des Laktatgehalts in mM erfolgte an /T2
11778-1 und MD-Zellen in DMEM mit Glukose (Kontre)lbzw. mit Galaktose in je sechs bzw. drei unaghan

gen Ansatzen. * = signifikante Unterschieds (p05)
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5.4.2. Uberleben unter Apoptose-Induktoren

Nachdem der Stress durch Galaktose als C-Quellet mig einer Unterscheidbarkeit von
LHON-Mutanten und Wildtyp gefiihrt hatte, wurde raas Uberleben der Zellen unsgyopto-
tischer Induktion durch die klassischen Indukto&taurosporin und’RAIL untersucht, um
Hinweise auf eine generell erhdhte Apoptosebetmatfscder Mutanten infolge der geschadigten
Mitochondrien zu erhalten. Der Proteinkinase-IrtioibStaurosporin diente hierbei als Beispiel
einer Substanz, die an vielen Zelltypen effizianeanitochondrial-zentrierte Apoptose auslost.
Im Gegensatz hierzu handelt es sich THRAIL (TNF-related apoptosis-inducing ligand) um
einen Liganden, der an Todesrezeptoi2eath receptor 4 oder 5) der Plasmamembran bindet
und auf diese Weise die Caspase-8 abhéngige ApogdrsZellen induziert (Thorburn, 2007).
Diese kanreinerseits unabhangig von den Mitochondrien abfaufed andererseigen mito-
chondrialen Apoptoseweg anstol3en, z.B. durch mitodhale Translokation des proapoptoti-
schen Proteins BID.

Mittels MTT-Assay (acht unabhéngige Wiederholungenyden die beiden Substanzen Stau-
rosporin (Abb. 18) undRAIL (Abb. 19) an LHON- undCD-Cybriden getestet. Staurosporin
verminderte erwartungsgemal lber den gesamten Kivatiensbereich hinweg hochsignifi-
kant die Lebendzellzahl bei allen Zelllinier<(p,001).Es ergab sich jedoch keine durchgéngig
hohere Sensibilitat der beiden LHON-Mutanten 11T7&d MD im Vergleich zu den beiden
Wildtyp-Linien. Die Linie 11778-1 war beispielsweise nur bei dechgien Staurosporinkon-
zentration signifikant sensitiver als NT2/D1<(p,001). Die Mutante MD hingegen war uber
den gesamten Konzentrationsbereich hinweg sigmifikasensitiver als der Wildtyp NT2/D1
(p< 0,001). Bei dem InduktoFRAIL ergab sich fiir die Teratomzellen generell einegaringe
Empfindlichkeit, im Gegensatz zu den 143B.TK(-){€el(vgl. Abb. 19 A und B). Im Gegen-
satz zu Versuchen zur Todesrezeptor-Stimulatiod48B.TK(-)-LHON-Modell (Danielson et
al., 2002), fanden sich keine signifikanten Effedeg LHON-Mutationen im Teratommodell.
Hier war im Gegenteil eine der Kontrollen (Cybrit¥Cals einzige Linie signifikant sensitiver
gegenTRAIL als die Ubrigen (® 0,05). Dies deutet darauf hin, dass fir die Aps@tgon
LHON-Zellen Uber Todesrezeptoren auch der Zelltye entscheidende Rolle spielt. In der
vorliegenden Arbeit fand sich allerdings eine sigante Wirkung dercommon deletion auf
die TRAIL-Sensitivitat im 143B.TK(-)-Modell.
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Abb. 18: Dosis-Wirkungskurven unter Einfluss von Saurosporin im MTT-Test. Anzahl der

Uberlebenden Zellen [%] nach 24 Stunden, normigruabehandelte Lebendkontrolle und aufgetragermelie

Konzentration Staurosporin [nM]. A) Teratomcybridezw. B) Osteosarkomcybride , n= acht unabhangige

derholungen.
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Abb. 19: Wirkung von TRAIL im MTT-Test. Anzahl der tiberlebenden Zellen [%)], normiert aufemn

handelte Lebendkontrolle nach Behandlung TRAIL (100 ng/ml) fiir 24 Stunden. A) Teratomcybride, @),
versus CRy, * = signifikant (p< 0,05), n = acht unabhangige Wiederholungen.

5.5. Differenzierung von NT2/D1-Cybriden mit Retindsaure

In der Vergangenheit wurde beschrieben, dass si@iL-Cybride in DMEM durch Retinol-
saure (RA) uber einige Wochen und kurzzeitige Hemgnder Proteinbiosyntheserminal zu
Neuronen differenzieren lassen. Nur unter dies@lirgeing zeigten LHON-Mutanten Hinwei-
se auf erhoht®OS-Produktion, gemessen niROS-sensitiven Fluoreszenzfarbstoffen (Wong et
al., 2002). Die Differenzierung der Zellen bote goame zusatzliche Option bei der Untersu-
chung von oxidativem Streddie Methoden zur Differenzierung der Teratom-Cybndurden
nicht hinreichend detailliert von den Autoren besalben, es waren jedoch einige detaillierte
Protokolle fur die Parentallinie NT2/D1 verfugbdldasure et al., 1992). Diese Protokolle
konnten jedoch trotz mehrmaliger Versuche nichtlem Cybriden reproduziert werden. Ferner
war zu erwarten, dass selbst im Erfolgséhdd Menge solcher Neuronen fur Versuchszwecke,
insbesondere flr Enzymaktivitditsmessungen, nictieaethen wirde. Aus diesem Grund wurde
zu einer Kurzzeitdifferenzierung Ubergegangen,deeidie Zellen zunachst fir vier bis zehn
Tage in DMEM mit 10% FKS und 10 pM RA inkubiert wi@in. Schon nach etwa sieben Ta-
gen bildeten sich sehr lange, dendritenartige Btag¢skonstanter Dicke, die zuweilen ver-
zweigt warenDie Zellausbeute war niedrig, da die meisten Zedlbgestorben waren.
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Bereits nach wenigen Tagen der Behandlung ersahigieeZellen im Phasenkontrast hochgra-
dig vakuolisiert und geschadigRaraus wurde geschlossen, dass ein konstanterebpieg
zehn uM RA die Cybride innerhalb kurzer Zeit salstarschadigt, dass Versuche zur Sensiti-
vitat gegen externen oxidativen Stress und zunoxidativen System der Zellemicht mehr
sinnvoll moéglich sind Aufgrund der gunstigen Eigenschaften von SerunefreNeurobasal-
medium (mit B27) fur primare Neuronenkulturen, wairtin dieses Medium mit zehn uM RA
als Alternative getestet. Innerhalb von 96 Sturstefiten alle Klone die Proliferation ein. Dar-
uber hinaus wiesen sie eine hohe Uberlebensrateasiimorphologische Erscheinungsbild im
Phasenkontrast war akzeptabel, die Lange der Ezetggtoch gering (Abb. 20Rie auf diese
Weise behandelten Zellen, welche im Folgenden BRK-differenziert” bezeichnet werden,
fanden neben den unbehandelten Zellen in DME-Medifundie Versuche Verwendung.
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Abb. 20: 11778-1 Zellen, 24 h in Neurobasalmediumitreehn UM Retinolsdure inkubiert.

Phasenkontrast

Der Hintergrund der Kurzzeit-Behandlung mit RA w@ie beschriebene hoheROS-Pro-
duktion des Klons 11778-1 im Vergleich zu NT2/DXImaneuronaler Differenzierung (Wong
et al., 2002)Es wurde vermutetjass die Zellen im Zuge ihrer Differenzierung diei@aschte
starkere OXPHOS-Abhangigkeit entwickeln, wahremdads proliferierende Teratomzellen das
bendtigte ATP hauptsachlich tber die Glykolyse gewn.Hieraus ergab sich, dass man die
Laktatproduktion der Zellen in DMEM, sowie nach B&handlung abschéatzte. Es zeigte sich,
dass speziell in DMEM ein vergleichsweise hohertétgrund an Laktat von den Messwerten
abzuziehen war. Es stammte offenbar aus dem Kélhers Zur Messung der auf die Zellen
zuruckzufiihrenden Laktatkonzentration wurden dahederrelativ lange Kultivierungsperio-
den benotigt. Wegen der gleichzeitigen Proliferatier Zellen war erneut keine prézise Nor-
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mierung der Laktatproduktion méglich. Trotzdem é&asich einigénteressante Resultates
wurden zunéchst die beiden RA-responsiven Kloneumd ohne Mutation, sowie die nicht
RA-responsive, identische Mutante MD in gleichetizal (250.000 Zellen) in T25-Flaschen
eingesat und fir 24 Stunden in DMEM mit 10% FKStikidrt. Danach erfolgte, gemald opti-
miertem Behandlungsschema, eine Umstellung auf dbasalmedium + B27 + 10 uM RA.
ErsteProben des Mediums zur Messung wurden zwei Tagk Baginn der RA-Phase ent-
nommen (Tag 1-2 in Abb. 21 A). Zur Erfassung dektaproduktion wahrend der letzten zwei
Tage der RA-Behandlung, wurde das Medium nach derre48 Stunden gewechselt und nach
weiteren 48 Stunden erneut gemessen (Tage 3-41n ZbA). In Parallelansatzen wurde als
Referenz Medium von 48 Stunden in DMEM bebritetefle abgenommen. Die Abbildung
21 A zeigt, dass alle Klone innerhalb von zwei Tragae erhebliche Laktatproduktion auch
unter der RA-Behandlung aufwiesen, ohne signifigadhterschiede zwischen der Anfangs-
und Endphase. Da eine prazise Normierung auf eitieema Zellzahl nicht méglich war, sind
in den Abbildungen nur die gemessenen Konzentration mM (abziglich des Medium-
Leerwertes) dargestelEs zeigte sich jedoch qualitativ, dass auch naddi-zoder viertagiger
Differenzierung noch eine erhebliche Laktatbildumgen Kulturen stattfand.

In einem zweiten Schritt (Abb. AB) sollte untersucht werden, inwieweit der Zusatz eigent-
lichen Differenzierungsagens RA einen Effekt awd taktatbildung hatte, im direkten Ver-
gleich zu Neurobasalmedium mit B27 allein. Zu deséwveck wurden erneut Zellen nach ei-
ner DMEM-Vorkulturphase von 24 Stunden in Neurobasdium + B27 umgesetzt, jedoch
nur bei einem Teil der Flaschen 10 uM RA zugegeb@m Zellkulturmedium wurden nach
48 Stunden erneut Proben zur Laktatmessung entnaniée allen drei Klonen fanden sich
keine signifikanten Differenzenzen zwischen dend@elung mit und ohne RA (Abb. 21 B).
Diese Versuche sprachen somit zunachst nicht fienemerklichen Einfluss von RA auf den
glykolytischen Umsatz der Zellen unter normoxiscBedingungen.
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Abb. 21: Bestimmung des Laktatgehalts im Kulturmedum. A) undifferenzierte (DMEM) und
RA-differenzierte NT2/D1-Cybride (Tag 1-2 bzw. T8¢ in Neurobasalmedium + RA). B) NT2/D1-Cybride,
inkubiert fiir 48 h in Neurobasalmedium (NB) odemuNsbasalmedium mit Retinolsdure (NB + RA) * = signi

kante Unterschiede gegeniiber DMEM-Inkubation {D5).
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Alle sechs Gruppen aus Abbildung 21 B hatten besein Experiment am Anfang der Behand-
lung gleiche Ausgangsbedingungen, denn alle Flaselaeen identisch beimpft und die Kultu-
ren flr 24 Stunden in DMEM belassen worden. Soaliten auch die Zellzahlen fir jede Zell-
linie im paarweisen Vergleich mit und ohne RA zwBa der Behandlung vergleichbar gewe-
sen sein. Eine hohere Zellzahl am Ende des 48-8tuBdhandlungsintervalls (gemass direkter
Zahlung) sollte also auf eine hohere durchschetiidliZellzahl wéahrend dieser Phase zurtck-
schlie3en lassen. Es erschien daher sinnvoll, digcpro Flasche erzeugte Molmenge Laktat
bezogen auf 10dieser am Ende vorhandenen Zellen zwischen depp8ruzu vergleichen.
Allerdings mussen diese Quotienten nicht notwendigese zu den tatsachlichen Produktions-
raten direkt proportional sein.

Normierte man also in dieser Weise (Abb. 22), $oesen die Mittelwerte fur die RA-Gruppen
niedriger zu sein als fur die jeweils korrespongiiele Gruppe ohne RA. Allerdings erreichte
diese Differenz nur fur eine Zelllinie Signifikafg< 0,05), und zwar ausgerechnet fir die nicht
durch RA neuronal differenzierbare Linie MD, deresktatproduktion besonders hoch war.
Dies konnte ein Hinweis darauf sein, dass die RAanTat einen Einfluss auf den glykolyti-
schen Umsatz der Zellen hat, d.h. dass die Zelbzmvgngen werden vermehrt die OXPHOS
zur Energiegewinnung zu verwenden. Vielleicht wdiesse Stoffwechselwirkung unabhangig
von der RA-Responsivitat im Sinne von Proliferasistop und Differenzierung. Aus diesem

Grund wurden an dieser Stelle Atmungsmessungergefichrt.
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Abb. 22: Laktatproduktion von NT2/D1 und 11778-1 na&h Inkubation mit Neurobasal-
medium (NB) bzw. Neurobasalmedium + Retinolsaure (Bl + RA). In 48 h pro Zellkulturflasche

produziertes Laktat, normiert auf®l@er am Ende dieses Zeitraums in der Flasche vdenam Zellen (direkte

Zahlung). * = signifikante Differenz §0,001).
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5.6. Atmungsmessungen

Im Zuge der Differenzierundurch RA soll es hypothetisch zu einer htheren tdhgzder At-
mungskette (OXPHOS) kommen. Dieser angestrebt&kiBiftan RA wurde im Rahmen dieser
Arbeit durch Atmungsmessungen Uberprift. Gleichgsbllten diese Messungen dartber Aus-
kunft geben, ob sich der in der Literatur kontrevdiskutierte Atmungsdefekt bei der 11778-
LHON-Mutation (Carelli et al., 1997; Carelli et ,al999 vs. Brown et al., 2000) am NT2/D1-
Modell zeigt oder nicht.

Ohne Zugabe externer Atmungssubstrate zeigten dj@éobin-permeabilisierten Zellen im
Oxygraphen einen nur minimalen Sauerstoffverbradeln,erwartungsgema8nnen Minuten
auf Null zuriickging, jedoch durch die Komplex I-StriateMalat/Glutamat und weiter durch
ADP (Maximalatmungstate 3) stimuliert werden konntdies konnte somit als mitochondriale
Atmung durch Komplex | interpretiert werden. Entgegler Erwartung, dass die undifferen-
zierten Cybride einen geringeren Sauerstoffvertiraaidweisen wirden als die RA-differen-
zierten, zeigte sich, dass es zu keinem statissggphifikantenUnterschied zwischen diesen
beiden Gruppen kommt (Abb. 23). Darlber hinauslgp@uch das Medium (DMEM oder
Neurobasal) innerhalb einer Zellinie keine sigrafike Rolle fur die Respiration. Beim direkten
Vergleich der beiden Gruppen Neurobasalmedium mit @hne RA schienen die Mittelwerte
zwar fur alle Zelllinien aufRer R3460-1 in Gegenwarh RA geringflgig hoher auszufallen,
diese Differenzen wurden jedoch in keinem Fall gikgnt. Es konnte somit hieraus nicht auf
eine Atmungsstimulation durch RA geschlossen wer8éenfalls unterschieden sich die bei-
den Mutanten und die beiden Wildtyp-Klone bei dheicn Medium nicht signifikant voneinan-
der.

Zusammenfassend lasst sich somit sagen, dass éeden Messungen weder einen Effekt des
Mediumsnoch einen mutationsspezifischen Effekt gibt. Didsssage steht jedoch unter dem
Vorbehalt der mit einem Mittelwert von 1,7 + 0,X2cht niedrigen respiratorischen Kontrolle
durch ADP (Verhaltnis von Maximalatmung zur Atmusignhe ADP). Dieses niedrige Verhalt-
nis konnte auf generell funktionell beeintrachtjgléh. schlecht gekoppelte, Mitochondrien in
den Praparationen trotz zugiger Aufarbeitung ungddeg hinweisen.
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Abb. 23: Maximalatmungsraten von NT2/D1-Cybriden na&h Stimulation mit Glutamat/

Malat und ADP. O,-Verbrauch in nmol/Min/mg zelluléres Protein nag¢hm®lation mit 10 mMGlutamat und

5 mM Malat sowie 2 uMADP bei Teratomcybriden nach Inkubation fir 24 IDME-Medium, nach Differenzie-
rungsbehandlung fiir 4 Tage (NB + RA) oder idengsd®ehandlung in NB-Medium, jedoch ohne RA.

5.7. Energetisierung der NT2/D1-Cybride

Nach den Befunden von Zanna et al. (2003) und Baratal. (2005) solite der Energiezustand
der Teratomcybride im undifferenzierten sowie indifferenzierten Zustand Uberpruft werden,
um zu sehen, ob in den Mutanten moglicherweisecegrgiedefizit vorliegt, oder dies durch
die RA-Behandlung entsteht.

Zur Bestimmung des zellularen ATP-Gehalts wurdeltededer durch RA differenzierbaren
Mutante 11778-1 und von NT2/Dentsprechend der in Kap. 4.3.5. angegebenen Methafede
gearbeitet. Jeder in Abb. 24 dargestelite Balkgmasentiert hierbei sechs unabhéngige Wie-
derholungen. Der gemessene ATP-Gehalt wurde aukzeiuriaren Proteingehalt normiert. Im
undifferenzierten Zustand hatte der Klon 11778-figegen der Erwartungignifikant mehr
ATP als die Kontrolle NT2/D1. Nach Andifferenziegumit RA war jedoch keine Differenz
vorhanden. Es gab also gemessen am Parameter ATZelltires Protein keinen Beleg fur
ein OXPHOS-Defizit der Mutante. Da die Basiswerten \Wutante und Wildtyp in DME-
Medium sehr unterschiedlich waren, blieb die Intetation der signifikanten Absenkung des
Messwerts durch die Differenzierung bei der Mutdraglich.
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Abb. 24: ATP-Gehalt in nmol/mg zellulares Protein.Links: Vergleich der undifferenzierten Klone
NT2/D1 vs. 11778-1, Rechts: Vgl. von NT2/D1 und’18-1 nach viertagiger Andifferenzierung in Neursdia

medium mit RA, * = signifikanter Unterschied zueallanderen Gruppen.

5.8. Vitalitdt der NT2/D1-Cybride unter externem idativem Stress und

neurotoxischen Substanzen
Eine erhdhte Superoxidproduktion durch Komplexillb¢ON ist eine der beiden favorisierten
Erklarungen in der Literatur fir den Untergangmaler GanglienzellerSie tritt im Teratom-
modell moglicherweise erst nach der Differenzierdeg Zellen auf, gemafd Fluoreszenzmes-
sungen mitROS-sensitiven Farbstoffen (Wong et al., 200®0)is diesem Grunde sollte anhand
der RA-responsiven Linien 11778-1 und NT2/D1 gepwidrden, ob die Teratomzellen gene-
rell durch RA-Behandlung sensitiver gegentiber detara applizierten Oxidans 8, werden,
und ob sich besonders deutlich, oder sogar numidiffarenzierten Zustand ein Mutationsef-
fekt zeigt. Die Hypothese dabei war, dass durchdieationsbedingt erhohiOS-Produktion
die antioxidative Verteidigung der Mutanten héhbgesattigt ist und die Schwelle fir eine
Uberlastung niedriger liegt. Als Oxidans wurde zivsi HO, eingesetzt, weil es hinreichend
membrangangig ist und die sekund&@S-Spezies (Abbauprodukt des Superoxids) darstellt,
die hypothetisch von dem mutierten Komplex | gedilavird. Die pleiotrope Wirkung des
H.O,, d.h. die Schadigung aller Membranen (z.B. Plasmaia), sowie der steile zeitliche
Konzentrationsverlauf bei direkter Applikation iagdZellkulturmedium stellen allerdings ei-
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nen Nachteil dar. Erganzend sollten daher ParaguoétBenzylviologen verwendet werden.
Die beiden Substanzen bilden durch Re@yglng tUber einen langeren Applikationszeitraum
(24 h) hinweg intrazellulares Superoxid. Im Zuge kierzu durchgefihrten MTT-Tests wur-
den ferner die Alkohole Ethanol und Methanol miggeet. Diese Substanzen erzeugen zwar
nur indirekt oxidativen Stress (s.u.), jedoch stekie fur LHON zwei interessante Noxen dar.
Beide sind generell als Ausloser optischer Neutapatbekannt. Vor allem aber steht der E-
thanolkonsum in einem signifikanten Zusammenhang dar Ausbruchswahrscheinlichkeit
von LHON bei Mutationstragern (Sadun et al., 208@dun et al., 2003; Sadun et al., 2004),
wobei Methanol in diesem Zusammenhang ebenfallautiest wird (Sadun A., 1998). Die to-
xischen Effekte des Ethanols kdnnen z.T. UR®6 generierende Enzymreaktionen ausgelost
werden (Castillo et al.,, 1992) bzw. mit mitochoadkr Glutathion-Depletion in Zusammen-
hang stehen (Fernandez-Checa et al., 1996; Mati,é&t002; Coll et al., 2003). Am Zelltodme-
chanismus ist eine mitochondriale Apoptose mit €ytom-c-Ausschuttung beteiligt (Higuchi
et al., 2001).

5.8.1. Externer oxidativer Stress

Zunachst wurde die #D,-Sensitivitat der beiden Teratomklone mit LHON-Miga gegen die
Parentallinie in DME-Medium getestet (Schoelerlet2907). Die Dosis-Wirkungskurven bei-
der Mutanten lagen Uber den gesamten Konzentragoagh jedoch weit oberhalb derjenigen
fir NT2/D1 (s. Abb. 25 A). Es ergab sich somit kéinhaltspunkt daftir, dass in den undiffe-
renzierten Tumorzellen die Mutation G11778A sidaht die HO.-Sensitivitat bestimmte. Im
Vergleich hierzu waren die als Referenz dienend&BITK(-)-Cybride, unabhéngig vom Vor-
liegen der Deletion, recht sensitiv (Abb. 25 C)i Bpplikation von HO, nach Kurzzeitdiffe-
renzierung zeigte sich eindeutig eine generell f®kampfindlichkeit der beiden RA-respon-
siven Teratomklone. Unter diesen Bedingungen re@gtée Mutante 11778-1 zudem tber den
gesamten Konzentrationsbereich hinweg empfindligteder Kontrollklon NT2/D1 (Abb. 25
B). Die Differenz beider Linien war zwischen 30 pvid 60 uM HO, am gréssten 0,05).
Die Inversion der BD,-Sensitivitat von 11778-1 und NT2/D1 stiutzte zursiche in der Lite-
ratur behauptete Differenzierungsabhéngigkeit degativen Stress’ durch LHON-Mutationen
(Wong et al., 2002). In ihren Versuchen hattenalidgtoren auch eine erhohROS-Produk-
tion fur die Mutante 3460-1 nach Differenzierungrgssen. Das unserem Institut Uberstellte
Aliquot dieser Linie war jedoch eine Revertante.jsDiese Revertante (R3460-1) war zu Be-
ginn der vorliegenden Arbeit bis hin zu den erstensuchen zum oxidativen Stress aufgrund
ihrer chromosomalen Aberrationaicht verwendet worden. Bei spater nachgeholtersiies
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gen zeigte sich jedoch, dass ihrgOpSensitivitdt nach RA ebenfalls héher als diejeniga
NT2/D1 war.Bei 30 uM HO, reagierte sie sogar noch empfindlicher als die avite (i
0,05). Aufgrund dieser Widerspriche schienen untieiea andere Differenzen zwischen den

Klonen die HO,-Sensitivitat stark zu beeinflussen und Mutatiofede& zu Uberlagern.

Abb. 25:
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Abb. 25: Dosiswirkungskurve von BO,im MTT-Assay. In Abb. 25 ist der Einfluss von 8, auf
das Uberleben von LHON-Cybriden sov@®-Cybriden gezeigt. Die Anzahl der im MTT-Test etelien tber-
lebenden Zellen [%] ist hierbei gegen die Konzdimavon HO, aufgetragen. A) undifferenzierten LHON-
Cybride, B) RA-differenziert und C) 143B.TK(-)-Cyte. Normiert wurde in allen Experimenten auf eimde-
handelte Lebendkontrolle (= 100%). Modifiziert né&thoeler et al. (2007).

Wegen der generell hbheren Empfindlichkeit deretetiegenibed,O, nach RA-Behandlung
wurden die folgenden Versuche mit Methyl- und Bévinjogen ausschlie3lich an den andiffe-
renzierten Teratomcybriden durchgefiihrt. Das Héthlz1 -Dimethyl-4,4 -bipyridinum (Me-
thylviologen, Paraquat) und dessen Derivat-Djbenzyl-4,4-bipyridiniumdichlorid (Benzyl-
viologen) wurden aufgrund ihrer Eigenschaft &edox-Cycling im MTT-Test eingesetzt. Die-
se Substanzen kénnen durch Aufnahme von Elektranem Radikal umgewandelt werden,
welches das Uberschissige Elektron auf ein Sadienstekil tbertragt (Superoxidbildung).

Bei beiden Substanzen waren die Effekte, gemegsséeravon anderen Zelltypen abgeleiteten
Erwartung, sehr gering. Trotzdem ergaben sich ladtat selektiv nur fur die LHON-
Mutante hochsignifikant erniedrigte Lebendzellzahip< 0,001) tiber den gesamten Konzent-
rationsbereich hinweg (Abb. 26 A). Ein identiscMeshalten konnte bei Benzylviologen nicht
beobachtet werden (Abb. 26 B). Diese Substanz avizktar insgesamt starker, in diesem Fall
reagierte die Kontrolle NT2/D1 jedoch signifikaensitiver (ab 2 pM) auf die Substanz als die
LHON-Mutante (ab 50 pM) und die Revertante (erst280 pM), jeweils g 0,001. Eine
gleichgerichtete Reaktion der Teratomcybride audd&ubstanzen war somit nicht erkennbar.
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Abb. 26: Einfluss von Paraquat und Benzylviologen @ differenzierte LHON-Cybride

(vier Tage Retinolsaure).Im MTT-Test bestimmte Anzahl iiberlebender Zeller], [&tifgetragen gegen die
Konzentration an A) Paraquat [uM] bzw. B) Benzglegen [uM].
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5.8.2. Ethanol und Methanol

Nach 24-stindiger Inkubation RA-differenzierter I€el mit Methanol- bzw. Ethanolkonzen-
trationen zwischen Null und 900 mM, zeigten sicheuschiedliche Effekte im Uberleben der
Zellen (s. Abb. 27 A und B).

Die Wirkung von Methanol tiber 24 h war generellrweetet gering. Allerdings zeigte selektiv
die LHON-Mutante einen signifikanten Abfall der leefnizellzahl, bezogen auf die unbehan-
delte Kontrolle.Die Lebendzellzahl der LHON-Mutante sank um insges23,1 %. Uber den
gesamten Konzentrationsbereich war das Methanotieser Linie signifikant wirksam €
0,05) bei Vergleichen der einzelnen Stufen im Dtinest gegen die Lebendkontrolle. Im
Gegensatz dazu war bei Ethanol ab 112,5 mM einésigrufikante Wirkung (p< 0,01) far
alle Zelllinien bei allen Konzentrationen im Dunia&est gegen die Lebendkontrolle festzustel-
len. Insgesamt reagierte die Mutante 11778-1 diegdach weniger sensitiv als die beiden
Wildtyp-Klone. Bei 450 mM EtOH z.B. sanken die Lebeellzahlen der Parentallinie (NT2/
D1) und der Revertante (R3460-1) auf 51 % bzw3 88, im Gegensatz zu 11778-1 (82,1%)
ab. Die Dosis-Wirkungskurve fur 11778-1 verlieftsteberhalb derjenigen der beiden Wildtyp-
Klone. Diese Differenz mit unerwartetem Vorzeichen war\etigleichen der Linien unterein-
ander im Tukey-Test ab der Konzentrationsstufe 466 mM ebenfalls hochsignifkant {p
0,001). Zusammenfassend fand sich nur bei Methéeolyvelchem bislang nur vermutet wird,
dass es mit LHON assoziiert igin schwacher Mutationseffekt mit erwartetem Varhen,
wahrend sich fur die am Menschen nachweislich LH&3Neziierte Noxe Ethanol ein starkerer

Effekt mit umgekehrtem Vorzeichen an den Zellkidtuergab.

Abb. 27:
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Abb. 27: Dosiswirkungskurven von Ethanol und Methaml: Messung der iiberlebenden, differen-
zierten NT2/D1-abgeleiteten Cybride im MTT-Test m&#-stindiger Inkubation mit A) Methanol (0-900mM)
oder B) Ethanol (0-900 mM), normiert auf unbehated&lontrolle (= 100 %) und aufgetragen gegen diaZ¢n-

tration der Substanzen, acht unabhangige Wiedergetu

5.8.3. Beteiligung der Apoptose am §D--induzierten Zelltod von LHON-Cybriden

Zur selektiven Messung der Apoptose-Induktion dute®, wurden Caspase-3 Assays durch-
gefuhrt. Caspase-3 ist eine Effektorcaspase, weatoHhetzten Schritt der apoptotischen Kaska-
de nach Freisetzung apoptotischer Faktoren aud/dtechondrien aktiviert wird. Mit diesem
fluorimetrischen Test konnte die proteolytische kit der Caspase-3 vor bzw. nach Indukti-
on mit HO, bestimmt werden. Die Zellen der Linien NT2/D1 ukiti778-1 wurden hierzu in
75cnt Flaschen eingesét, kultiviert, bzw. nach optingiertProtokoll mit RA differenziert, und
nach Mediumwechsel fur 24 Stunden mit 100 puMDHbehandelt. Jedes Experiment bestand
aus sechs unabhangigen Wiederholungen. Insgesardevjede Versuchsreihe dreimal wie-
derholt, d. h. Messungen an drei verschiedenen nragechgefihrt. Um eine direkte Ver-
gleichbarkeit der einzelnen Mikrotiterplatten zungérleisten, wurde immer bei der gleichen
Verstarkung des Fluorimeters (Faktor: 128) gemesSerumerken ist, dass die RA-differen-
zierten Zellen beider Linien nach®-Behandlung zum grossen Teil abgeschwommen waren.
Deshalb wurde zunachst der Uberstand (auch beudbahandelten Kontrollen) abzentrifu-
giert und das Pellet anschlieRend mit den Ubrigeherenten Zellen vereinigt. Da die absolu-

ten Fluoreszenzwerte der unabhéngigen Experimenselz divergierten, konnten sie nicht
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zusammengefasst werden. Aus diesem Grund sina sierifolgenden Abbildung (Abb. 28 A
und B) einzeln aufgefiihrt. Im undifferenzierten &l zeigte KO, bei beiden Linien in allen
drei Ansatzen eine signifikante Wirkung (Abb. 28 A)h. dass nach,-Behandlung mehr
aktive Caspase-3 nachgewiesen wurde@®5). Allerdings waren die relativen Anstiege.z.T
sehr geringBis auf eine Ausnahme (11778-1, Abb. 28 B untenjdeun der Regel auch an
den RA-differenzierten NT2/D1 und 11778-1 Zelleneesignifikante Wirkung von 0, er-
zielt (p< 0,05). Daruber hinaus lasst sich feststellen, das€aspase-3-Werte der undifferen-
zierten Zellen in einem deutlidngeren Fluoreszenzbereich lagen als die der RArsiten
Zellen. Drickte man daher nur bei diesen drei BErpamten die Ergebnisse als relativen Fluo-
reszenzanstieg der behandelten Proben gegenibehandelten Kontrollen aus, ergab sich
auch in einer gemeinsamen Statistik (ANOM&)er alle Versuchstage hinweg eine signifikant
hohere Induktion bei der Linie 11778-1 £p0,05). Eine entsprechende Normierung bei den
RA-behandelten Kulturen erschien jedoch wegen tirken Schwankungen der absoluten
Fluoreszenzen nicht statthaft. Das starke Abschvemdieser Zellen deutete darauf hin, dass
die Ursache der grol3en Schwankungen dieser Messumgker geringen Zeitspanne zwischen
dem Beginn der Caspase-3-Aktivierung und der Zaflljiegen konnteg.h. das Zeitfenster der
Messungen konnte sehr kritisch seidamit konnte die Frage, ob die RA-Behandlung die
Apoptoseinduktion durch #D, erhoht, nicht entschieden werden. Die erhdhte Apsmp
Induktion der Mutante in DMEM stand im Widerspruahihrer geringeren Sensitivitat gegen-
tber HO, im MTT-Test, der vermutlich auch andere toxiscHélge des Oxidans erfasst.
H.0O; loste offenbar einen nur zum geringen Teil apoptbien Zelltod aus. Dies macht seine
Applikation in Cybridstudien problematisch. Eine BIFarbung von NT2/D1 oder 11778-1
Zellen nach 100 uM O fir 24 Stunden zeigte vereinzelt fragmentiertdkéehe oder Chro-
matinkondensation in kleinen, runden Korperclepoptotic bodies) (Daten nicht gezeigt), die
einen partiell apoptotischen Zelltod unterstitzten.
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Abb. 28: Fluorimetrische Bestimmung der Caspase-3 livitat vor bzw. nach apoptot-
ischer Induktion durch H,O,. Relative Fluoreszenz nach Spaltung des fluorigedaspase-3 Substrats

durch Zelllysate von A) undifferenzierten und By dge Retinolséure differenzierten LHON-Cybridemelbzw.
nach 24-stiindiger Behandlung mit 100 pukDg * = signifikant auf dem Nivau g 0,05.

Neben den Teratomcybriden wurden die beiden 143B)T®ybride als Referenz verwendet.

Diesem Experiment lagen je sechs unabhangige Pmigmnde. Die Zellen wurden mit 450
KM HO; fir 24 Stunden in DMEMehandelt. In diesem Fall schwammen die Zellentrabh
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sodass sie gemass der Beschreibung in Kap. 4 3geabeitet und der Assay durchgefiihrt
werden konnte. Auch hier fuhrte,€&: bei beiden Osteosarkomlinien zu einer signifikante
Erhohung (p< 0,05) der Caspase-3 Aktivitdt. Das Fluoreszenlaris von behandelten zu
unbehandelten Zellen lag bei der Mutante (3,1) héle bei der Wildtyplinie (2,6) (s. Abb.
29).

50000

40000

Fluoreszenzeinheiten

CDwt CDmut

1 Kontrolle W H202

Abb. 29: Caspase-3 Assay vor bzw. nach BehandlungrvCD-Cybriden mit H ;O,. Die Abb.
29 zeigt die relative Fluoreszenz nach Spaltungfldesigenen Caspase-3 Substrats durch ZelllysateGD-
Cybriden (Wildtyp versus Mutante), welche unbehidndaren (Kontrolle) bzw. 24 Stunden mit 450 uMQH in-
kubiert wurden. * = signifikant (g 0,05).
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5.9. Charakterisierung der antioxidativen Verteidigung der NT2/D1-Cybride

Im ersten Teil dieser Arbeit wurde die Wirkung v@alaktosemedium, extern applizierten
Oxidantien,Apoptoseinduktoren und zytotoxischen Substanzem@u¥italitat der Zellen un-
tersucht. Hierbei stand die Frage im Vordergrunddie Mutanten in Folge einer intern erh6h-
ten ROS-Produktion systematisch sensitiver auf proapoutéisStimulireagieren als die im
Vergleich getesteten Wildtyp-Klon&ies war jedoch nicht der Falie Mutanten reagierten
nicht sensitiver auf Galaktosemedium, der Apoptuhgitor Staurosporin zeigte keine syste-
matische Wechselwirkung mit der Mutation und ageggentubellRAIL erwies sich die Mutan-
te als nicht sensitiver. Die Ergebnisse mit dend@mtien HO,, Paraquat und Benzylviologen
waren ebenfalls widersprichlicidie mit Abstand deutlichsten Unterschiede zwischiem
Zellklonen ergaben sich fur,B,. Gegentber diesem Oxidans reagierte die Mutant&8t1
nur nach RA-Behandlung sensitiver als die Pareniallwéahrend sich ein inverses Verhaltnis
im undifferenzierten Zustand zeigte. Diese Umkedutdte auf einen differenzierungsabhangi-
gen Effekt in der Sensitivitat gegen oxidativereSs¢rhin, welche zu den Vorbefunden aus dem
Labor von Prof. Cortopassi passen kdonnten (Wongl.et2002). Allerdings war durch viele
Widersprichlichkeiten, wie z.B. das Verhalten devé&ttante R3460-1 oder graviereridis-
krepanzen zwischen MTT-Test und Caspase-3-Mesduig klarer Ruckschluss auf oxidati-
ven Stress in Teratomzellen mit der npl1778 Mutatidglich. Als weiterer Ansatzpunkt
wurden deshalb im weiteren Verlauf der Arbeit Gilokan, sowie das enzymatische, antioxida-

tive Verteidigungssystem auf Expressions-, Protend Aktivitatsebene untersucht.

5.9.1. Glutathion

Die Glutathiongehalte aller Cybride au3er CM wurdeNormalmedium (DMEM) und fir die
differenzierbaren Linien auch nach der viertagigg&Behandlunggemessen. Hierzu wurden
je funf 75cm-Flaschen, die dicht bewachsen waren (ca. 90 %gmmengefasst und die Pra-
parationerbis zur Messung bei —80°C gelagert. Die Lagerzadgtrschritt den Zeitraum von 14
Tagen nicht und unterschied sich im Mittel nicht dile Passagen von Mutanten und Wildtyp,
zwecks Minimierung eventueller Lagerungsartefaktesgesamt sechs (zehn) unabhangige
Wiederholungen lagen den Messungen der Teratomid&yift43B.TK(-)-Cybride) zugrunde.
Generell waren die gemessenen Gehalte an Gesanaitt@sdn bei den Teratomzellen mit Wer-
ten um drei nmol/mg Gesamtprotein im Vergleich ndeaen Zelllinien sehr geringassend
zu diesem Befund war kein oxidiertes Glutathion 8&$ messbar, welches im Normalfall nur

einen sehr kleinen Anteil des Gesamtglutathionsnagken sollteln DMEM zeigten sich kei-
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ne signifikanten Unterschiede zwischen allen getestTeratom-Linien (Daten nicht gezeigt).
Erst nach der Andifferenzierung kam es, selektivder RA-responsiven Mutante 11778-1
(Abb. 30 A), zu einer signifikantefp< 0,05) Halbierung des Gesamt-Glutathiongehaltes
(Schoeler et al., 2007). Dies konnte als Hinweit eanen spezifischen Effekt der Mutation
gewertet werdenAndererseits war auch in diesem Fall kein GSSGdmékter Indikator flr
oxidativen Stress, nachweisbar. Die Verminderung @esamtglutathions senkt jedoch die
Belastbarkeit der Zellen.

Als Referenz wurden zusatzlich die beiden 143B.Jybride untersucht, um zu tberprifen,
ob die common deletion, welche laut Literatur bereits in DME-Medium eirehthteROS
Produktion bewirkt (Peng et al., 2006), auch irsdi@ Medium ohne die Differenzierungsbe-
handlungeinen verminderten Gesamtglutathionghalt aufwdistséachlich verfiigte der Klon
CDnut, trotz des geringen Heteroplasmiegradsabenmon deletion (22%), Uber weniger Glu-
tathion (Abb. 30 B). Der Gehalt an oxidiertem Gthtan war auch in diesem Fall nicht mess-

bar.

A) 44 B -0
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16
14
12
10

nmol/mg
nmol/mg

S N B N

Abb. 30: Gesamtglutathiongehalt in nmol/mg zellulaem Protein bei NT2/D1-Cybriden

und 143B.TK(-)-Cybriden. A) Gesamtglutathiongehalt von RA-differenzierted@N Cybriden und B)
143B.TK(-)-Cybriden, normiert auf mg zelluldres fin. * = Signifikante Differenz zum Wildtyp (g 0,05),

modifiziert nach Schoeler et al. (2007).

Die Interpretation des verminderten Glutathiongeshals eine Folge der LHON-Mutation in
differenzierten Zellen beinhaltet eine Schwierigk8er Klon NT2/D1 ist selbst kein Cybrid,
d.h. er hat die zur Erzeugung dieser Zellen notvgendhemische Behandlung nicht durchlau-

fen. Es wurde seit langem dartber spekuliert ustirexls in einer kirzlich erschienenen Studie
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experimentell gezeigt (Danielson et al., 2005) sahs Prozedur der Cybridisierung (besonders
die mtDNA-Depletion) z.T. dauerhaft die Transkrptieinzelner Gene verandern kann. Diese
Veranderungen kdnnen nach Absetzen der Behandlengjsperen. Es sollte daher ausge-
schlossen werden, dass im vorliegenden Fall dieskrgtion von Genen des Glutathion-Syn-
theseweges bei dem Cybrid 11778-1 gegenuber NTBdInterreguliert war. Hierzu wurden
die mRNA-Levelder regulatorischen leichten Untereinheit (GCLM) ¢éslutamat-Cystein-
Ligase ¢{GCL) und der Glutathionsynthetase (GS) Uberpridid® Enzyme sind fur die GSH-
Synthese essentiell. DY&CL stellt im Regelfall den geschwindigkeitsbestiemden Schritt in
der Biosynthese dar und wird u.a. auf Transkrigéene regulierfir die Bestimmung des
MRNA-Gehaltes aRA-differenzierten NT2/D1- und 11778-1 Zellen, wendjeweils drei un-
abhangige Kulturen untersucht und jeweils in Difsestimmung gemessen. Die mRNA-
Expression der GCLM war bei der Mutante jedoch therhiedrigt, sondertag 1,5-fach héher
als bei der Kontrolle @ 0,05) (Abb. 31 A), wahrend die mRNA-Expression @dutathion-
synthetase keine signifikanten Unterschiede zwisclan Klonen aufwies (Abb. 31 B).
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Abb. 31: mRNA-Expression von GCLM (A) und GS (B) be NT2/D1 und 11778-1Beide
Zelllinien sind mit RA andifferenziert worden. DreRNA-Expression wurde in beiden Fallen auf 32-Mikro
globulin normiert. *= signifikanter Unterschied<(p,05). Modifiziert nach Schoeler et al. (2007).
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5. Ergebnisse

5.9.2. Expression antioxidativer Enzyme auf mRNA- nd Proteinebene

Vor Vergleichen der antioxidativen Enzymaktivitatewischen Mutante und Wildtyp sollte
zunéchst durch Expressionsstudien geklart werderiche Enzyme die Teratomcybride in
Mengen exprimierten, die Aktivitatsmessungen aigsieich machtenZzudem sollte gepruft
werden, ob sich Anzeichen einer adaptiven Induktienentsprechenden Gene durch die Dif-
ferenzierung mit RA finden lie3en, weil ein diffamerungsabhangiger oxidativer Stress in
diesen Zellen vermutet wurde (Wong et al., 200Bh andererseits jedoch keine signifikant
erhohte Komplex-1-Atmung durch diese Behandlungeggzhatte (Vgl. Abb. 23).

Die in anderen Zelltypen zur,B,-Degradation wichtige Katalase, konnte in den Gidmiper
Real-Time-PCR nicht quantifiziert werden (zu geringe Expressund wurde daher nicht wei-
ter analysiertFur die ubrigen Enzyme (CuzZnSOD, MnSOD, GPx-1 urigl) @urden sechs
biologische Replika je Linie und Behandlung verwemndie Einzelproben wurden je dreifach
gemessen. Die Normierung der Enzym-mRNAs erfolgié das Haushaltsgen 32-Mikro-
globulin, weil dieses Gen einen mittleren Expressievel ohnesignifikante Abhangigkeit von
Zellklon oder RA-Behandlung aufwies.

Generell lasst sich sagen, dass mit wenigen Auseakler mMRNA-Gehalt fast aller Enzyme
aller Linien nach Andifferenzierung mit RA signiéikt hoher war (9 0,05) als im undifferen-
zierten Zustand (Abb. 32, Schoeler et al., 2001.Mifferenzierung schien zu einer generellen
Hochregulation der untersuchten antioxidativen Garden Teratomzellen zu fihrem Kon-
text einer generell erh6ht&OS-Produktion wéren diese Ergebnisse plausibel. Biegemati-
sche Gruppierung der Mutanten bzw. Wildtypklond® I&ch anhand der mRNA-Mengen je-
doch nicht erkennen. Im Gegensatz zu den andereyntem lagen fur GPx-1 in DME-Medium
alle Cybride signifikant unter dem Niveau der Pgatinie (p< 0,05), was auf ein Cybridisie-
rungsartefakt hindeutet (Danielson et al., 2005).
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Abb. 32: Bestimmung der mRNA-Expression verschiedear Enzyme des antioxidativen

Verteidigungssystems mittels SYBR-Green basiertedRT-PCR. A) Glutathionperoxidase 1 (GPx1)
B) Glutathionreduktase (GR) C) Kupfer-Zink-Supedsismutase (SOD1), und D) Mangansuperoxiddismutase
(SOD2) in den gezeigten Zelllinien. Normiert aufi@ikroglobulin. * = signifikante Unterschiede zu differen-
zierten Zellen derselben Linie §0,05), # = signifikante Unterschiede zu undiffaierten NT2/D1- Zellen (g
0,05). Modifiziert nach Schoeler et al. (2007).

Um zu prifen, ob eine stressbedingte Geninduktiontddie Andifferenzierung tatsachlich die
Enzymproteinlevel steigert, oder ggf. nur den etebHJmsatz geschadigten Enzymproteins
ausgleicht, wurden Western Blots mit den Klonen7BLT und NT2/D1 durchgefuhrt (Abb. 33,
Schoeler et al., 2007). Zur Auftrennung des Gesaoteéms je zweier unabhangiger biologi-

scher Replikas wurde ein 10%-iges SDS-Gel verwemietNormierung der Proben erfolgte
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durch Strippen und Inkubieren des jeweiligen Blots mit dem Refieentikorper 3-Aktin. Fur
die Enzyme GPx1, GR und CuZnSOD ergaben densitatietr Scans keine messbaren Effek-
te der RA-Behandlung auf die Proteinmengen (notnaief 3-Aktin).

GPx1 liegt nativals selenhaltiges Homotetramer vor, dessen MonoaieeeGrosse von je 22-
23 kDa haben (Arthur, J.R., 200@)nterhalb derspezifischen Bande generierte der benutzte
Antikdrper meist noch eine zarte, unspezifisched®@amlie jedoch nicht weiter bericksichtigt
wurde.Der Proteingehalt von GPx1 variierte zwischen dezednen Proben stark, wies aber
im densitometrischen Vergleich innerhalb einer &ifkieine signifikanten Unterschiede zwi-
schen den undifferenzierten und den RA-differemereiProben auf. Obwohl fir d@lutathi-
onreduktase (GR) die Mittelwerte der RA-differem@@ Proben (sowohl Kontrolle als auch
Mutante) hoher lagen, als die der unbehandelteferzeérreichten diese Differenzen keine
Signifikanz.Im Fall der CuZnSOD zeigten die Proben, analog Px1; eine starke Varianz.
Mittels der Densitometrie konnte gezeigt werderssdder mittlere Proteingehalt der CuzZnSOD
nach Retinolsaurebehandlung bei beiden Zellliniéheh war als bei den korrespondierenden
unbehandelten Proben, dies jedoch keine Signifikareachte. Im Gegensatz hierzu zeigte sich
nur bei der MNSOD, dem Enzym mit der hochsten 8taigg des mMRNA-Gehaltes durch RA,
auchein um 2,5 bis 3,3—fach erhohter Proteingehalt r@elandlung mit RA in den NT2/D1
bzw. 11778-1 Zellen 0,05).
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Abb. 33: Expression antioxidativer Enzyme auf Protanebene: MnSOD, CuzZnSOD, GR,
GPx1 und sowie 3-Aktin als Referenzprotein4o pg Protein der Linien NT2/D1 und 11778-1 (undif

ferenziert sowie RA-differenziert) wurden geladBenachbarte Linien, die durch eine Klammer verbarsiad,
stellen unabhéngige, parallele Experimente dar. @M 8nd GR sowie CuZnSOD und GPx1 wurden auf demsel-
ben Blot detektiert. Modifiziert nach Schoeler k{2007).
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5.9.3. Enzymaktivitaten

Als Malistab des aktuellen Status der enzymatiseim@nxidativen Abwehr wurden nun die
auf Gesamtprotein normierten Enzymaktivitdten zhesc Mutante und Wildtyp verglichen,
sowohl in DMEM, wie auch nach RA-Behandlung (Schoet al., 2007).

Im Fall von GPx1 und GR setzte sich die Messungfinisunabhéngigen biologischen Repli-
kas zusammen, die entsprechend der Beschreibukgpn4.3.3.1. bzw. 4.3.3.2. aufgearbeitet
wurden. Die erhaltenen Aktivitdten sind als nmolDH-Umsatz pro Minute und mg zellula-
res Protein angegeben. Weder die GR-Aktivitat dedifterenzierten, noch der RA-behand-
elten Linien wies signifikante Unterschiede aufe diuf die Mutation zurickzufihren sein
konnten. Ebenso liel3 sich kein Effekt der RetinmsBehandlungelbst innerhalb einer Zellli-
nie feststellen (s. Abb. 34 A). Im Vergleich der>@&PAktivitat der undifferenzierten Zellen
zeigte sich, dass die NT2/D1-Linie eine signifik&bhere Enzymaktivitat hatte<{@,05) als
die Ubrigen Linien, was ein eventuelles Cybridisrgrsartefakt (Danielson et al., 2005) sein
konnte. Im andifferenzierten Zustand lagen kein¢etsthiede zwischen den einzelnen Linien
vor. Ebenso ergaben sich keine signifikanten Deffieen beim paarweisen Vergleich der undif-
ferenzierten zu RA-differenzierten Linien (s. Al34.B).

Die Bestimmung der SOD-Aktivitat der NT2/D1 und Z871 Linien setzte sich aus vier unab-
hangigen biologischen Wiederholungen zusammen umaievgemass der Beschreibung in
Kap. 4.3.3.3. durchgefuhrt. Im ersten Schritt wudike gesamte SOD-Aktivitat der Zellen be-
stimmt. Zur selektiven Inhibierung der zytoplasmeten CuZnSOD wurde im zweiten Schritt
eine 5 mM Cyanidldésung verwendet. Die Aktivitat d&ranid-resistenteMnSOD héatte sich
dann als Differenz der Messungen mit und ohne @graiie ergebemie SOD konnte jedoch
im Rahmen der Messgenauigkeit quantitativ gehemerden, sodass die Mangan-Form aus
den Mitochondrierunterhalb des Messbereichs lag. Deshalb wird ingdfalen die Gesamt-
SOD-AKktivitat, alsUnits pro mg zellularem Protein, dargestellt (s. Abb.CG34 Hierbei zeigte
sich bei den undifferenzierten, sowie RA-differemi@n Linien jeweils keine Differenz zwi-
schen Mutante und Wildtyie Mittelwerte erschienen zwar durch RA-Behandlimgeiden
Fallen leicht erhoht, diese Differenz war jedocthhisignifikant.
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Abb. 34: Enzymaktivitdten von A) Glutathionreduktase (GR), B) Glutathionperoxidase 1
(GPx1) und C) Gesamt-Superoxiddismutase (SOD) demdifferenzierten bzw. RA-differ-

enzierten NT2/D1-Cybride.Die GR- und GPx1-Aktivitat wurden als Umsatz von nm@\DPH/Min/mg
zellularem Protein und die Gesamt-SOD-Aktivitatinitsmg zellularem Protein gemessen. * = signifikante D

ferenz zu undifferenzierten NT2/D1- Zellen{®,05). Modifiziert nach Schoeler et al. (2007).

89




6. Diskussion

6. Diskussion

6.1. Galaktose- versus Differenzierungs-Modell:
Sind die Stressmodelle geeignet ?

6.1.1. ATP-Mangel ist nur unter metabolischem Stress erkennbar

Entgegen der Vorstellung, dass die primaren LHON-Mutationen automatisch zu einem mess-
baren Defekt in der Enzymaktivitat (Redox-Aktivitat) des betroffenen Atmungskettenkom-
plexes fiuhren (wie dies bei anderen Mitochondriopathien durchaus der Fall ist), konnte an
Blutplattchen, Lymphoblasten und Cybridzellen nachgewiesen werden, dass dies fur LHON
nur bei der 3460/ND1-Mutation gilt, jedoch nicht zweifelsfrei fir die beiden anderen prim-
aren Mutationen 11778/ND4 und 14484/ND6 (Howell et al., 1991; Majander et al., 1991,
Smith et al., 1994; Carelli et al. 1997; Carelli et al. 1999; Brown et al. 2000). Bis heute bleibt
somit die Frage nach einem verminderten Elektronenfluss in Komplex | fiir die letztgenannten
Mutationen offen. Trotz nur geringer und in manchen Studien fehlender Belege fiir eine her-
abgesetzte NADH:Ubichinon-Oxidoreduktase-Aktivitdt nach Mallgabe enzymkinetischer
Messungen, stiitzen verschiedene oxygraphische Atmungsmessungen an Lymphoblasten und
Cybridzellen auch fiir diese Mutationen einen gestorten Elektronenfluss (Brown et al. 2000;
Floreani et al. 2005).

Messungen der Enzymaktivitaten der Komplexe I und 111 an undifferenzierten NT2/D1-Cybri-
den mit der 11778-Mutation, normiert auf Zitratsynthase als MaR fir die Mitochondrien-
menge, zeigten, dass auch in den in dieser Arbeit verwendeten LHON-Cybriden keine Stor-
ung nachweisbar war (personliche Information von Fr. Dr. Winkler-Stuck, Institut fir Neuro-
logie, Otto-von-Guericke Universitat Magdeburg). Bei diesen Zellen fanden sich dariber hin-
aus jedoch auch keine signifikanten Differenzen zwischen Wildtyp und Mutante bezlglich der
Atmung mit Komplex-1-Substraten (s. Abb. 23). Ein Energiedefizit ware aufgrund dieser Be-
funde fir die haufigste LHON-Mutation bislang nicht zwingend durch einen gestorten Elekt-
ronentransport erklarbar. Selbst im Falle einer normalen Funktion der Atmungskette kdnnte es
jedoch zu einer verminderten ATP-Syntheserate und zum ATP-Mangel kommen, wenn auf
indirekte Weise der vom Elektronenflux durch Komplex | abhangige elektrochemische Gra-
dient (AY) vermindert ware. Dies konnte z.B. durch eine verminderte Protonentranslokation
in Komplex | verursacht werden. In jedem Falle ist der Messparameter, der alle denkbaren
Mechanismen einer OXPHOS-Stérung zusammenfasst, das ATP. Demzufolge befasste sich

ein Forschungsansatz der letzten Jahre aus der Arbeitsgruppe um Valerio Carelli mit der Auf-
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klarung einer gestorten ATP-Synthese und deren Auswirkung an Cybridkulturen. Da sich an
143B.TK(-)-Cybriden zunachst jedoch kein verminderter ATP-Gehalt der LHON-Mutante
und auch keine verringerte Vitalitat feststellen lie3, suchte man nach metabolischen Stress-

modellen, die die Defekte der Mutanten erkennbar machten.

6.1.2. Galaktosemodell

Die dem System zugrunde liegende Idee ist, dass durch Anwendung eines Zellkulturmediums
mit Galaktose als einziger C-Quelle die Zellen durch das schlechter in die Glykolyse ein-
schleusbare Substrat gezwungen werden, zur Energiegewinnung vermehrt die Atmungskette
zu benutzen. Ein latent vorhandener, und bis dato durch hohe Glykolyseraten kompensierter
ETC-Defekt wiirde sich somit negativ auf das Uberleben der Zellen auswirken.

Das Galaktosemodell wurde erstmals erfolgreich an Fibroblasten-Primérkulturen von Mito-
chondriopathiepatienten getestet (Robinson et al., 1992). Hierbei zeigte sich, dass Zellen mit
einer gestorten ETC (schwere Defizienz in Komplex I, Cytochrom c-Oxidase, oder Pyruvat-
dehydrogenase (PDH), oder schwerer, generalisierter OXPHOS-Defekt) signifikant sensitiver
reagierten als die Wildtyp-Kontrollen. Die Zellen wuchsen in Galaktosemedium kaum. Zellen
mit einem nur leichten ETC-Defekt oder einer LHON-Mutation proliferierten hingegen gut in
diesem Medium. Demgegeniiber stehen Befunde von Zanna et al. (2003 und 2005), welche
mutationsspezifische Effekte der 143B.TK(-)-LHON-Cybride in Galaktosemedium nach-
wiesen. Die Autoren zeigten eine erhohte Apoptose und einen ATP-Mangel flr die drei hdu-
figeren primaren LHON-Mutationen, die in DME-Medium nicht auftrat, obwohl der ATP-
Synthesedefekt per se unabhdngig vom Medium war (Baracca et al., 2005). Sie unterlegten
diesen Befund mit der oben zitierten Hypothese einer Verschiebung des Energiestoffwechsels
zugunsten der OXPHOS. Dabei unternahmen sie jedoch keinen Versuch, diese Stoffwechsel-
anderung zu messen und ignorierten auch die dazu in Widerspruch stehenden Befunde von
Robinson et al. (1992).

Bei den in der vorliegenden Arbeit verwendeten Teratomcybriden konnte nach 24-stindiger
Inkubation mit Galaktosemedium kein signifikant vermindertes Uberleben der Mutanten rela-
tiv zum Wildtyp festgestellt werden (s. Abb. 16 A). Dartiber hinaus lberlebte einer der beiden
Klone mit der 11778-Mutation sogar geringfligig, aber signifikant besser in Galaktose-
medium als alle Gbrigen Klone, inklusive der Kontrollen. Bei den als Referenz mitgefiihrten
CD-Cybriden (143B.TK(-)), mit common deletion, zeigte sich hingegen eine erhéhte Sensiti-
vitdt der Mutante (s. Abb. 16 B). Im weiteren Verlauf sollte durch die Laktatproduktion uber-

pruft werden, ob das Galaktosemedium zu einer im Wesentlichen oxidativen Energiegewinn-
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ung durch Einschleusung des Pyruvats in den Tricarbonsdurezyklus fuhrt. Es war deutlich zu
erkennen, dass dies fur keinen der Klone zutraf (Abb. 17), weil eine signifikante Laktatbil-
dung auch in Galaktosemedium nachweisbar war. Demnach scheint die bei dem 143B.TK(-)-
Cybridmodell postulierte Stoffwechselumschaltung bei den NT2/D1-Cybriden nicht vorzulie-
gen. Zusammenfassend lasst sich somit sagen, dass aufgrund der widerspriichlichen Befunde
das Galaktosemodell nur bedingt zur Detektion und Charakterisierung von OXPHOS-
Defekten geeignet ist. Vielmehr scheint das Uberleben der Zellen unter Galaktosemedium
einerseits vom Zelltyp, sowie andererseits vom Schweregrad des OXPHOS-Defekts abzuhan-

gen.

6.1.3. Differenzierung mit Retinolsdure

Als ein anderes Modell zur Detektion von mutationsspezifischen Defekten wird die Differen-
zierung von proliferierenden NT2/D1-Tumorzellen mit Retinolséure (RA) diskutiert (Wong et
al., 2002). Man geht hierbei davon aus, dass die gewilnschte Umstellung des Energie-
stoffwechsels von der Glykolyse auf die OXPHOS im Zuge der neuronalen Differenzierung
erfolgt. Eine terminale neuronale Differenzierung, wie diese von Wong et al. (2002) be-
schrieben wurde, scheiterte in der vorliegenden Arbeit allerdings trotz mehrmaliger Versuche.
Maoglicherweise ist eine Umsetzung andifferenzierter Zellen auf Nahrschichten aus Ratten-
Astrozyten bei den Cybriden doch unabdingbar notwendig, obwohl eine Kultur auf Poly-
styrol-Oberflachen (Ozdener, 2007) oder Matrigel-beschichteten Oberflachen (Pleasure et al.,
1992) bei der Parentallinie selbst in der Literatur beschrieben wurde. Aus diesem Grunde
konnte in der vorliegenden Arbeit nur eine Kurzzeitbehandlung mit RA fur vier Tage durch-
geflhrt werden. Die Behandlung hatte eine klare Wirkung, wie der Proliferationsstop, die er-
hohte H,O,-Sensitivitdt und die Hochregulation verschiedener antioxidativer Enzyme auf
MRNA-Ebene zeigten. Dieses Verhalten passte auf den ersten Blick zu der Hypothese einer
durch Differenzierung erhohten ETC-Nutzung mit entsprechend erhéhter ROS-Produktion.
Unter dem Vorbehalt der schlechten ADP-Stimulation (schlechter Kopplungsgrad) der Mito-
chondrien aus den Cybridzellen, sprachen die Atmungsmessungen jedoch deutlich gegen die-
se Annahme. Auch im direkten Vergleich zwischen Neurobasalmedium mit und ohne zehn
MM RA in parallelen Messungen am gleichen Versuchstag ergab sich flr keine der vier getes-
teten Linien eine signifikante Differenz in der Maximalatmung (s. Abb. 23). Auch die Lak-
tatmessungen im direkten Vergleich von Neurobasalmedium mit und ohne RA sprachen nicht
eindeutig fir eine Stoffwechselumschaltung. Nach Maligabe dieser Messungen scheint also
der durch Andifferenzierung induzierte oxidative Stress eher Uber einen ETC-unabhangigen
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Mechanismus zu entstehen. In diesem Falle ware die zugrunde liegende Idee des RA-Modells
anzuzweifeln. Damit ist fraglich, ob die bislang selektiv nur an RA-differenzierten Tera-
tomklonen mit LHON-Mutation gemessenen Effekte wirklich durch die Komplex-I-Dys-
funktion verursacht wurden. Dies gilt fir die selektiv erhohte ROS-Produktion der Mutanten
(Wong et al., 2002) und fur die in der vorliegenden Arbeit beschriebene Glutathion-Depletion
(Abb. 30 A). Oxidativer Stress kdnnte im Zuge der Differenzierung durch RA beispielsweise
auch durch eine gesteigerte Hdm-Synthese erkléarbar sein, wie dies in jungster Vergangenheit
an Neuro2a- Zellen gezeigt wurde (Shinjyo und Kita, 2006 und 2007). Zudem fand sich auch
unter RA keine ATP-Depletion der Mutante in den NT2/D1-Cybriden (Abb. 24).

Auf dem jetzigen Kenntnisstand bietet das Modell der RA-Differenzierung von NT2/D1-
Cybriden die gleichen Unwagbarkeiten wie das von der Arbeitsgruppe um V. Carelli favori-
sierte Modell der Galaktosebehandlung von 143B.TK(-)-Cybriden. In beiden Féllen sind be-
stimmte Mutationseffekte beobachtbar. Das Zuruckfihren dieser Effekte auf eine Stoff-
wechselumschaltung, durch die gewahlten Kulturbedingungen mit erhthtem Elektronenfluss
durch Komplex I, ist jedoch bislang eine experimentell nicht abgesicherte Hypothese. Diese
Diskrepanz ist auch bereits aus der Publikation der Gruppe um G. Cortopassi ersichtlich
(Wong et al., 2002). Die Autoren weisen zu recht darauf hin, dass sich eine erhdhte ROS-
Produktion fir die LHON-Mutationen np11778 und np3460 im Vergleich zur Parentallinie
nur nachweisen lasst, wenn die Zellen mittels RA differenziert wurden. Dies galt sowohl flr
Messungen mit dem ROS-sensitiven Fluoreszenzfarbstoff DCFDA, als auch fur Messungen
mit dem starker fur Superoxid aus den Mitochondrien spezifischen Farbstoff Dihydroethidium
(DHE). Wenn der zugrunde liegende Mechanismus jedoch ein gesteigerter Flux durch Kom-
plex 1 ware, so sollte hypothetisch generell bei allen drei Linien bei den differenzierten Zellen
ein hoheres Fluoreszenzlevel messbar sein, als bei korrespondierenden unbehandelten Tera-
tomzellen der gleichen Linie. Dies war jedoch nicht der Fall. Es zeigte sich z.T. ein inverser
Effekt.
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6.2. Antioxidatives Verteidigungssystem

6.2.1. Glutathion
6.2.1.1. Verursachen LHON-Mutationen eine Glutathion-Depletion?

Das Tripeptid Glutathion spielt eine wichtige Rolle in der antioxidativen Abwehr der Zelle, da
ihm die Rolle als essentielles Cosubstrat von GPx in der Degradation von H,O, zukommt,
und es aufgrund seiner hohen intrazellularen Konzentrationen im Bereich von ca. 1-10 mM
gleichzeitig den groRten Teil des Redoxpotentials der Zelle determiniert (Schafer und Buett-
ner, 2001; Wu et al., 2004; Vesce et al. 2005). Ein verminderter Glutathiongehalt kann folg-
lich zur Einschrankung der Kapazitaten des antioxidativen Systems flihren, woraus sich eine
erhohte Vulnerabilitat der betroffenen Zellen gegentiber ROS ergibt. Die Bestimmung des
Gesamtglutathiongehalts der NT2/D1-Cybride zeigte nur bei den RA-differenzierten eine sig-
nifikante Reduktion (p<0,05) um 49% bei der Mutante 11778-1 im Vergleich zum Wildtyp
NT2/D1 (Abb. 30 A). Dass dieser gemessene Effekt kein mogliches Cybridisierungsartefakt,
wie dies von Danielson et al. (2005) beschrieben wurde, darstellt, Iasst sich einerseits durch
die Tatsache belegen, dass er nur nach RA-Differenzierung zum Tragen kommt. Andererseits
ergab die Bestimmung der mRNA-Gehalte der Glutathion synthetisierenden Enzyme Gluta-
mat-Cystein-Ligase (YyGCL) und GS (Glutathionsynthetase) (s. Abb. 31) im RA-
differenzierten Zustand keine Verminderung bei der Mutante. Die modulatorische Unterein-
heit (GCLM) der yGCL ist fir die Regulation des Synthesewegs von besonderer Bedeutung,
da sie wahrscheinlich in den meisten Zelltypen die Enzymaktivitat limitiert (Chen et al., 2005)
und hypothetisch durch ein Cybridisierungsartefakt (Danielson et al., 2005) in ihrer mRNA-
Expression dauerhaft reprimiert sein konnte. Dies wurde in der vorliegenden Arbeit ausge-
schlossen (s. Abb. 31). Kritisch muss jedoch angemerkt werden, dass der Mittelwert des Ge-
samtglutathion-Gehaltes bei der Revertante R3460-1 zwischen den Werten fir die Linien
NT2/D1 (Wildtyp) und 11778-1 (LHON) lag (Daten nicht gezeigt). Ein sicherer Schluss, dass
die npl1778-Mutation in RA-differenzierten Teratomzellen stets zu einer Glutathion-
Depletion flhrt, kann jedoch auf der Basis nur eines Klons kaum gezogen werden und bedurf-
te kiinftiger Uberpriifung mehrerer Klone. Die parallel begonnene Generierung neuer Cybride
aus einfacher differenzierbaren Neuroblastomzellen gelang aufgrund der erheblichen techni-
schen Schwierigkeiten nicht (siehe Kap. 6.5.).

Als weitere Kontrolle wurde der Glutathiongehalt der CD-Cybride bestimmt. Die heteroplas-
mische 5 kb common deletion betrifft sieben Strukturgene der Komplexe I, IV und V und de-

letiert funf tRNA-Gene, die in die mitochondriale Proteinbiosynthese involviert sind. Hieraus
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resultiert eine generelle Inhibierung der Aktivitat der Atmungskettenenzyme, sowie eine er-
hohte ROS-Produktion, ohne dass dazu spezielle Medienbedingungen bendtigt werden. Auch
hier zeigte sich eine signifikante Verminderung (38%) im Glutathiongehalt der Mutante (s.
Abb. 31 B).

Im Gegensatz zu den Resultaten der vorliegenden Arbeit stehen Befunde von Floreani et al.
(2005), der im Galaktosemodell an 143B.TK(-)-Cybriden eine Zunahme des Gesamtgluta-
thions bei Klonen mit den Mutationen np11778 und np3460 fand, im Vergleich zur Kontrolle
bzw. zur LHON- Mutation np14484. Dieses Modell suggerierte demnach ein gegensatzliches
Verhalten zwischen den beiden phénotypisch besonders gravierenden Mutationen einerseits
und Kontrollen bzw. der phanotypisch benigneren Mutation andererseits. Interpretiert wurde
der hohere Glutathiongehalt der ,,maligneren” Mutanten als adaptive Reaktion auf den erhoh-
ten oxidativen Stress. Unterstutzt wurde diese Sichtweise durch den besonders flr die Mutan-
te npl11778 deutlichen, aber auch fir die Mutante np3460 noch signifikant héheren Anstieg
des oxidierten Glutathions (GSSG) in Galaktosemedium. Demgegenuber konnte der in der
Regel geringe Anteil an GSSG in den Teratomcybriden der vorliegenden Arbeit nicht gemes-
sen werden, da der Gesamtglutathiongehalt mit ca. drei nmol/mg Protein per se zu gering war.
Obwohl die adaptive Induktion der yYGCL-mRNAs (Tian et al.; 1997; Chen et al., 2005) im
143B.TK(-)-Modell von Floreani und Kollegen nicht Gberprift wurde, interpretierten sie dies
als die wahrscheinlichste Erklarungsmoglichkeit fiir ihre GSH-Messwerte. Sowohl die Gene
der modulatorischen (GCLM), als auch der katalytischen Untereinheit (GCLC) des Enzyms
besitzen redoxsensitive Promotorelemente, die z.B. ber die redoxsensitiven Transkriptions-
faktoren AP-1 und fiir GCLC auch Gber NF-kB reguliert werden (Dickinson et al., 2004). VVon
Floreani und Kollegen wurde nicht weiter diskutiert, dass eine Uberregulierte GSH-Neu-
synthese jedoch fir die in diesem Modell klar ATP-defizienten Zellen (Zanna et al., 2003)
nachteilig sein sollte. Denn sie vermindert die zur oxidativen ATP-Synthese benétigten
NAD(P)H-Reduktionsaquivalente weiter (Makarov et al., 2006). Es fallt also schwer, die
Messungen von Floreani und Kollegen (2005) als einen erfolgreich induzierten Schutzme-
chansimus zu interpretieren.

Insgesamt also bleibt fraglich, warum es bei den beiden Modellen zu solch kontraren Ergeb-
nissen kommt. Eine Hypothese zur Auflosung dieses Widerspruchs lautet, dass im Fall einer
erhéhten ROS-Produktion die Reaktion des Glutathion-Spiegels vom basalen Glutathiongehalt
der verwendeten Zellen abhangt. Makarov et al. (2002) benutzten dazu ein klassisches Modell
zur plétzlichen Erhéhung der mitochondrialen ROS-Produktion, durch Glukosedeprevation

und Hypoxie/Reoxigenierung. Sie zeigten an astrogliareichen Primarkulturen zerebraler Kor-
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tices der Ratte, dass bei einem hohen Basallevel an Glutathion (> 40 nmol/mg Protein) die
Zellen auf den oxidativen Stress mit einer Erhohung ihres Glutathionlevels reagierten. Wiesen
die Zellen hingegen bei hoherem Alter der Kultur einen niedrigeren basalen GSH-Gehalt auf
(< 20 nmol/mg Protein), so kam es durch den abrupten oxidativen Stress zu einer GSH-Dep-
letion. Tatsdchlich lagen die basalen Glutathiongehalte der Teratomzellen mit drei nmol/mg
unterhalb des von Makarov und Kollegen gefundenen Grenzwertes, diejenigen der Osteo-
sarkomcybride von Floreani und Kollegen jedoch mit 30 — 40 nmol/mg dariiber. Zudem mag
die Lage eines solchen Schwellenwertes vom Zelltyp abhdngen. Bei der Interpretation ist je-
doch vor allem zu bedenken, dass zwar in den artifiziellen Cybridmodellen der oxidative
Stress relativ plotzlich auftritt (Mediumwechsel), dies in den retinalen Ganglienzellen jedoch
kaum anzunehmen ist. Viel eher wiirde man in einem chronischen Szenario eine erfolgreiche
Adaptation erwarten. Dies Ubersieht jedoch Befunde wie die Glutathion-Depletion beim Mor-
bus Parkinson, einer chronischen, neurodegenerativen Erkrankung mit erwiesenem Komplex-
I-Defekt (Perry et al., 1982; Perry und Yong, 1986; Sian et al., 1994; Jenner und Olanow,
1996; Jenner 1998) und bei anderen Formen nigrostriataler Neurodegenerationen (Fitzmaurice
et al, 2003).

Des Weiteren wére im Hinblick auf die retinalen Ganglienzellen (RGC) die metabolische Ko-
operation zwischen Neuronen des ZNS und Astroglia zu berlcksichtigen, die sich auch auf
den Glutathion-Stoffwechsel erstreckt. Infolge dieses Zusammenwirkens sind die Neuronen
nicht gezwungen, die gesamte Synthese ausschlieBlich aus endogenen Metaboliten zu voll-
ziehen. Sie konnen stattdessen teilweise das von Gliazellen ausgeschiedene Glutathion nut-
zen, welches vom glialen Ektoenzym y-Glutamyltranspeptidase zum CysGly-Dipeptid hydro-
lysiert wird, und zusammen mit ebenfalls aus der Glia stammendem Glutamin die neuronale
Glutathion-Synthese antreiben kann (Dringen et al., 1999). Im Falle der Retina erfullen diese
Aufgabe die Miillerschen Gliazellen (Schitte und Werner, 1998; Bringmann et al., 2006). Es
bleibt also die Frage, ob die Aktivitat der neuronalen Enzyme der GSH-Biosynthese Uber-
haupt eine kritische Rolle zur Aufrechterhaltung einer hinreichenden de-novo-Synthese in den
RGC spielt, oder vielmehr die Verfiigbarkeit von Metaboliten aus den Miiller-Zellen. Da bei
LHON-Patienten vermutlich auch die Muller-Zellen die Mutationen tragen (z.B. Homoplas-
mie der np11778-Mutation), ist nicht auszuschlielen, dass die Glia in die Pathogenese invol-

viert sein kdnnte.
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6.2.1.2. Verstarkt eine Glutathion-Depletion die ATP-Depletion?

Eine moderate GSH-Depletion in ZNS-Neuronen kann eine signifikante ATP-Depletion nach
sich ziehen (s.u.). Hierdurch konnte es im Fall von LHON zu einer Synergie von oxidativem
Stress und ,,Energiekrise* kommen.

Willner et al. (1999) zeigte an primédren Neuronenkulturen (Kornerzellen des Kleinhirns),
dass Neuronen mit einem erhdhten ATP-Bedarf auf eine moderate GSH-Depletion (ca. 50%)
mit einer schnellen zytoplasmatischen ATP-Depletion reagieren. Durch Inhibierung der zyto-
plasmatischen GSH-Biosynthese mit L-Buthioninsulfoxamin (BSO) konnte von den Autoren
ein langsamer GSH-Verlust in den Mitochondrien ausgel6st werden, welche ihr GSH indirekt
durch einen Austausch mit dem Zytoplasma aufrechterhalten. Bei einer Reduktion des mito-
chondrialen Glutathions um ca. 50%, kam es zur neuronalen Degeneration. Im Gegensatz
hierzu fihrte die Gabe der GSH-komplexierenden Substanz Ethakrinsaure (EA) zu einem
wesentlich schnelleren Absinken des zellulédren und mitochondrialen GSH-Gehalts, sowie zu
einer rapiden Verminderung des Membranpotentials (welches schlieflich ganz zusammen-
brach) und letztendlich innerhalb kurzer Zeit zum Zelltod. Es wurde vermutet, dass die mito-
chondriale GSH-Depletion zu einer Verschiebung des Thiol-Redoxpotentials flihrte, woraus
sich die Schéadigung sensitiver OXPHOS-Komponenten ergab, die zu gestorter ATP-Synthese
und in letzter Konsequenz zum Zelltod flhrte.

Zur néheren Charakterisierung der akuten bioenergetischen Konsequenzen, die sich aus der
GSH-Depletion ergeben, behandelten daher Vesce et al. (2005) zerebelldre Kornerzellen mit
Monochlorbiman (MCB). Diese Substanz depletiert GSH durch Konjugation. An mit einem
redox-sensitven Fluoreszenzprotein (ro-GFP) transfizierten Kulturen, mafien sie bei der GSH-
Depletion die erwartete Verschiebung im Redoxpotential. Der Vorteil dieser Methode besteht
darin, dass mit MCB konjugiertes GSH ein fluoreszierendes Produkt bildet, aufgrund dessen
man den zeitlichen Verlauf der GSH-Depletion darstellen und diesen mit einer Reihe von
funktionellen Parametern der Mitochondrien korrelieren kann. Hierdurch zeigten Vesce und
Kollegen (2005), dass wéhrend der ersten Stunden der Glutathion-Depletion die klassischen
biochemischen Parameter, wie das Membranpotential, die respiratorische Kapazitét, die Pro-
tonendurchléssigkeit der inneren Membran und die Wirkung von entkoppelnden Substanzen,
unverandert blieben. Hingegen kam es sehr rasch zu einer messbaren ATP-Depletion im Zy-
toplasma, noch bevor letztlich die anderen Parameter betroffen waren. Aus diesen Ergeb-
nissen wurde gefolgert, dass zwar bereits eine moderate Reduktion des GSH-Gehalts in die-
sem Modell zu einer signifikanten ATP-Depletion flihrte, die Ursache hierflir aber kaum in

einer Schadigung von OXPHOS-Komplexen zu suchen war, als vielmehr in der Beeintrach-

97



6. Diskussion

tigung anderer redoxsensitiver Proteine, wie beispielsweise dem Adenosin-Nukleotid-Trans-
porter (ANT).

In dem in der vorliegenden Arbeit untersuchten Teratom-Cybridmodell fand sich jedoch ent-
gegen der Erwartung unter keinen Kulturbedingungen eine ATP-Depletion der Mutante. Dies
wurde auch durch Messungen von R. Pommer am Institut fir Neuropathologie der Universitat
Magdeburg mit einer anderen Methode bestatigt (Pommer, 2007), wie auch von einem Ko-
operationspartner unseres Projektes in einer gemeinsamen Publikation (Haroon et al., 2007).
Selbst unter Bedingungen einer signifikanten Glutathiondepletion der Mutante, also nach RA
(s. Abb. 24), war kein verminderter ATP-Gehalt nachweisbar.

6.2.1.3. Gibt es Hinweise auf ein verdndertes Thiol-Redoxpotential bei Komplex-I-
Defekten mit chronischer ROS-Produktion?
Im Hinblick auf die in dieser Arbeit gefundene GSH-Depletion bei LHON-Cybriden und den
oben skizzierten Zusammenhang zwischen GSH und ATP in ZNS-Neuronen waére es wichtig,
zu untersuchen, ob es in Zellen anderer Mitochondriopathiepatienten mit bekannten Komplex
I-Defekten und erhohter ROS-Produktion zu einer signifikanten Verschiebung des Redox-
potentials kommt. An priméren Neuronenkulturen von Patienten konnte dies naturgemaéf
nicht untersucht werden. Verkaart et al. (2007) fuhrten aber solche Messungen an Fibro-
blasten verschiedener Mitochondriopathiepatienten mit Komplex-I-Defekt mit Hilfe von Flu-
oreszenzmethoden durch. Die Autoren wiesen zundchst eine erhdhte ROS-Produktion nach.
Sie fanden darlber hinaus jedoch keine Hinweise auf ein veréndertes Redoxpotential. Diese
Versuche sprechen somit dafiir, dass zumindest in Fibroblasten eine moderat erhohte, chroni-
sche ROS-Produktion nicht ausreichend ist, um zu einem signifikanten GSH-Verlust zu fiih-

ren und Uber diesen Weg den ATP-Spiegel zu beeinflussen.

6.2.1.4. Die Thiolgruppen welcher Proteine des Energiestoffwechsels sind
moglicherweise besonders ROS-sensibel?

Unabhéngig davon, ob ein normaler GSH-Gehalt oder eine GSH-Depletion bei LHON vor-
liegen, erhebt sich die Frage, welches die besonders redox-sensitiven Proteine des Energie-
stoffwechsels sind. Hierbei ist interessant, ob diese bereits unter einem milden ROS-Stress
oxidiert werden, der noch nicht zu einer Verschiebung des Redoxpotentials der Zellen fuhrt
(s.0.).

Unter diesen Annahmen wurde von Hurd et al. (2007) zur Identifizierung jener Proteine eine
spezifizierte 2-D-Gelelektrophorese (Redox-Differenz-Gelelektrophorese, REDOX-DIGE)
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eingefuhrt. Unter moderaten Szenarien von oxidativem Stress (z.B. 2,5 UM H,O; oder rever-
ser Elektronenfluss durch Komplex | aus dem Substrat Succinat) konnten hierdurch aus iso-
lierten Herzmuskelmitochondrien diese sensitiven Proteine, anhand ihrer oxidierten Thiol-
gruppen, identifiziert werden. Ein Grossteil (85%) der besonders empfindlichen Proteine war
dem mitochondrialen Energiestoffwechsel (v.a. Pyruvat- und Fettsdurestoffwechsel) zuzu-
ordnen. Besonders anzumerken ist, dass ein nicht in diese Kategorie fallendes, oxidations-
sensitives Protein VDAC (voltage dependent anion channel) war, welches ein Bestandteil der
Permeabilitats-Transitionspore ist. Die Arbeiten zeigten also, dass es zur Oxidation besonders
sensitiver Thiole durch geringe ROS-Konzentrationen kommen kann, selbst wenn sich dies
nicht in einem insgesamt positiveren Redoxpotential im Homogenat manifestiert. Hurd und
Kollegen interpretieren dies dahingehend, dass es eine bislang unentdeckte physiologische
Redox-Regulation des Energiestoffwechsels gibt, zumal die gemessenen Thiol-Oxidationen
reversibel waren. Trotzdem kdnnte man davon ausgehen, dass diese Proteinthiole auch dazu
pradestiniert sind, unter dauerhaftem, pathologischem oxidativem Stress als erste oxidiert zu
werden, um anschlieBend permanent alteriert zu bleiben, mit den sich daraus ergebenden ne-

gativen Folgen fur den Energiestoffwechsel.

6.2.2. Ist die Aktivitat antioxidativer Enzyme in LHON-Cybriden
vermindert?

Neben Glutathion spielen diverse Enzyme eine wichtige Rolle bei der antioxidativen Vertei-
digung. In der vorliegenden Arbeit wurden GR, GPx1, CuZnSOD und MnSQOD als die wich-
tigsten Vertreter ndher charakterisiert. Bei keinem der untersuchten Enzyme (MnSOD war
nicht messbar) konnte im NT2/D1-Modell ein mutations- oder differenzierungsspezifischer
Effekt bzgl. der Aktivitat nachgewiesen werden (Abb. 34 A-C). Die einzige auftretende Signi-
fikanz in diesen multiplen Vergleichen, eine Absenkung der GPx1-Aktivitat bei allen Cybri-
den gegenuber der Parentallinie, wurde konservativ als wahrscheinliches Cybridisierungs-
artefakt interpretiert (s. Kap. 5.9.3.).

Floreani und Kollegen (2005) kamen an 143B.TK(-)-Cybriden zu z.T. abweichenden Befun-
den. Bereits in DME-Medium wiesen die Autoren eine signifikant verminderte GPx-Aktivitat
fur die Mutation np3460, nicht jedoch fur die Mutationen np11778 und np14484 nach. Des-
gleichen zeigten sie in DMEM eine reduzierte GR-Aktivitdt fur die Mutanten np3460 und
npl11778. Die Reduktion der GR-Aktivitét fiel nach 24-stiindiger Inkubation in glukosefreiem
DMEM mit 5 mM Galaktose fur die Mutante np11778 noch deutlicher aus und wurde fir die

Mutante npl14484 erst in diesem Medium signifikant. Die Autoren erklarten dies mit der

99



6. Diskussion

Hypothese des erhéhten metabolisch/oxidativen Stress im Galaktosemodell (Vgl. 6.1.2). E-
benfalls fanden Floreani et al. (2005) nach 24 Stunden in Galaktosemedium eine signifikante
Reduktion der MnSOD-AKktivitat aller Mutanten, sowie eine verminderte CuZnSOD-Aktivitat
bei dem Cybrid mit der Mutation np3460, im Gegensatz zu den beiden anderen Klonen
npl1778 und npl4484. Die funktionelle Beeintrachtigung der MnSOD, jenes Enzyms, wel-
ches unmittelbar mit dem Superoxid aus Komplex | reagiert, war bei allen mutierten Klonen
gravierend. Aus Abb. 7 der Publikation (Floreani et al., 2005) ergibt sich eine Restaktivitét
von lediglich ein Viertel bis ein Drittel des Wildtyps. Zusammen mit der zuvor gemessenen
ATP-Depletion stutzten diese Befunde den theoretischen Ansatz des Galaktosemodells, ob-
wohl sich dieses Modell offenbar nicht ohne weiteres auf andere Zelltypen Ubertragen l&sst
(s.0.). In DME-Medium dagegen ergaben sich signifikante Unterschiede zum Wildtyp in der
Regel nur nach einer, eher ungewdhnlichen Normierung auf im Westernblot densitometrisch
bestimmte Gehalte des betreffenden Enzymproteins, nicht bei blicher Normierung auf das
Gesamtprotein. Problematisch erscheint diese Normierung alleine schon durch die mangelnde
Linearitat des benutzten nicht-radioaktiven Westernblot-Verfahrens. Dies schwaécht jedoch
nicht die Gesamtaussage einer geschadigten enzymatischen antioxidativen Abwehr in einer
Stresssituation (Galaktosemedium).

Im Vergleich hierzu fanden sich in der vorliegenden Arbeit keine Anderungen in der Aktivitét
der Gesamt-SOD nach RA-Differenzierung. Die gemessene SOD-Aktivitat lie sich daruber
hinaus komplett mit 5 mM Cyanid hemmen, woraus sich schliel3en l&sst, dass ausschliellich
die CuZnSOD-Form représentiert war und der Gehalt an MnSOD somit auf3erhalb des Mess-
bereichs lag. Legt man diese Beobachtung zugrunde, so stimmen die auf den ersten Blick
kontraren Ergebnisse der SOD-Messungen an 143B.TK(-)-Cybriden mit den Resultaten der
vorliegenden Arbeit Uberein. Floreani et al. (2005) fand im Galaktosemodell nur bei der Mut-
ante np3460 eine signifikant erniedrigte CuZnSOD-Aktivitat, nicht jedoch bei dem Klon mit
der Mutation np11778.

Insgesamt muss also festgehalten werden, dass sich im 143B.TK(-)-Galaktose-Modell deutli-
che Hinweise auf geschéadigte antioxidative Enzyme fanden, die sich an den Teratomzellen
mit der gleichen Mutation nicht zeigten. Problematisch bleibt dabei, dass bei letzteren die

Messung des wichtigen Enzyms MnSOD nicht méglich war.
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6.3. Fihren LHON-Mutationen zur erhéhten VVulnerabilitat

gegenuber oxidativem Stress aus anderer Quelle?

6.3.1. Externes H,0,

Davon ausgehend, dass die Komplexe I und Il der Atmungskette hauptséchlich fur die inter-
ne, mitochondriale ROS-Produktion verantwortlich sind (Muller et al., 2004), wiirden Defekte
dieser Komplexe zu einer erhéhten internen ROS-Produktion und der sich daraus ergebenden
erhohten Auslastung der antioxidativen Kapazitaten flihren. Ein extern gesetzter oxidativer
Stimulus sollte in den np11778-Mutanten daher synergistisch mit dem hoheren internen ROS-
Gehalt wirken. Hypothetisch sollte dies dazu fuhren, dass die Mutanten in einem Lebendzell-
zahl-Test vulnerabler reagieren als die entsprechende Kontrolle. In der Vergangenheit war
bereits mittels Trypanblau-Féarbung die erhohte Sensitivitét eines 143B.TK(-)-Cybridklons mit
der np11778-Mutation gegenuber einer sechsstiindigen H,O,-Behandlung gefunden worden
(Wong und Cortopassi, 1997). Interessant ist, dass die von den Autoren gezeigte, partiell pro-
tektive Wirkung eines Kalzium-freien Zellkulturmediums (DMEM ohne Kalzium) und von 1
MM Cyclosporin A, einem PTP-Hemmer, fir eine Beteiligung mitochondrial vermittelter A-
poptose am Zelltod sprachen. Diese Versuche stutzten also den Ansatz, dass sich ROS aus
dem mutierten Komplex | und aus anderer Quelle synergistisch bei der Apoptose-Induktion
verhalten.

Auch an den in der vorliegenden Arbeit verwendeten Teratomzellen gab es mehrere Evidenz-
strange, die diese Sicht unterstitzten. Zunéchst einmal induzierte H,O, an Zellen in normalem
DMEM Apoptose, gemal der fluorimetrischen Caspase-3-Messungen, und zwar signifikant
starker beim Klon 11778-1 als bei den Parentalzellen. Zudem wurde Caspase-3 in einem Sze-
nario erhohter zytoplasmatischer Kalziumkonzentrationen ebenfalls bei der Mutante starker
induziert (Haroon et al., 2007). Auch dieser Effekt war durch Cyclosporin A hemmbar. Die
direkteste Aussage erlaubten konfokalmikroskopische Fluoreszenz-Messungen. Mit einem
ROS-sensitiven Farbstoff (DFF) konnte gezeigt werden, dass die LHON-Mutante nach Stimu-
lation mit 100uM H,0, einen hoheren Gehalt nicht abgepufferter ROS aufwies als die Kon-
trolle (Haroon et al., 2007).

Die eigenen Versuche zur Sensitivitdt der Teratomcybride in DMEM gegeniiber externem
H,0,, gemessen mit einem Lebendzellzahl-Test, standen den Literaturbefunden kontrovers
gegeniiber. Aus unbekannten Grinden war die Parentallinie in DMEM deutlich sensitiver als

beide Klone mit der np11778-Mutation. Aus der Zusammenfassung aller Daten, inklusive der
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direkten Fluoreszenzmessungen (Haroon et al., 2007), kdnnte folgendes hypothetisiert wer-
den: a) Die Mutation erzeugt auch vor dem genetischen Hintergrund der NT2-Linie bereits ein
erhdhtes ROS-Aufkommen und eine hohere Bereitschaft zu einer mitochondrial vermittelten
Apoptose, b) die Anwendung von simplen Lebendzellzahlmessungen nach H,O; reprasentiert
nicht ohne weiteres ein realistisches Bild, weil andere zytotoxische Wirkungen des Oxidans
uberwiegen, und c) RA steigert vermutlich den oxidativen Stress, wobei fraglich bleibt, in-
wieweit daftr wirklich die Atmungskettenfunktion verantwortlich ist oder vollkommen ande-
re Effekte, wie etwa ein alterierter Ham-Stoffwechsel nach RA (Shinyo und Kita, 2007).

Das externe H,0, fuhrt zu pleitropen Effekten, wie beispielsweise der Permeabilisierung von
Membranen, welches wiederum zur Induktion eines apoptoseunabhédngigen Zelltodes fiihren
kann. Darlber hinaus kdnnte die Zelldichte die Sensitivitit der Zellen gegeniiber externem
H,O, mit beeinflussen. Es zeigte sich in einer Reihe von Versuchen (Daten nicht gezeigt),
dass eine zu niedrige bzw. zu hohe Zellzahl zu einem friihen und massiven Absterben (nahezu
100 %) der Zellen fihrt. Es ist plausibel, dass die Zelldichte die schnell abfallende Verlaufs-
kurve der tatséchlichen H,O,-Konzentration im Zellkulturmedium mitbestimmt. Bei Gabe des
Oxidans als Bolus wird die Konzentration und damit die zytotoxische Wirkung wahrschein-
lich bei hoher Zelldichte schneller abfallen, weil mehr oxidierbares organisches Material und
ein hoherer Gesamtgehalt antioxidativer Enzyme vorliegen. Daher machte eine zu geringe
Zelldichte die Kulturen sensibler. Bei einer Zelldichte nahe der Konfluenz mag sich die Zell-
tod- Induktion an dicht bewachsenen Stellen auswirken, denn nachweislich tberstanden die
Cybridzellen kaum 24 Stunden Konfluenz. Diese starke Abhangigkeit von der Zelldichte
sorgt selbst bei bestmdglich normierter Aussaat fir eine erhebliche Variabilitat in den Versu-
chen. Mdglicherweise kénnte dieses Problem kinftig durch die aufwendigere Anwendung
eines Gemisches aus Glukoseoxidase und Katalase im Medium, zur Applikation eines kon-

stanteren Dauerspiegels von H,0,, vermindert werden.

6.3.2. Substanzen mit Redoxcycling

Die toxischen Effekte von Paraquat, eines von vielen weitlaufig verwendeten Bipyridylherbi-
ziden, sowie des Derivats Benzylviologen, beruhen auf der Erzeugung von oxidativem Stress
durch Redoxcycling in den Zellen. Die Toxizitat dieser Herbizide entsteht u.a. durch Ein-
schleusung, vermutlich Gber Wechselwirkung mit Komplex 11, in die Atmungskette, wo sie
als Elektronenakkzeptoren enzymatisch zum kationischen Radikal umgewandelt werden.
Durch die Reduktion von molekularem Sauerstoff (Transfer des Uberschiissigen Elektrons)

initiieren sie die Entstehung von internem Superoxid (Castello et al., 2007) und werden selbst
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zum stabilen Kation reoxidiert. Der Vorgang kann von neuem beginnen (Redoxcycling). Bei
der Paraquat-vermittelten ROS-Entstehung sind mehrere mitochondriale Enzyme beteiligt
(Fukushima et al., 1995), der Vorgang kann aber auch von Elektronendonoren und Enzymen
aullerhalb der Mitochondrien vermittelt werden, wie z.B. durch mikrosomale (llett et al.,
1974; Montgomery et al., 1976) und zytosolische Enzyme (Winterbourn et al., 1984; Day et
al., 1999). Die Wirkung von Paraquat wurde bereits an zahlreichen Modellen untersucht (Bus
und Gibson, 1984; Sato et al., 1995; Arkblad et al., 2005; Cicchetti et al., 2005; Bonilla et al.,
2006; Bishop et al., 2007). Diese Substanzen als Modell einer gesteigerten internen Super-
oxid-Produktion bieten den Vorteil der Vermeidung von Bolus-Effekten (wie beispielsweise
direkter H,O.-Applikation) und der groReren Nahe zu realen Szenarien von oxidativem Stress
in vivo. Im Gegensatz zu Studien an anderen Zelltypen, in denen Paraquat einen deutlichen
zytotoxischen Effekt im Bereich zwischen 5 und 160 uM hatte (Cappelletti et al., 1998; Gon-
zalez-Polo et al., 2004), fand sich dieser in der vorliegenden Arbeit im MTT-Test (s. Abb.
26A\) bis zu Konzentrationen von 200uM an andifferenzierten Teratomcybriden nicht. Selbst
200 pM Paraquat hatte nur minimale toxische Effekte, diese allerdings selektiv bei der Mut-
ante. Im Vergleich hierzu wies z.B. E18, eine spontan immortalisierte Ratten-Gliomlinie,
nach 24 Stunden Inkubation mit Paraquat einen LDso-Wert von ca. 25 uM auf (Niso-Santano
et al., 2006). Darliber hinaus schien Paraquat an den Teratomzellen (s. Abb. 26A) sogar einen
minimalen proliferationsstimulierenden Effekt auf die Kontrolle zu haben. Dies l&sst vermu-
ten, dass das Redoxcycling von Paraquat in den Teratomzellen nur in geringem Malie ablauft
und daher nur eine minimale ROS-Produktion ergibt, die ggf. ein proliferationsférderndes
Signal darstellen kann. Beim Benzylviologen zeigte sich im MTT-Test zwar eine etwas star-
kere Reaktion (s. Abb. 26 B), jedoch nicht praferentiell bei der Mutante. Aufgrund der insge-
samt sehr geringen Effekte und der widerspriichlichen Resultate mit beiden Substanzen, wa-

ren sie letztlich ohne signifikante Aussagekraft.

6.4. Staurosporin und Rezeptor-vermittelte Apoptose

Im MTT-Test fand sich nach Behandlung der Teratomcybride mit Staurosporin keine Ab-
héngigkeit der Sensitivitat von der Mutation (s. Abb. 18 A). VVon den beiden getesteten Mut-
anten mit identischer np11778-Mutation reagierte nur 11778-1 bei der héchsten Staurosporin-
konzentration von 400 nM signifikant sensitiver als die beiden Wildtyp-Klone. Der zweite
Klon, MD, hingegen reagierte tiber den gesamten Konzentrationsbereich hinweg am wenig-
sten sensitiv. Es fand sich somit auch in diesem Fall keine generelle Prédisposition der Mut-

ante fur die Apoptose, wobei es auffallend ist, dass die vier Klone insgesamt gravierende Dif-
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ferenzen untereinander aufweisen. Wéhrend bei 11778-1 unter 400 nM Staurosporin nahezu
0% uberlebende Zellen zu verzeichnen sind, weist MD eine Uberlebensrate von ca. 50% auf.
Aus diesem Befund lasst sich ableiten, dass zwischen den Cybridklonen unbekannte und un-
gewollte Differenzen bestehen, welche die Wirkung eines pleiotropen Agens, wie Staurospo-
rin, beeinflussen.

Einen spezifischeren Stimulus des extrinsischen Apoptosewegs stellt demgegentber die Sti-
mulation von Todesrezeptoren durch ihre Liganden dar. In der vorliegend Arbeit wurde dies
durch TRAIL (TNF-related apoptosis-inducing ligand) erreicht, woraus ein einheitlicheres
Bild im MTT-Test resultierte (s. Abb. 19 A). Allerdings konnte auch in diesem Fall keine
mutationsspezifische Sensitivitat verzeichnet werden. Dagegen reagierten die als Prin-
zipkontrollen mitgefuihrten 143B.TK(-)-Cybride mit common deletion erwartungsgemald we-
sentlich sensibler als die korrespondierende Kontrolle (Abb. 19 B). Die Resultate zur extern
getriggerten Apoptose im 143B.TK(-)-Modell (Danielson et al., 2002) ergaben hingegen ein
anderes Bild. Die Autoren zeigten durch Analyse einer grofieren Serie von Cybriden mit
npl11778 und np3460-Mutationen in einem Lebendzellzahltest mit Trypan-Blau nach Fas-
Stimulation eine durchweg hoéhere Sensitivitat der Mutanten. Durch Applikation des Caspase-
Inhibitors zZVAD-fmk konnte diese Sensitivitat wieder auf das Kontrollniveau nivelliert wer-
den, was den apoptotischen Zelltodmodus verifiziert. Darlber hinaus wurde dieser Befund in
zusétzlichen Experimenten durch Caspaseassays, Annexin-V-FACS und DNA-Fragmen-
tierungsassays bestatigt. Aus den Resultaten von Danielson und Kollegen kann man somit
schlielen, dass im Fall des 143B.TK(-)-Modells von einer generell erhdhten Apoptosebereit-
schaft durch alle drei h&ufigeren, primaren LHON-Mutationen auszugehen ist. Offenbar ver-
halten sich die Mutationen aber auch gegenuber der Rezeptor-vermittelten Apoptose nicht in
beiden Cybridsystemen identisch. Die Zelltyp-Abhéngigkeit zeigt auf, dass man von den er-
haltenen Ergebnissen nicht ohne weiteres Ruckschlusse auf die (apoptotischen) Vorgénge in
den RGC ziehen sollte.

Den Grund fur die erhohte Apoptosebereitschaft der Mutante in ihrem Modell vermuten Da-
nielson und Kollegen (2002) am ehesten in einer erhohten mPTP-Offnungswahrschein-
lichkeit aufgrund der Dysfunktion von Komplex I, wobei diese moglicherweise durch die
ROS-Produktion vermittelt werden konnte. Hierbei fallt auf, dass die Autoren die beschrieb-
ene Apoptose-Sensibilisierung in DMEM als Zellkulturmedium fanden, wéhrend fir die ATP-
Depletion derselben Zellen Galaktosemedium essentiell notwendig ist (Zanna et al., 2003). In

den Teratomcybriden (Haroon et al., 2007) fanden sich neben Hinweisen auf eine erhohte
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ROS-Produktion der Mutante (Fluoreszenzfarbstoffe) ebenfalls Anzeichen fir eine erleichter-

te mPTP-Offnung unter apoptotischer Stimulation (Kalziumuberladung).

6.5. Ist das Cybridmodell ein geeigneter Standard zur Analyse

von mtDNA-Mutationen?

Mit der Entdeckung, dass bestimmte Erkrankungen auf Mutationen der mtDNA zurlickzu-
fuhren sind, erdffnete sich ein weites Feld in der Erforschung der Mitochondriopathien. Die
Entwicklung des Cybridsystems (King und Attardi, 1989) stellte erstmals ein zu diesen Zwe-
cken geeignetes Modellsystem dar. Trotz der hypothetisch bestmoglichen Vergleichbarkeit
von Kontrollen und Mutanten, weist es auch eine Reihe von Nachteilen auf.

So zeigen Cybridklone z.B. entgegen der gewiinschten chromosomalen Identitét in der Praxis
auch unerwinschte genetische Differenzen. Sie verfligen beispielsweise nicht immer uber
einen exakt identischen Karyotyp, welches in ihrer Herkunft als immortalisierte Tumorzellen
begriindet liegt. Bei den in der vorliegenden Arbeit verwendeten Klonen zeigten sich neben
Karyotyp-Veranderungen (Verlust des Y-Chromosoms) auch chromosomale Stiickverluste bei
der Revertante R3460-1. Solche von Zelle zu Zelle heterogenen Rearrangements der chromo-
somalen DNA (LOH, Duplikationen, Translokationen) sind ebenfalls Kennzeichen von Tu-
moren bzw. aus ihnen hervorgegangener Zellkulturen (Murga und Fernandez-Capetillo, 2007;
Stallings, 2007). Solche Unterscheide sollten sich daher auch typischerweise zwischen zwei
Cybridklonen finden lassen, wenn mit einer gentigend grofRen Zahl von Mikrosatelliten-
markern gesucht wird. Diese genetischen Differenzen beeinflussen méglicherweise den Stoff-
wechsel der Zellen und verféalschen auf diese Weise u.U. einzelne Experimente. Auch sind
heteroplasmische Cybride oftmals trotz Uridin-Supplementierung instabil, d.h. die mutierte
mtDNA geht mdglicherweise bei langerer Passagierung aus den Zellen verloren, wie dies bei-
spielsweise bei dem Klon R3460-1 der Fall war.

Dariiber hinaus mussen auch mogliche epigenetische Effekte, die durch die EtBr-Behandlung
und PEG-Fusion ausgeldst werden, berlicksichtigt werden. Mittels einer Microarray-Studie an
den 143B.TK(-)-Cybriden konnte von Danielson und Kollegen nachgewiesen werden, dass es
zu cybridisierungsabhéngigen, stabilen transkriptionellen Verdnderungen von Genen kommen
kann (Danielson et al., 2005). Die Mehrheit der persistierenden Alterationen der mRNA-
Transkripte lieB sich hierbei auf den Prozess der mtDNA-Depletion zuriickfihren. Die Auto-
ren zeigten am Beispiel der 143B.TK(-)-Zellen, dass vor allem nukledre Gene, die in den Mi-
tochondrien exprimiert werden und die funktionell in die OXPHOS und den Zitronenséure-
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Zyklus involviert sind, betroffen waren. Die identifizierten mitochondrialen Gene waren pra-
ferentiell in die ATP-Synthese bzw. die ETC involviert. Solche Cybridisierungsartefakte wa-
ren wahrscheinlich auch die Ursache der bei den Teratomcybriden gemessenen Auffalligkei-
ten bei der GPx1-Expression.

Abgesehen von diesen technischen Problemen, liegt eine wesentliche Einschrankung in der
Verwendung proliferierender Tumorzellen zur Charakterisierung von Defekten, die sich bei
Mitochondriopathiepatienten in postmitotischen Zellen ereignen (z.B. RGC). Die Tumor-
zellen reprasentieren nur unzureichend Neuronen, sowohl was den Energiestoffwechsel be-
trifft, wie auch im Hinblick auf oxidativen Stress. Dariiber hinaus gibt es in Tumorzellen
maogliche apoptotische Blockaden etwa bei p53- oder bax/bcl2-Signalwegen, was zu einem
zusétzlichen Problem fiir Apoptosestudien werden kann (Harrington et al., 1994; Lee und
Bernstein, 1995; Shen und White, 2001). Mdglicherweise liegt hier auch ein Grund fur die
gegentber vielen Noxen beobachtete geringere Sensitivitat der Teratomklone im Vergleich zu
den beiden Osteosarkomklonen in dieser Arbeit.

Aus den oben aufgefuihrten Grinden, und den sich daraus ergebenden Schwierigkeiten bei der
Interpretation der Ergebnisse wurde versucht, eigene LHON-Cybride zu gewinnen, die sich
dartiber hinaus neuronal differenzieren lassen. Zu diesem Zweck wurden Neuroblastomzellen
(SHSY-5Y) 2,5 Monate mit einer sublethalen Dosis EtBr behandelt. Es stellte sich heraus,
dass sich die Gewinnung der bendtigten p°-Zellen nicht problemlos reproduzieren lasst. Die
Klonausbeuten waren minimal und es scheint ein inverses Verhaltnis zu bestehen zwischen
Vitalitdt und Rest-mtDNA-Gehalt. Die Cybrid-Generierung sollte daher nicht als etabliertes
Verfahren bezeichnet werden, wie dies gelegentlich in der Literatur geschieht. Zwar gelang es
nach einiger Zeit p-Zellen zu erzeugen, doch wiesen diese noch immer einen Restgehalt an
mMtDNA auf und waren durch die EtBr-Behandlung in ihrer Proliferation sehr stark einge-
schrankt worden. Auch von King und Attardi (1989) waren letztlich nur zwei p°-Klone ge-
nutzt worden. Spéter wurde unter diesen weiter subkloniert, um zu einem optimal proliferie-
renden Klon zu gelangen. Dariiber hinaus stieg in der vorliegenden Arbeit der mtDNA-
Gehalt, sobald die EtBr-Behandlung eingestellt wurde. Unter diesen Umstanden war eine Fu-
sion mit Donorzytoplasten oder Blutplattchen nicht mdéglich. In einem zweiten, folgenden
Ansatz erhielt man indes keine berlebenden Zellen, sodass dieses Verfahren ganzlich einge-
stellt werden musste. Die Ergebnisse sind Ubereinstimmend mit Befunden anderer Autoren
(von Wurmb-Schwark et al., 2006). Diese Arbeitsgruppe zeigte, dass hohere Dosen von EtBr
(25-50 uM) zur erwarteten Abnahme des mtDNA-Gehalts von NT2/D1-Zellen fiihren und

darlber hinaus Zellen mit weniger als 10% mtDNA-Gehalt anfangen, abzusterben. Daraus
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konnte geschlossen werden, dass es einen Schwellenwert des mtDNA Gehalts fiir das Uberle-

ben der Zellen gibt.

6.6. Resumee

6.6.1. Erkenntnisse der bisherigen Literatur zum LHON-Mechanismus

Zur Charakterisierung des Mechanismus von LHON haben innerhalb des letzten Jahrzehnts
die Arbeitsgruppe um den Neurologen V. Carelli in Bologna, sowie die mit ihm assoziierten
italienischen Gruppen wesentlich beigetragen (Carelli et al., 2004b). Trotzdem wird der exak-
te Mechanismus dieser Mitochondriopathie bislang kontrovers diskutiert. Die zu Beginn
durchgefuhrten Studien mit dem CoenzymQ-Antagonisten Rotenon, welcher bei der Mutante
zu einer verminderten Inhibierung des Komplex 1 fiihrte (Degli-Esposti et al., 1994; Carelli et
al., 1997; Ghelli et al., 1997; Carelli et al., 1999), und mit den Chinolen Myxothiazol und No-
nyl-Benzochinol (Carelli et al., 1999), welche den mutierten Komplex | stérker inhibierten,
wiesen auf eine erhohte Produkthemmung des mutierten Komplex | hin. Diese erhdhte Pro-
dukthemmung wurde auch durch Daten einer anderen Arbeitsgruppe gestutzt (Majander et al.,
1996). Gemal der Flux-Kontrolltheorie konnte dies in einem verminderten Elektronenfluss
durch die gesamte Atmungskette resultieren. Dessen Folge ware eine Senkung des elektro-
chemischen Gradienten Uber der inneren Mitochondrienmembran und eine entsprechende
Senkung der ATP-Syntheserate. Ferner konnte eine alterierte Ubichinol-Bindung die Bil-
dungswahrscheinlichkeit von Superoxid erhéhen, welches in den Matrixraum hinein entlassen
wiurde. Die in den besagten Studien gemessenen Effekte spiegeln jedoch nicht zwangslaufig
eine Hemmung des mutierten Komplex | unter naturlichen Bedingungen wieder, deren Nach-
weis bislang, auBer fir die Mutation np3460, umstritten ist. Bei einer mehrfach nachgewiesen
verminderten Atmung (Brown et al., 2000; Floreani et al., 2005), konnte bisher mit enzy-
matischen Messtechniken meist keine verminderte Komplex I-Aktivitat aufgezeigt werden.
Die Hypothese eines Energiedefizits bei LHON wird bislang vor allem von positiven Befun-
den im 143B.TK(-)-Galaktosemodell unterstiitzt (Zanna et al., 2003), dort allerdings fiir alle
drei untersuchten LHON-Mutationen. Dariber hinaus sprechen frihere Befunde an Lympho-
zyten von LHON-Patienten gegen eine Energiedepletion als Ausloser fur LHON (Yen et al.,
1998). Diese kontraren Ergebnisse werden dahingehend interpretiert, dass das 143B.TK(-)-
Galaktosemodell eher dem neuronalen Energiestoffwechsel entspricht, als dies bei den Lym-
phozyten der Fall ist.

Die sich hieraus ergebenden Studien zum Zelltodmodus von 143B.TK(-)-Cybriden in Galak-

tosemedium wiesen anhand klassischer Parameter, wie Cytochrom c-Freisetzung ins Zytop-
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lasma, Chromatin-Kondensation und Fragmentierung der chromosomalen DNA eine hohere
Apoptoserate der Mutante (Ghelli et al., 2003) nach. Auffallig hierbei ist jedoch, dass es ent-
gegen einer normal verlaufenden Apoptose hier trotz der Freisetzung von proapoptotischen
Faktoren aus den Mitochondrien offenbar nicht zur Bildung und Aktivierung des Apoptosoms
kommt (Zanna et al., 2003 und 2005). Die Autoren begriinden dies mit dem existierenden
ATP-Defizit der Mutante unter Galaktosemedium, da zur Bildung des Apoptosoms, durch
Interaktion mit Apaf-1, Energie in Form von ATP benétigt wird. Darlber hinaus zeigten sie,
dass die aus den Mitochondrien in grofier Menge freigesetzten Faktoren Endonuklease G und
AIF (Apoptose-induzierender Faktor) ausreichten, um die Apoptose unter Umgehung der Ef-
fektor-Caspasen zu initiieren (Zanna et al., 2005). In jiungerer Zeit wurden zudem Anhalts-
punkte daflr gefunden, dass die Kapazitdten der enzymatischen antioxidativen Verteidi-
gungsmechanismen der Mutante unter den gewahlten metabolischen Stressbedingungen (Ga-
laktosemedium) Uberfordert sein konnten (Floreani et al., 2005). Nach Ansicht von Carelli
und Kollegen kommt es zu einer Synergie von ATP-Depletion und erhoh-tem oxidativem
Stress, welche zum apoptotischen Untergang der RGC fuihrt. Der genaue Modus der Apoptose

h&ngt dabei méglicherweise von der Balance der beiden VVorgénge ab.

6.6.2. Stutzt das NT2/D1-Modell diese Sicht?

Verglichen mit den oben genannten Hypothesen zum Mechanismus von LHON unterstiitzt
das NT2/D1-Modell nur einzelne Punkte dieser Sichtweise. Einerseits konnte erhéhter oxi-
dativer Stress der Mutanten durch direkte Messung mit ROS-sensitiven Fluoreszenzfarb-
stoffen nachgewiesen werden (Wong et al., 2002; Haroon et al., 2007), andererseits wurde die
erhdhte Apoptosebereitschaft der Mutante unter externem oxidativen Stress (H,O,), anhand
der Caspase-3-Aktivierung aufgezeigt (vorliegende Arbeit). Ebenso fand sich eine erhohte
Caspase-3-Induktion der Mutante unter Kalzium-Stress (Haroon et al., 2007).

Das NT2/D1-Modell unterstiitzt hingegen nicht den postulierten ATP-Mangel der Mutante
(Zanna et al., 2003), sowie die daraus resultierende ,,atypische”, d. h. ohne Caspase-3 Akti-
vierung ablaufende, Apoptose (Zanna et al., 2005). Weder bei Normierung des ATP-Gehaltes
der Zellen auf mg Gesamtprotein (diese Arbeit), noch bei Bestimmung des ATP/ADP-
Verhaltnisses (Pommer, 2007) fand sich ein Energiedefizit des Klons 11778-1 gegenuber der
Parentallinie. Ebenso zeigten die Atmungsraten beider mutierter Klone mit oder ohne Reti-
nolsdure (diese Arbeit) im Gegensatz zum 143B.TK(-)-Modell keine Unterschiede zum Wild-
typ. Es fanden sich somit bei diesem Modell keine messbaren Veranderungen in den klassi-

schen bioenergetischen Parametern bei den Mutanten. Ferner konnten in der vorliegenden
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Arbeit, sowie Schoeler et al. (2007), keine spezifischen Defekte der enzymatischen anti-
oxidativen Abwehr gefunden werden, im Gegensatz zu Floreani et al. (2005), daftir aber Hin-
weise auf einen verminderten Glutathion-Gehalt unter Retinolséure.

Es lasst sich kaum anzweifeln, dass die von Carelli und Kollegen (2004b) beschriebenen bio-
chemischen Phanotypen im 143B.TK(-)-Modell wirklich auf Mechanismen beruhen, die allen
priméren LHON-Mutationen gemein sind, da die Autoren samtlichen Experimenten Klone
mit drei Primdrmutationen zugrunde legen konnten und diese sich gleich verhielten. Obwohl
im NT2/D1-Modell nur zwei Klone mit identischer Mutation verfligbar waren, deuten die
Daten aber auf einen Einfluss des Zelltyps hin und lassen Zweifel aufkommen an einer gene-

rellen Ubertragung von Cybridbefunden auf RGC.

6.6.3. Weitere Untersuchungsansatze und Ausblick

Die bislang durchgefihrten Arbeiten zur Aufklarung des LHON-Mechanismus beruhen groR-
tenteils auf der Anwendung des Cybridmodells, welches jedoch Méngel aufweist (s.0.). Guns-
tig wére deshalb ein geeignetes Tiermodell, das tatséchlich mutierte Ganglienzellen (RGC)
reprasentiert. Dessen Entwicklung traf lange Zeit auf uniiberwindliche Schwierigkeiten, weil
keine Vektoren verfugbar waren, die in die Mitochondrien eintransportiert werden konnten.
Daher musste zundchst ein Transfektionssystem entwickelt werden, bei dem eine zytoplasma-
tisch translatierbare Kopie des mitochondrialen Proteins hergestellt wurde, indem einige vom
nicht-universellen Code der Mitochondrien abweichende Codons ausgetauscht wurden (sog.
»allotope Expression®). Diese Konstrukte wurden mit geeigneten mitochondrialen Leitpepti-
den fusioniert. Als vorlaufiger Endpunkt dieser Arbeitsrichtung wurde erst in jlngster Ver-
gangenheit von der Arbeitsgruppe um John Guy (Qi et al., 2007) ein Mausmodell entwickelt.
Dabei wurde ein rekombinantes Virus (AAV) in den Glaskorper des Auges eingespritzt. Das
Virus enthielt eine fur die allotope Expression modifizierte ND4-Untereinheit des Komplexes
I mit der Mutation G11778A. Das Konstrukt erzeugte bei Méusen eine LHON-ahnliche Er-
krankung, im Gegensatz zu Kontrollkonstrukten mit Wildtyp-ND4. Die auf diese Weise be-
handelten Mause entwickelten innerhalb kurzer Zeit die klassischen Symptome von LHON,
d.h. Schwellung des Nervenkopfes ohne Anzeichen einer Entziindung, sowie im weiteren
Verlauf Degeneration und teilweiser Verlust der RGC.

Anhand dieses Tiermodells konnte man die pharmakologischen Eingriffsmdglichkeiten durch
Neuroprotektiva in vivo testen. Interessante Wirkstoffkandidaten waren beispielsweise Ubi-
chinon, sein verbessert die Blut-Hirnschranke iberwindendes Derviat Idebenon und das Anti-
biotikum Minocyclin. Das Coenzym Q-Derivat Idebenon, welches die Bildung von ATP sti-
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mulieren soll, antioxidativ wirkt und in vivo die kardiale Komponente der Friedreich-Ataxie
gunstig beeinflusst, wurde und wird auch an LHON-Patienten getestet (Cortelli et al., 1997;
Mashima et al., 2000; Barnils et al., 2007). Die bislang erhaltenen Ergebnisse sind jedoch
kontrovers.

Minocyclin, ein tetracyclisches Breitbandantibiotikum, zeigte in ersten Versuchen an Zell-
kulturen eine protektive Wirkung bei LHON (Haroon et al., 2007), und rickt auf Grund seiner
zyto- und neuroprotektiven Eigenschaften zunehmend in den Blickpunkt der Forschung (Jor-
dan et al., 2007). Obgleich das Mausmodell die Vorgange bei LHON in vivo darstellt und sich
an ihm pharmakologische Eingriffsmdglichkeiten testen lassen, sind Versuche zur Auf-
klarung des Mechanismus auf biochemischer und molekularbiologischer Ebene nicht mog-
lich. Sie bleiben also weiter eine Domane der Cybridkulturen. Hierzu gehdren z.B. Mess-
ungen der Kalziumhomoostase nach apoptotischen Stimuli mit Echtzeit-Bildgebungsver-
fahren oder die Klarung der Rolle der PTP bei der Apoptose, die besonders weitergefiihrt
werden sollte. Ein neuerer Aspekt ist auch die mdgliche Rolle erhéhter Glutamtat-Exzito-
toxizitadt durch einen Transporterdefekt (Beretta et al., 2004), der theoretisch den Muiller-

Zellen einen Anteil an der Pathogenese zuweisen wirde.

Zusammenfassend l&sst sich sagen, dass es bislang noch viele ungeklarte Details im Zu-
sammenhang mit der LHON-Pathogenese gibt. Aus diesem Grund sollte die Forschung weiter
auf Cybridmodelle und parallel dazu auf das neue Tiermodell zurtickgreifen, solange noch

keine Uberzeugende Behandlungsoption fiir die Erkrankung existiert.
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7. Zusammenfassung

Bei der zelltypspezifischen Mitochondriopathie LH@NmMmt es zum plétzlich einsetzenden
und schnell verlaufenden Untergang retinaler Gangkllen(RGC) mit entsprechender De-
generation des Nervus opticus, die zu schwerersvfisaderung oder Erblindung fuhrt. Pri-
mare Ursache sind maternal vererbte Punktmutatideaemitochondrialen DNA mit Amino-
saureaustausch in Komplex | der Atmungskette. NukléGene, Ethanol und andere Noxen
werden als weitere Faktoren kontrovers diskutidat,nicht alle Mutationstrager erkranken
und eine mannliche Pravalenz vorliegt. Trotz zatirer Zellkulturstudien sind der prazise
biochemische Mechanismus der LHON-Mutationen, sadee Modus der Zelltodinduktion
noch ungeklart. Hinweise deuten jedoch auf eineeBya zwischen Energiedepletion (ATP-
Mangel) und oxidativen Stress hin. RichtungweiseBdéunde stammen bislang vor allem
aus einem einzigen Cybrid-Zellkulturmodell (143B(fKOsteosarkom). Zur ndheren expe-
rimentellen Charakterisierung von LHON wurde in derliegenden Arbeit ein alternatives
Cybridmodell (NT2/D1-Teratom) verwendet, das zudkam Vorteil der neuronalen Differen-
zierbarkeit dieser Klone bietet.

Ein Aspekt umfasste die Auswirkungen von metabbésa Stress, ausgelost durch Inkubati-
on der Zellen in Galaktosemedium oder durch Difiererung mit Retinolsdure. Hierdurch
sollten die Wirkungen der Mutation detektierbar geht werden. Die mutierten Zellen zeig-
ten im Vergleich zum Wildtyp unter Stressbedingumgedoch keine verminderten Uberle-
bensraten. Eine Uberwiegende Abhangigkeit des kestaffwechsels von der Atmungskette
wurde auch durch Differenzierung mit Retinolsauighnerreicht. Ferner zeigte sich keine
signifikante Erniedrigung der Atmungsraten mit Kdenpl-Substraten und auch keine Ver-
minderung des ATP-Gehaltes bei den Mutanten, letgten Gegensatz zu Vorbefunden im
143B.TK(-)-Modell. Nach MalRgabe klassischer biogréischer Parameter waren die Aus-
wirkungen der Mutation somit nicht detektierbar.

Gemal der These einer htheren Sattigung der adioven Abwehr bei der Mutante, wurde
die Reaktion der Zellen in einem Lebendzellzahltagt externen oxidativen Stress gepruft.
Proliferierende Zellen zeigten entgegen der thesmieén Erwartung eine geringere Sensitivi-
tat der Mutanten gegentbes®}, ein Resultat, das durch Retinolsédure z.T. umgékelrde.
An proliferierenden Zellen ergab sich gleichzegige signifikant (p<0,05) erhdhte Caspase-
3-Aktivierung durch dieses Oxidans bei mutiertelefe sodass der im Lebendzellzahltest
messbare Zelltod offenbar nur partiell apoptotiaen. Trotz verbliebener Unklarheiten stitz-
ten die Befunde eher die These einer erhbhtengBagider antioxidativen Mechanismen bei
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der Mutante, insbesondere im Zusammenhang mit jimgsizierten Daten eines Kooperati-
onspartners. Die Superoxid generierenden SubstdPasaguat und Benzylviologen zeigten
generell geringe Wirkung, ohne Korrelation mit dshatationsstatus. Entsprechendes galt fur
die Noxen Ethanol und Methanol. Selbst die Reak#iohklassische Vermittler der intrinsi-
schen und extrinsischen Apoptosewege (StaurospmehTRAIL) war im NT2/D1-Modell
sehr gering, im Vergleich zu 143B.TK(-)-Zellen, ale¢ zu Kontrollzwecken mitgefihrt wur-
den. Es zeigte sich auch hier keine Korrelationdait Mutation.

Die Aktivitaitsmessung der antioxidativen Enzyme &opiddismutase, Glutathionperoxidase
und Glutathionreduktase ergab, z.T. im GegensatZarbefunden, keine verminderten En-
zymaktivitaten bei den Mutanten, auch nicht nackfePenzierung mit Retinolsaure. Nach
Differenzierung fand sich ein mutationsspezifis@rminderter Gehalt an Glutathion
0.05).

Die teilweise kontroversen Befunde dieser Arbeit\Mergleich zum bislang fir LHON ge-
nutzten Modell deuten darauf hin, dass auch deri@yelityp einen wesentlichen Einfluss
auf die Konsequenzen der G11778A-Mutation fur dedativen Energiestoffwechsel und fur
den Zelltod unter metabolischen bzw. oxidativere&bedingungen hat. Aus diesem Grunde
soliten die an Cybridkulturen gewonnenen Resultaidusive der sich daraus ergebenden
pharmakologischen Eingriffsmoglichkeiten, nicht behaltlos auRGC Ubertragen werden.
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8. Abklrzungsverzeichnis

11778-1
143B.TK(-)
R2MG
3-NAD
vyGCL
A

AAV
Abb
ADP
AlF
AK

AM
ANT
AS
ATP
bp
BSA
BSO
CD
CDwt
CDmut
cDNA
CM
COX
CPEO
CuzZnSOD
DEPC
dest
DHE
DMEM
DMSO
DNA

8. AbkUrzungsverzeichnis

Teratomcybrid mit der LHON-Mutation G11778A
Osteosarkomzelllinie
32-Mikroglobulin
3-Nikotinamidadenindinukleotid
Gamma-Glutamat-Cystein-Ligase
Absorption
rekombinantes Adenovirus
Abbildung
Adenosindiphosphat
Apoptose-induzierender Faktor
Antikorper
aullere Mitochondrienmembran
Adenosin-Nukleotid-Transporter
Aminosaure
Adenosintriphosphat
Basenpaar(e)
Rinderserumalbumin
L-Buthioninsulfoxamin
Common deletion
Osteosarkomcybrid (143B.TK(-)), Kontrolle
Osteosarkomcybrid (143B.TK(-)) mit desmmon deletion
komplementare Desoxyribonukleinsdure
Teratomcybridklon, Wildtygcontrol mitochondria)
Cytochrom-c Oxidase
chronisch progrediente externe Opthalmoplegie
Kuper-Zink-Superoxiddismutase
Diethylpyrocarbonat
destilliert
Dihydroethidium

Dubelccos modifiziertes Eagle Medium (verringe Bicarbonatgehalt)

Dimethylsulfoxid
Desoxyribonukleinsaure
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8. Abklrzungsverzeichnis

dNTPs
dsDNA
DTNB
DTPA
DTT
EA
ECL
EDTA
EtBr
ETC
EtOH
FAD
FADH,
FKS

f. K.
FMN
GCLC
GCLM
GPx1
GR
GS
GSH
GSSG
GTP

H.02
HPLC

hvr2

IMS
kb

kDa
KSS

Desoxynukleotidtriphosphat
Gesamt-DNAdouble-strand DNA)
5,5-Dithiobis(2-nitrobenzylsaure)

Titriplex V

Dithiothreitol

Ethakrinsauréethacrinic acid)

enchanced chemiluminiscence
Ethylendiamintetraessigsaure

Ethidiumbromid

Elektronentransportketiel ectron transport chain)
Ethanol

Flavin-Adenin-Dinukleotid, oxidiert
Flavin-Adenin-Dinukleotid, reduziert

fotales Kalberserum

Endkonzentration (finale Konzentration)
Flavinmononukleotid

katalytische Untereinheit der Gamma-Glutamgdt@n-Ligase
regulatorische Untereinheit der Gamma-Gluta@wgstein-Ligase
Glutathionperoxidase

Glutathionreduktase

Glutathionsynthase

Glutathion (reduzierte Form)

Glutathion (oxidierte Form)
Glutamat-Pyruvat-Transaminase

Stunde

Wasserstoffperoxid
Hochleistungsfliissigkeitschromatograplmegh performance liquid
chromatography)

Hypervariable Region 2
innere Mitochondrienmembran
Intermembranspalt

Kilobasen

Kilo-Dalton

Kearns Sayre Syndrom
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8. Abklrzungsverzeichnis

LHON
L-LDH
LOH

MCB
MD
MELAS

MERRF
MetOH
Min

mM
MnSOD
MRNA
MtDNA
MTT
M-Zellen
NAD*
NADH
NADPH
NARP
NB
NnDNA
NF-«xB
NFL
NT2/D1
oD
OXPHOS
PAGE
PBS
PCR
PDH
PEG

Liter

Lebersche Hereditare Optische Neuropathie
L-Laktatdehydrogenase

Verlust der Heterozygotioss of heterozygoty)
molar

Monochlorbiman
Teratomcybrid mit der LHON-Mutation G11778A
Mitochondriale Enzephalopathie Laktatazid&stlaganfallahnliche
Symptome

Myoklonie, Epilepsie, ragged red fibers
Methanol

Minute

millimolar

Mangansuperoxiddismutase
messenger-RNA

mitochondriale DNA

Mikrotitertetrazolim- Test

Magno-Zellen
Nikotinamidadenindinukleotid, oxidiert
Nikotinamidadenindinukleotid, reduziert
Nikotinamidadenindinukleotidphosphat
Neuropathie Ataxie Retinitis Pigmentosa
Neurobasalmedium

nukleare DNA
Transkriptionsfaktor
Nervenfaserschictiherve fiber layer)
parentale Teratomlinie (NTera2/D1)
Optische Dichte

oxidative Phosphorylierung
Polyacrylamidgelelektrophorese
Phosphat-gepufferte Kochsalzlésung
Polymerase Kettenreakti{polymerase chain reaction)
Pyruvat-Dehydrogenase

Polyethylenglukol
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8. Abklrzungsverzeichnis

PMB
PTP
P-Zellen
p°-Zellen
p-Zellen
RA
RFLP
RGC
rRNA
ROS
rpm

RT
RT-PCR
SDS
SHSY-5Y
SSA
SOD
Taq
TBE
TIM
TNB
TOM
TRAIL
Tris
tRNA
VDAC
ZNS

Papillomakulares Biindel
Permeabilitats-Transitions-Pore

Parvo-Zellen

Rho-Zero Zellen (Zellen ohne mtDNA)

Rho-Minus Zellen (Zellen, deren mtDNA z.T. depletiert ist)
Retinolsaure

Restrikionslangenpolymorphismus

Retinale Ganglienzellemetinal ganglion cells)

ribosomale RNA

reaktive Sauerstoffspezia®éctive oxygen species)
Umdrehungen pro Minut@otations per minute)
Raumtemperatur

Quantitative PCR (Echtzeit-PCR)

Natriumdodecylsulfat

Neuroblastomlinie

Salicylséaure

Gesamt-Superoxiddismutase

thermostabile DNA Polymerase aus Thermophiusicus
Tris Borat EDTA

Trandocase of inner mitochondrial membrane
5,5-Dithiobis(2-nitrobenzylsaure)

Trandocase of outer mitochondrial membrane

TNF- related apoptosis inducing ligand
Trishydroxyaminomethan

transfer-RNA

spannungsabhangiger Anionenkafvaltage dependent anion channel)

zentrales Nervensystem
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