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Kurzreferat

Gliome sind sehr schnell wachsende Hirntumore. Die Prognose fiir betroffene Patienten
ist zumeist infaust. Tafazzin, ein Remodeling-Enzymkomplex der Cardiolipinsynthese,
hat neben dem Fettsdureangebot wesentlichen Einfluss auf die Struktur molekularer
Cardiolipinspezies. In der Literatur gibt es deutliche Hinweise darauf, dass die
Cardiolipinzusammensetzung eine regulative Rolle bei der Zellproliferation besitzt. Eine
Aufklarung des Cardiolipin- und Lipideinflusses auf die Proliferation von Tumorzellen
konnte einen neuen Ansatz in der Karzinombehandlung er6ffnen. In der vorliegenden
Arbeit wurde Tafazzin in C6-Gliomazellen durch den Einsatz von entsprechender siRNA
in seiner Aktivitét stark limitiert und Linolsdure dem Kulturmedium zugesetzt, um den
Einfluss der Cardiolipinzusammensetzung und des CL-Gehalts auf die Zellproliferation
zu untersuchen. Durch eine Untersuchung des zelluldren Fettsduremilieus konnte dessen
Auswirkungen auf die Bioenergetik und Zellproliferation von den Cardiolipin bedingten
Effekten differenziert beurteilt werden. Es konnte gezeigt werden, dass ein Kock-down
des Tafazzin in Kombination mit Linolsdureapplikation signifikante Verdnderungen in
der Cardiolipinmenge und Zusammensetzung, im zelluldren Lipidstoffwechsel und in der
Zellaktivitdt hervorruft. Zudem ist das Downknocken des Remodeling-Enzyms fiir eine
Minderung des Zellwachstums verantwortlich. Diese Ergebnisse sprechen dafiir, dass
funktionstiichtiges Tafazzin fiir die Bioenergetik der Zelle und fiir die schnelle

Tumorproliferation unabdingbar ist.
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1 Einfiihrung

1.1 Glioma-Tumore

Gliome sind Hirntumore aus der Gruppe der neuroepithelialen Tumore. Sie stammen von Zellen
des Gliagewebes ab. Dieses dient im Nervensystem als Stiitzgewebe und zur elektrischen
Isolation der Nervenzellen (Glia = Leim, Virchow 1858) [1]. Gliome machen etwa 40 % aller
Gehirntumore aus und sind damit die hdufigste Gruppe der Tumore des menschlichen Gehirns.
Im Erwachsenenalter treten die Gliome, mit einer Haufigkeit von etwa 1,5 % aller im Kdorper
vorkommenden Tumore, nur selten auf. Im Kindesalter sind sie jedoch mit etwa 20 %
zweithdufigster maligner Tumor nach den Leukdmien. Am hdufigsten unter den Gliomen treten
mit etwa 50 % die hochmalignen Glioblastome auf. Glioblastome zeichnen sich durch ein
aggressives und schnelles Wachstum aus [2,3]. Fiir die Arbeit wurden die aus dieser Gruppe

stammenden C6-Glioblastomzellen ausgewahlt.

1.1.1 Einteilung

Gliome konnen je nach zytogenetischem Ursprung in Astrozytome (Grad I-11I), Glioblastome
(Astrozytom Grad 1V), Ependymome, Oligodendrogliome und Medulloblastome eingeteilt
werden. Eine weitere FEinteilung nach  Dignititsgraden erfolgt durch die
Weltgesundheitsorganisation (WHO). Die WHO-Klassifikation nutzt die mittlere
Uberlebenszeit als Malignititskriterium. Die Tumore selbst unterschieden sich histologisch,
zytologisch, immunhistochemisch sowie molekulargenetisch voneinander. Die Tumore werden
dabei in vier Grade eingeteilt (I und II niedrigmaligne, III und IV hochmaligne) [2], [3].

Beispiele sind der Tabelle 1 zu entnehmen.

Tabelle 1: WHO-Klassifikation der Gliome, nach [3]

WHO-Grad | Mittlere Héaufige Tumore
Uberlebenszeit
I >5 Jahre Pilozytisches Astrozytom (= Astrozytom Grad I)

Ependymom (WHO-Grad I)
1T 3-5 Jahre Fibrilldres Astrozytom (= Astrozytom Grad II)

Oligodendrogliom (WHO-Grad 1)

Ependymom (WHO-Grad II)
111 2-3 Jahre Anaplastisches Astrozytom (= Astrozytom Grad
11I)




Oligodendrogliom (WHO-Grad III)

Ependymom (WHO-Grad III)
v 6-15 Monate Glioblastom (= Astrozytom Grad V)

Medulloblastom (WHO-Grad 1V)

1.1.2 Therapie und Prognose

Die Therapie der Gliome ist, abhidngig von dem Subtyp und der WHO-Klassifikation, sehr
unterschiedlich [4]. Prinzipiell wird eine komplette Resektion angestrebt. Da die vollstindige
Entfernung maligner Gliome meist wegen des invasiven Wachstums nicht moglich ist, wird
eine makroskopisch vollstindige Entfernung als radikale Exstirpation bezeichnet [5]. Bei
Tumoren ab WHO Grad II erfolgt individuell eine adjuvante Strahlen- und/oder
Chemotherapie. Zusitzlich werden Kortikosteroide zur Reduzierung von perifokalen Odemen
verabreicht. Je nach Klassifikation ist die Prognose sehr unterschiedlich und schwankt
zwischen einer Heilungsrate von 80 % nach operativer Therapie (Pilozytisches Astrozytom
WHO-Grad 1) bis hin zu einer Lebenserwartung von etwa 14 Monaten (Glioblastom). Die
Prognose ist von Geschlecht, Patientenalter, Tumorlokalisation, Karnofsky-Index und weiteren
Faktoren abhéngig [5]. Die Diagnose eines hochmalignen Glioblastoms ist infaust und kann
trotz bisher bekannter Pathomechanismen und Genomentschliisselung nicht kurativ behandelt
werden [5]. Erstmalig nach 30 Jahren konnte die Lebenserwartung durch die Chemotherapie
mit Temozolomid in Kombination mit Strahlentherapie signifikant verbessert werden [6]. Viele
weitere Studien zur Verbesserung der Therapie des Glioblastoms sind derzeit angemeldet.
Besondere Hoffnungen liegen auf der weiteren Aufklédrung der molekularen Grundlagen des
Tumorwachstums. Darauf beruhende neue Erkenntnisse konnten dadurch zielgerichtet gegen
das weitere Wachstum eingesetzt werden. In dieser Hinsicht kdnnte das Phospholipid

Cardiolipin eine wichtige Rolle spielen.

1.2 Cardiolipin

Cardiolipine (CL) sind Diphosphatidylglycerine (1,3-bis(sn-3'-phosphatidyl) -sn-glycerol). CL
sind Phospholipide bei denen zwei Phosphatgruppen iiber Glycerin verkniipft sind. Jede
Phosphatgruppe ist mit einem weiteren Molekiil Glycerin tiber dessen OH-Gruppe des C-Atom
1 verbunden. Die OH-Gruppen der C-Atome 2 und 3 sind mit je zwei Fettsdureresten verestert
[7]. Den Trivialnamen CL haben diese Phospholipide erhalten, da sie erstmalig 1942 aus dem

Herzgewebe isoliert wurden [8]. CL sind vorwiegend in der mitochondrialen Innenmembran



lokalisiert. Auch wenn CL nicht exklusiv in Mitochondrien vorkommt, ist es nur in geringen

Mengen in anderen menschlichen Zellkompartimenten zu finden [9].

Abbildung 1: Cardiolipinstruktur, [7]

1.2.1 Synthese

Die Synthese von CL findet in der inneren Membran der Mitochondrien statt [ 10]. Die Synthese
lauft wie in Abbildung 2 dargestellt ab: Phosphatidat wird unter Verbrauch von CTP und ATP
zu CDP-Diacylglycerin aktiviert. Im néchsten Schritt wird CDP-Diacylglycerin mit
Glycerin-3-Phosphat verkniipft und zu Phosphatidylglycerinphosphat umgewandelt. Dabei
wird CMP freigesetzt. Unter Abspaltung von Phosphat entsteht Phosphatidylglycerin. Dieses
reagiert mit einem zweiten CDP-Diacylglycerin zu Cardiolipin. Erneut wird CMP freigesetzt
[11]. Das entstandene CL ist unreif und enthilt iiberwiegend kurze geséttigte oder einfach
ungesittigte Fettsdurereste [12,13].
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Abbildung 2: Cardiolipinsynthese, [14]

Postsynthetisch kommt es zu weiteren Modifikationen, sodass reifes CL entsteht. Die kurzen
Acylreste des Lipids werden gegen lédngere Ketten ausgetauscht. Fiir dieses Remodeling ist der

Enzymkomplex Tafazzin (TAZ) verantwortlich, welcher zwischen innerer und &duf3erer



Mitochondrienmembran lokalisiert ist [15]. Nach wie vor ist der katalytische
Funktionsmechanismus des Tafazzin noch nicht vollstindig aufgekldrt [16]. Es besitzt
wahrscheinlich selbst eine Phospholipid-Lysophospholipid Transacylase-Aktivitét [10].
Tafazzin kann dabei das Remodeling {iber zwei verschiedene Mechanismen steuern. Es kann
entweder eine zweischrittige Deacylation-Reacylations-Reaktion katalysieren oder in nur
einem Schritt die Umwandlung zwischen Phospholipid und Lysophospholipid bedingen [10].
Abbildung 3 stellt den zweischrittigen Reifungsprozess dar. Zunéchst werden die Acylgruppen
des CL durch Phospholipasen entfernt. Durch diese Deacyclaseaktivitit entsteht
Monolysocardiolipin (MLCL) (Abbildung 3, 1). AnschlieBend werden Acylgruppen von
Phosphatidylcholin mittels Reacyclaseaktivitit auf das CL iibertragen (Abbildung 3, 2).
Antriebskraft dafiir konnte die Hydrolyse des Acetyl-Coenzym A mittels Acyltransferase sein
(Abbildung 3, 3) [17,12].

H, CL LPC Acyl-CoA
1 2 k]

FA MLCL PC CoA

Abbildung 3: Cardiolipin-Remodeling mittels Tafazzin, [17]
MLCL: Monolysocardiolipin, FA: Fettsdure, PC: Phosphatidylcholin, LPC: Lysophosphatidylcholin

Der Enzymkomplex TAZ vermittelt dabei den Austausch von gesittigten Acylketten zu
ungesittigten Acylresten [9]. Bei der alternativen Umwandlung werden die Acylgruppen der
Phospholipide und Lysophospholipide direkt durch eine einschrittige Transacyclaseaktivitit
ausgetauscht. Hier sind keine CL-Phospholipasen fiir die Entstehung von MLCL erforderlich.
Die Transacylierungsreaktion zwischen Lysophospholipid und CL kann direkt ein Phospholipid
und ein MLCL erzeugen. Durch die anschlieBende Transacylierung zwischen MLCL und einem
Phospholipid entsteht ein remodeltes CL und ein Monolysophospholipid [10]. In Sdugetieren
besitzt das Cardiolipin nach dem Remodeling einen hohen Anteil an zweifach ungesattigten
Linolsaureresten (LS, C18:2) [17,18]. Der spezifische Aufbau der Acylkette ist nach dem
Remodeling auch von der Membran abhdngig, an die das Tafazzin bindet und damit vom
spezifischen Gewebe abhingig [19]. Die Bedeutung des Tafazzin-Gens und der konkreten
Cardiolipinzusammensetzung konnten bis heute nicht komplett aufgedeckt werden [20,16].

Es wird angenommen, dass ohne Tafazzin kein ausreichendes Remodeling ablaufen kann. Bei

einer Mutation des TAZ-Gens, welches fiir Tafazzin codiert, kommt es zur Verdnderung der



CL-Struktur. Dies ist beim Barth-Syndrom der Fall und die Ursache fiir die klinischen

Konsequenzen [13,9].

1.2.2 Spezies

Es existieren viele verschiedene CL-Molekiile. Diese unterscheiden sich in der Kombination
der eingebauten vier Acylketten (Fettsdurereste). Die Zusammensetzung molekularer
CL-Spezies ist spezies- und organabhdngig. Beispielsweise zeigt die HT1080 Zelllinie der
Fibrosarkome eine andere Cardiolipinzusammensetzung als die nichttumordsen Gewebe von
Saugetieren [21]. Dariliber hinaus gibt es in verschiedenen Tumoren innerhalb eines Organs
Unterschiede in der Zusammensetzung und Menge des CL. In Untersuchungen zum CL-Aufbau
und Menge in Hirntumoren von Méausen konnten iiber 100 molekulare CL-Spezies in einem
Ependymoblastom gefunden werden, wiahrend aus einem Mikrogliom lediglich 45 CL-Spezies
isoliert werden konnten [12]. Im menschlichen Organismus kommt vor allem die FS C18:2 im
CL vor, welche hdufig alle vier moglichen Fettsdurereste des CL stellt, wodurch
Tetralinolsdure-CL (CL (C18:2)4) entsteht [21]. Das Herzmuskelgewebe von Sédugetieren
besitzt zu etwa 80 % Tetralinolsdure-CL, die menschliche Leber etwa 50 % und humane
Lymphoblasten nicht einmal 10 % dieser Spezies [19]. Das menschliche Gehirn enthélt neben
Tetralinolsdure-CL vor allem auch noch Spezies mit mehrfach ungesittigten FS wie
Arachidonséure (C20:4) und Docosahexaensédure (C22:6) [22]. Verantwortlich fiir die Vielzahl
an CL-Spezies ist das Remodeling mittels Tafazzin. Kommt es durch Umwelteinfliisse
(oxidativem Stress oder Mangel an Néhrstoffen) zur negativen Beeinflussung des Tafazzin,
kann das Remodeling unvollstindig bleiben. Obwohl die Spezies durch ihre eingebauten
Fettsduren spezifisch sind, konnen sie durch Umwelteinflusse oder bestimmte Reize eine
Verianderung erfahren [23]. Unreifes CL akkumuliert, was eine Funktionseinschrinkung des
CL und damit der ganzen Zelle zur Folge haben kann. Dies konnte die Tumorgenese stimulieren
[24,12]. Der Autbau des CL ist folglich vom Zustand der Zelle abhidngig. In einer regelrechten
Zelle besitzen fast alle CL-Spezies eine symmetrische Verteilung ihrer vier Fettsdurereste.
Krankes Gewebe zeigt jedoch einen Verlust des symmetrischen Phospholipidaufbaus. Sowohl
Tumorzellen, Mausmodelle mit Diabetes als auch oxidiertes CL weisen eine Verdnderung in
Form von Asymmetrien der Fettsdurereste auf [21]. Zudem konnte gezeigt werden, dass
Tumorzellen kurzes, stirker geséttigtes CL besitzen [24,25]. In einer Studie an Lymphozyten
wurde festgestellt, dass schnell proliferierende Lymphozyten im Gegensatz zu langsam
wachsenden Lymphozyten eine CL-Spezies mit weniger Doppelbindungen, mehr

Cl6-Acylketten und weniger C18-Acylketten besitzen. Hingegen neigen die langsam



wachsenden Lymphozyten zu einer ungesittigten C18-Acylkette. Diese Entdeckung lie3
vermuten, dass es einen Zusammenhang zwischen der vorliegenden CL-Spezies und der

Zellproliferation gibt [24].

1.2.3 Funktion

CL ist mit verschiedenen Komponenten der mitochondrialen Atmungskette assoziiert. Das
Phospholipid bindet an die Komplexe I, III und IV der Atmungskette, Cytochrom c und die
ATP-Synthase in der inneren Mitochondrienmembran. Dadurch werden sie in ihrer aktiven
Form stabilisiert und funktionsfahig [26,27,25,28]. Damit hat CL einen wesentlichen Einfluss
auf die oxidative Phosphorylierung [11]. Bei oxidativem Stress kommt es zur Oxidierung des
CL und damit zum Funktionsausfall [29]. Dies fiihrt zur Storung der Elektronentransportkette.
Beispielsweise kann oxidiertes CL seine Aufgabe, den Atmungskomplex I in seiner
funktionsfdhigen Form zu stabilisieren, nicht mehr ausfiihren. Dabei kann die Funktion des CL
von keinem anderen Phospholipid iibernommen werden [30]. Weiterhin ist Cardiolipin fiir die
Freisetzung des Apoptosemediators Cytochrom ¢ im intrinsischen Signalweg der Apoptose
mitverantwortlich [31,32]. Somit reguliert CL die Apoptose mit. Fiir die Funktion des CL ist
seine Struktur entscheidend. Die Forschungsgruppe unter Ammoscato et al. geht davon aus,
dass kurze sowie gesittigte und einfach ungesittigte CL-Spezies hauptsichlich strukturelle
Anforderungen erfiillen. Dahingegen sind lange CL-Spezies fiir die Signaliibertragung
notwendig [18].

1.3 Zellproliferation

Die Proliferation einer eukaryotischen Zelle lduft geregelt im Zellzyklus ab. Ziel ist die
identische Verdopplung des Genoms und gleichméafige Aufteilung auf zwei Tochterzellen.
rssDer Zellzyklus besteht aus den vier Phasen G1-, S- und G2-, welche auch als Interphase
zusammengefasst werden, sowie der M-Phase (Mitose). Ferner kann eine Zelle unter
bestimmten Voraussetzungen den Zellzyklus verlassen und in die GO-Phase eintreten, in
welcher die Zelle ruht. In der G1-Phase wichst die Zelle, die S-Phase dient der DNA
Replikation, in der G2-Phase werden zellteilungsspezifische Proteine und RNA-Molekiile
synthetisiert und schlieBlich folgt die Zellteilung in der M-Phase [33].

Zur Regulation des Zellwachstums und Vermeidung von Tumorbildung gibt es ein komplexes
Zellzyklus-Kontrollsystem. An mehreren Restriktionspunkten wird der geregelte Ablauf
iiberpriift, eventuelle Schaden behoben oder die Apoptose eingeleitet. Hierfiir verantwortlich

sind periodisch aktive Zyklin-abhdngige-Kinasen (CDKs). Thre eigene Synthese wird durch



mehrere mitogene Signalwege beeinflusst. Thre Aktivitdit wird durch heterodimere
Komplexbildung mit Zyklin und zusétzlicher Phosphorylierung stimuliert und durch
Dephosphorylierung und CDK-Inhibitorproteine (CKI) gechemmt. Die Aktivierung der Zykline
wird von Wachstumsfaktoren beeinflusst, die Phosphorylierung der CDKs héngt von
Proteinkinasen ab [34].

Das komplexe Zusammenspiel von vielen verschiedenen wachstumsfordernden und
wachstumshemmenden Faktoren entscheidet iiber den Eintritt der Zelle in die einzelnen Phasen

des Zellzyklus und damit iiber die Zellproliferation.

1.4 Cardiolipin und Zellproliferation

Schild et al. konnten 2012 zeigen, dass die CL-Komposition mit der Zellproliferation korreliert.
Sie untersuchten das CL von Lymphozyten und stellen fest, dass schnell proliferierende Zellen
weniger Doppelbindungen als langsam wachsende Zellen enthalten sowie eine hohere Anzahl
an C16 Acylketten und eine geringere Menge an C18 Acylketten aufweisen [24]. 2015 konnte
in einem klinischen Experiment die Korrelation zwischen CL-Spezies und Zellproliferation
bestitigt werden. An Gewebeproben von Prostatakarzinomen wurden signifikante Unterschiede
zwischen den CL-Spezies des Tumorgewebes und CL-Spezies des gesunden Prostatagewebes
aufgedeckt [35]. Des Weiteren wurde CL selbst als ein bedeutendes Signalmolekiil der
Apoptose identifiziert [36].

Es gibt viele weitere Studien, welche die Rolle der CL-Komposition in Bezug zur
Zellproliferation untersuchen. Dabei gelang es jedoch keiner Studie einen eindeutigen Bezug
zwischen Proliferation und der CL-Zusammensetzung herzustellen. Ursdchlich dafiir ist, dass
nicht zwischen den Effekten bedingt durch die Verdnderung der CL-Komposition und den
Effekten bedingt durch Verdnderungen des CL-Gehalts unterschieden werden kann. Zudem
wurde anhand verschiedener Zellen versucht durch Hinzugabe von Fettsduren (FS) die
CL-Zusammensetzung zu verdndern und dadurch Modifikationen im Zellwachstum zu
erzeugen [35,37]. Zwar konnte die Proliferation beeinflusst werden, jedoch konnte dies nicht
eindeutig auf Veranderungen der CL-Strukturen zuriickgefiihrt werden. Durch die Zugabe von
Fettsduren konnten auch andere Phospholipide der Zelle beeinflusst worden sein, welche

Einfluss auf das Zellwachstum ausgeiibt haben kdnnten.

1.5 Warburg-Effekt
Der Warburg-Effekt ist eine Hypothese, die der Biochemiker und Arzt Otto Warburg (1883—
1970) aufstellte und dafiir 1931 mit dem Nobelpreis geehrt wurde. Er beobachtete, dass



Krebszellen einen anderen Stoffwechsel als Zellen von gesunden Geweben besitzen.
Gewohnlich wird ATP zum groften Teil mittels ATP-Synthase am Ende der Zellatmungskette
aerob gewonnen. Tumorzellen bevorzugen stattdessen einen anaeroben Weg, indem sie
wiéhrend der Glykolyse Glukose zu Milchsdure vergiren. Dies sei selbst dann der Fall, wenn
geniigend Sauerstoff zur Verfligung steht. Warburg gibt an, dass dieser Effekt allerdings stark
von Umwelteinfliissen abhdngig sei und somit kein zuverldssiger Indikator fiir einen
Tumormetabolismus darstelle [12,38,39].

2006 konnte eine Forschungsarbeit einige Aussagen Warburgs unterstiitzen. Sie manipulierten
Tumorzellen so, dass diese zum aeroben Stoffwechsel gezwungen wurden. Dadurch konnte die
Proliferation sowohl in vitro als auch in vivo gehemmt werden [40]. Entgegengesetzt wurde
bewiesen, dass Tumorwachstum unter anaeroben Stoffwechselbedingungen mittels
Beeintriachtigung der Mitochondrienfunktion gefordert wird [41].

In einer weiteren Forschungsarbeit konnte gezeigt werden, dass der Tumorsuppressor pS3,
welcher in Tumorzellen sehr hdufig mutiert vorliegt, Einfluss auf die Atmungskette besitzt.
Wenn p53 in Krebszellen ausfillt, wirkt sich dies negativ auf die Synthese der
Cytochrom-c-Oxidase 2 (SCO2) aus. Cytochrom c¢ stellt ein wichtiges Protein in der
Zellatmung dar und kann nun seine Funktion nicht mehr wahrnehmen. Folglich fillt die
Atmungskette aus und es kommt zum anaeroben Stoffwechsel. Mit diesem Zusammenhang
zwischen p53 Mutation und Ausfall der oxidativen Phosphorylierung sei der Warburg-Effekt
erklérbar [42].

Auch die Forschungsgruppe Kiebish et al. kommt im Jahr 2008 zu dem Ergebnis, dass
Hirntumorzellen eine signifikant geringere Mitochondrienfunktion besitzen, sodass diese
gezwungen werden auf die Glykolyse zur Energiegewinnung zuriick zu greifen [12].

Hier konnte ein Zusammenhang zwischen der CL-Spezies und der Funktion der
Elektronentransportkette bestehen, da CL mitverantwortlich fiir die Funktion der Atmungskette
ist. Die selbe Forschungsgruppe zeigte, dass eine Abnahme der CL-Masse in Hirntumoren zu
einer Abnahme der Elektronentransportkette-Aktivitét, vor allem des Komplex I fiihrt [12].
Da die Verdnderung in der CL-Zusammensetzung wahrscheinlich irreversibel ist, gilt die
Schiadigung der Atmungskette ebenfalls als irreversibel. Durch hohe Reproduzierbarkeit ist
sichergestellt, dass jeder Hirntumor einem bestimmten CL-Phinotyp zugehorig ist. Die Arbeit
kommt damit zu dem Fazit, dass es eine Verkniipfung zwischen dem Warburg-Effekt und den
Anomalititen des CL gibt.

Fraglich bleibt, ob das CL-Remodeling zur Tumorentstehung fiihrt oder die Mutation des

Tumors fiir das Remodeling verantwortlich ist, wobei nicht jede CL-Verdnderung



unmittelbaren Zusammenhang mit Krebs hat. Zu beachten gilt, dass auch das Wachstum einer
Kultur in vitro zu Verdnderungen der CL-Spezies fiihrt und dadurch die eigentlichen

Verianderungen im Tumor verdeckt [12,25].
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1.6 Zielstellung

Ziel der Arbeit ist es, zu priifen, ob ein kausaler Zusammenhang zwischen Verdnderungen des
Cardiolipins und der Zellproliferation sowie Bioenergetik besteht. Dabei soll zwischen CL
bedingten Effekten und Auswirkungen bedingt durch freie zelluldre Fettsduren unterschieden
werden. Damit soll eine wissenschaftliche Grundlage fiir die Beeinflussung der

Zellproliferation durch gezielte Manipulation der Cardiolipinzusammensetzung gelegt werden.

Als Untersuchungsobjekt wurde die schnell proliferierende C6-Glioma-Zelllinie gewéhlt, da
eine nebenwirkungsarme Hemmung der Proliferation dieser Zellen klinisch wiinschenswert ist.
Um eine isolierte Modifikation der Cardiolipinzusammensetzung zu erreichen, soll der
CL-Stoffwechsel durch Downknocken des CL-Remodeling-Enzyms Tafazzin beeinflusst

werden.

Die CL-Zusammensetzung wird mittels Massenspektrometrie, die zelluldre Fettsdureverteilung
mittels Gaschromatografie analysiert. Die Mitochondrienfunktion wird anhand von
Sauerstoffverbrauchsmessungen und der Citratsynthaseaktivitédt analysiert. SchlieBlich erfolgt
die Charakterisierung der Zellproliferation durch Proteinbestimmung und der MTT Reduktion.
Durch Zugabe von Linolsdure zum Kulturmedium soll dartiber hinaus gepriift werden, ob durch
ein entsprechendes Lipidumfeld die Cardiolipinzusammensetzung und die Proliferation der

Tumorzellen beeinflusst werden kann.
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2 Material und Methoden
2.1 Materialien

In den Versuchen wurden Glioblastomzellen einer C6-Glioma-Zellinie (ACC550) verwendet,
welche aus der Deutschen Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen (DSMZ) aus
Braunschweig in Deutschland bezogen wurden.

Eine Ubersicht aller in der Arbeit verwendeten Chemikalien und Messinstrumente ist im
Anhang einzusehen.

Alle Arbeiten an den Zellkulturen zur Vorbereitung der Messungen erfolgten unter einer

sterilen Werkbank.

2.2 Methoden

2.2.1 Polymerase-Kettenreaktion-Bestimmung (PCR)

Zur Untersuchung der Rolle von Tafazzin im CL-Stoffwechsel wurde das TAZ-Gen der
C6-Glioma-Zellen downgeknockt. Dadurch wird die TAZ-mRNA Synthese eingeschrinkt,
sodass das Genprodukt TAZ in verminderter Menge vorliegt.

Dafiir wurde der Hélfte der Zellkulturen Lipofektamin RNAiIMAX Reagenz und Taz siRNA
(Taz) zugegeben, alle anderen Zellkulturen dienten als Wildtyp Kontrolle. Um zu sehen ob
diese Manipulation tatsdchlich zum Knock-down des TAZ-Gens fiihrte, wurde die Expression
des TAZ mittels Echtzeit-RT-PCR gemessen. Diese Messung erfolgte in Kooperation mit der
Arbeitsgruppe von Prof. Dr. Uwe Lendeckel des Instituts fiir Medizinische Biochemie und
Molekularbiologie der Ernst-Moritz-Arndt-Universitdt Greifswald. Die Analyse erfolgte
exemplarisch an vier unabhéngigen Zellproben. 24 Stunden, 48 Stunden sowie 72 Stunden nach
der Chemikalienzugabe wurde die relative TAZ-mRNA-Menge sowohl bei den mit Taz siRNA
als auch bei den mit Opti-MEM behandelten Zellen gemessen.

Dafiir wurde die Gesamt-RNA der C6-Zellen mit und ohne Taz siRNA unter Verwendung des
innuPrep-RNA-Mini-Kits gemil3 den Anweisungen des Herstellers extrahiert. Die RNA wurde
mit einem Revert AidTM Erststrang-cDNA-Synthesekit unter Verwendung von
Oligo-dT-Primern revers transkribiert. Die RT-qPCR wurde in einem CFX96-Thermocycler
durchgefiihrt und anschliefend mit Hilfe einer Software ausgewertet. Ein detaillierter Ablauf

ist der zugehdrigen Publikation zu entnehmen [43].

2.2.2 Versuchsaufbau

In diesem Abschnitt ist der Aufbau und Ablauf der Untersuchungen dargestellt.
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Die Untersuchungen beinhalteten Experimente mit 6 Zellkulturen, die unter gleichen
Voraussetzungen durchgefiihrt wurden. Jedes der Experimente umfasste einen elftigigen
Zeitrahmen. Am Tag 1 wurden die Gliomzellen aufgetaut und in eine Zellkulturflasche
iiberfiihrt. Tag 2 beinhaltete die Beschichtung der Petrischalen. Am Tag 4 wurden die Zellen
ausgesit. Am Tag 7 erfolgte ein Mediumwechsel. Tag 8 beinhaltete die Zugabe des
Chemikaliengemischs mit Lipofektamin RNAIMAX Reagenz und Taz siRNA,
beziehungsweise des Kontrollgemischs Opti-MEM (Minimal Essential Medium) und die
2-Stundenwert-Messungen  (Atmung, Protein, MTT). Des  Weiteren  wurden
2-Stundenwert-Proben  fiir die Cardiolipin-, FS- und Citratsynthasebestimmung
gefrierkonserviert. Am Tag 9 erfolgte der Zusatz von Linolsdure (LS), beziehungsweise
Methanol (Meth.) zur Kontrolle. Am Tag 11 fanden die 72-Stundenwert-Messungen (Atmung,
Protein, MTT) statt. 72-Stundenwert-Proben wurden fiir die spétere Cardiolipin-, FS- und
Citratsynthasebestimmung konserviert. Die Auswertung der eingefrorenen Proben erfolgte

separat nach Ablauf dieser Versuche. Zur Ubersicht ist der zeitliche Ablauf in Abbildung 4

dargestellt.
Zugabe: Zugabe:
Taz siRNA bzw, LS bzw. Meth.
Opti-MEM
Auftanen und el
Uberfithren der ellen
Gliome aussicn

Beschichten der

- Medium- PCR-
Petrischalen wechsel Messungen
2h- 72 h-
Wertmessungen Wertmessungen

Abbildung 4: Zeitstrahl zum Ablauf der Untersuchungen

Jedes Experiment hatte einen Umfang von 88 Kulturschalen. Die Hilfte der Kulturschalen

wurde mit dem Lipofektamin RNAIMAX Reagenz und Taz siRNA behandelt. Diese Zellen
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wurden mit ,,Taz siRNA*“ gekennzeichnet. Die andere Hélfte der Petrischalen erhielt zur
Kontrolle die gleiche Menge Opti-MEM. Erste Messungen zur Auswirkung der Chemikalien
mit jeweils 16 Petrischalen pro Ansatz folgten nach 2 Stunden. Jeweils die Hilfte der 28
verbliebenen Zellkulturen eines Ansatzes wurde mit Linolsdure, die andere Halfte mit gleicher
Menge Methanol zur Kontrolle versetzt. So entstanden vier Ansdtze mit je 14 Kulturschalen
der gleichen Chemikalienzugaben, mit denen weitere Messungen erfolgten. Ein Uberblick ist

in Abbildung 5 dargestellt.

88 PS
4:-"'-7-3 ----"'--:\
44 PS 44 PS
+250p1 Taz siRNA + 250p1 Opti-MEM
16 PS 16 PS
2h-Wert 2h-Wert
Cardiolipin/FS: 4 PS Cardiolipin/FS: 4 PS
Citratsynthase: 4 PS Citratsynthase: 4 PS
Atmung: 4PS Atmung: 4PS
Protein: 2PS Protein: 2PS
MTT: 2PS MTT: 2PS
¥ v
— 28 PS 28PS
&« v v T
14 PS 14 PS 14PS 14 PS
+20pl Linolsiiure +20p1 Methanol +20pl Linolsiiure +20p1 Methanol
72h-Wert 772h-Wert 72h-Wert 72h-Wert
Cardiolipin/FS: 2 PS Cardiolipin/FS: 2 PS CardiolipinFS: 2 PS CardiolipinFS: 2 PS
Citratsynthase: 4 PS Citratsynthase: 4 PS Citratsynthase: 4 PS Citratsynthase: 4 PS
Atmung: 4PS Atmung: 4PS Atmung: 4PS Atmung: 4PS
Protein: 2PS Protein: 2PS Protein: 2PS Protein: 2PS
MTT: 2PS MTT: 2PS MTT: 2PS MTT: 2PS

Abbildung 5: Ubersicht der Organisation der Messungen
PS: Petrischalen

2.2.3 Zellen auftauen

Die C6-Glioma-Zellen wurden aus fliissigem Stickstoff (-195 °C) im Wasserbad bei 37 °C
aufgetaut. Es folgte die Uberfiihrung der Zellen zusammen mit 5 ml ihres Nihrmediums
Dulbecco's Modifiziertes Medium (DMEM) in ein 15 ml Zentrifugenréhrchen. Einem ein Liter
Medium wurde zuvor 30 ml 3 % FKS (-20 °C) und 5 ml 1 % (v/v) Penicillin/Streptomycin (-
20 °C), 1,5 g Glucose und 3,7 g NaHCOs3 hinzugefiigt. Die Suspension wurde 5 Minuten bei
1500 U/min durch eine Zentrifuge 5403 von Eppendorf zentrifugiert und der Uberstand

abgegossen. Das entstandene Zellpellet wurde in 1 ml Néhrmedium resuspendiert und zu
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weiteren 5ml Medium in eine Zellkulturflasche (25 cm?/50 ml) gegeben. Die Zellen
kultivierten bei leichter Offnung der Zellkulturflasche bei 37 °C unter 5 % CO, im Brutschrank
fiir 72 Stunden.

2.2.4 Beschichten der Petrischalen

Fiir das spétere Ausséden der Zellen wurden 88 beschichtete Petrischalen (Durchmesser: 35 mm,
Volumen: 2ml) benétigt. Die Beschichtung diente zur Haftung der Tumorzellen am
Petrischalenboden. Dazu wurde Poly-D-lysine hydrobromide, in Aqua dest. geldst, verwendet.
Das Poly-D-lysin-Aliquot (100 pg/ml) wurde im Verhéltnis 1:100 mit Aqua dest. gemischt
(Endkonzentration 1 pg/ml) und davon je 1 ml in jede Petrischale pipettiert. Die Schalen
wurden fiir 20 Minuten bei Raumtemperatur belassen, anschlieBend wurde der lose Rest
abgesaugt und die Petrischalen mit je 2 ml sterilem PBS (Phosphate buffered saline) satt
gespiilt. So wurde mit allen 88 Petrischalen verfahren. Bis zur Aussaat wurden die Petrischalen

in der sterilen Werkbank belassen.

2.2.5 Zellzéhlung und Zellaussaat

Nach 72-stiindiger Inkubation im Brutschrank konnte das Medium aus der Zellkulturflasche
abgekippt und zur Reinigung zweimalig mit warmen PBS gespiilt werden. Um die Tumorzellen
vom Boden zu l6sen wurden 2 ml warmes Trypsin-EDTA (0,05%/0,02% in D-PBS) in die
Flasche gegeben und fiir 5 Minuten im Brutschrank bei 37 °C belassen. Anschliefend wurden
die Zellen mit einer Pipette vom Boden gelost, in 5 ml Medium im 15 ml Zentrifugenrohrchen
iiberfiihrt und das Zellsuspensat geschwenkt.

Zum Zahlen der Zellen fand die Neubauer-Zahlkammer (9 Quadrate) Verwendung. Hierfiir
wurden 100 ul des Suspensats in 1 ml Medium verdiinnt (1:11) und daraus je 10 pl von beiden
Seiten in die Zédhlkammer pipettiert. Unter dem Mikroskop wurden bei 20-facher VergroBBerung
alle Zellen der grofen Quadranten ausgezdhlt. Die Zellzahl wurde mit dem Volumen eines
Quadranten (10*) und mit dem Verdiinnungsfaktor (11) multipliziert und durch die Anzahl der
Quadranten (9) dividiert. Das Ergebnis entsprach der Anzahl der Zellen pro Milliliter.

Die Aussaat sollte eine Zelldichte von 5x 10° Zellen/ml besitzen. Deswegen wurde die Menge
des Zellsuspensats errechnet, welche zu 250 ml Medium gegeben werden muss, um eine
Losung herzustellen, welche bei Entnahme von 2 ml Losung etwa 5 x 10° Tumorzellen enthiilt.
Dafiir wurde die Menge des Mediums (250 ml) mit 5 x 10° multipliziert und durch die zuvor

errechnete Zellzahl dividiert. Das Ergebnis ist die Menge des Zellsuspensats in ml, die zu
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250 ml Medium gegeben wurde. Aus diesem Gemisch wurden je 2 ml in alle 88 Petrischalen

gegeben. Die Petrischalen kultivierten im Brutschrank bei 37 °C und 5 % COx.

250 ml Medium x 5 x 10°Zellen/ml

5 = Aussaatvolumen in ml
Zellzahl x 10° Zellen/ml

2.2.6 Nihrmediumwechsel

Fiir ein optimales Tumorzellwachstum erfolgte ein Mediumwechsel 72 Stunden nach Aussaat
der Zellen. Dafiir wurde das alte Medium aus den Petrischalen abgesaugt und erneut 2 ml
DMEM 3 % FKS in jede Schale gegeben. Anschlielend wurden die Petrischalen in den

Brutschrank zuriickgesetzt.

2.2.7 Erste Chemikalienzugabe

Einen Tag nach dem Mediumwechsel war das Zellwachstum weit genug fortgeschritten, es
folgte die Chemikalienbehandlung. Dafiir wurde ein Chemikaliengemisch aus 15 ml
Opti-MEM, 450 pul Lipofektamin RNAIMAX Reagenz und 150 ul Taz siRNA angesetzt. In die
Halfte aller Petrischalen (44 Stiick) wurde 250 pl des angesetzten Gemischs zugegeben.
Dadurch kommt es durch Insertion von Fremd-DNA zum gezielten Herunterfahren des
TAZ-Gens im Tumor, sodass kein vollstindiges Transkript gebildet werden kann. Diese
Zellkulturen wurden mit ,,Taz siRNA* gekennzeichnet. In die andere Hélfte wurde zur
Kontrolle die gleiche Menge Opti-MEM zugegeben und die Petrischalen mit ,,Opti-MEM*
beschriftet. Dies ist ein Nahrmedium, welches weder die Wachstumsrate noch die Morphologie
der Zellen beeinflusst und damit zu keiner Manipulation fiihrt. Fiir die Zellkultivierung wurden

die Petrischalen wieder in den Brutschrank gestellt.

2.2.8 2-Stundenwert-Messungen

2.2.8.1 Probenvorbereitung fiir Cardiolipin-, Fettsdure- und Citratsynthase-Messung

Fir die Probenvorbereitung zur 2-Stundenwert-Messung von Cardiolipin/FS und
Citratsynthase wurden 16 Petrischalen aus dem Brutschrank benétigt. Davon war die Hilfte
den mit Taz siRNA manipulierten Kulturen zugehorig, die restlichen Petrischalen gehdrten zur
Kontrollgruppe. Es wurden von den Proben einer Chemikalienzugabe vier Petrischalen fiir die
Cardiolipin- und FS-Bestimmung, sowie vier Schalen fiir die Citratsynthasebestimmung
benotigt. Aus allen Schalen wurden die Zellen vom Boden abgeschabt und das gesamte

Volumen in zuvor beschriftete 2 ml Eppendorf-Reaktionsgefale (Datum, Messmethode, Taz
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siRNA oder Opti-MEM-Kontrolle, Anzahl des Experiments, Zeit nach Chemikalienzugabe)
iiberfiihrt. Die Kulturen wurden fiir 5 Minuten bei 2000 U/min mittels der Zentrifuge 5403 von
Eppendorf zentrifugiert. Nun konnte der Uberstand vorsichtig abgesaugt werden, sodass
lediglich das Zellmaterial im Gefdl3 verblieb. Zur Haltbarmachung der Zellen wurden die
Eppendorf-Reaktionsgefiale schnellstmoglich in fliissigen Stickstoff (-195 °C) gegeben und
anschlieBend bei -80 °C gefrierkonserviert. Die Messungen mithilfe des Zellmaterials erfolgten

aufgrund des hohen Arbeitsaufwands zu einem spéteren Zeitpunkt.

2.2.8.2 Zellatmung

Die Bestimmung der Zellatmung diente dem Zweck, die Funktionalitidt der Mitochondrien zu
untersuchen. Gemessen wurde dabei die Konzentration von O> in Abhéngigkeit von der Zeit.
Da Sauerstoff ein unabdingbares Edukt der oxydativen Phosphorylierung ist, ldsst eine
Verringerung der O2-Konzentration auf eine aktive Atmungskette schlieBen. Gemessen wurde
dabei die Maximalatmung, also jener Zustand, bei dem eine maximale Menge O> verbraucht
wird. Um freien Zugang zu den Mitochondrien zu gewinnen, wurden die Proben homogenisiert
und die Plasmamembranen permeabilisiert. Zur Bestimmung wurden vier Petrischalen mit dem
Taz siRNA-Chemikaliengemisch und vier Schalen mit der Opti-MEM-Zugabe benétigt. Alle
Zellen einer Zugabe wurden aus den vier Petrischalen abgeschabt und zusammen in ein
Zentrifugenréhrchen tiberfiihrt. Das Pellet wurde unter Verwendung eines Potter-Elvehjem
Homogenisator homogenisiert und fiir 5 Minuten bei 3000 g zentrifugiert. Zum Resuspendieren
wurde dem Pellet 4 ml eines Mediums zugegeben, welches aus 10 mM KH>PO4, 0,5 mM
EGTA, 60 mM KCI, 60 mM Tris- HCL-Puffer, 110 mM Mannitol und 1 mM freies Mg®" (pH
7,4) besteht. Ein Aliquot aus 2 ml dieser Suspension wurde zur Messung des
Sauerstoffverbrauchs in die Inkubationskammer der Clark-type-Elektrode gegeben. Die
Temperatur wurde auf 30 °C festgelegt. Dafiir musste der Oxygraph durch den Sauerstoffgehalt
eines luftgesattigten Mediums mit 435 ng Atom/mL bei 30° C kalibriert werden. AnschlieBend
wurden die Substrate zugegeben. Zunichst wurde 5 mM Glutamat und 5 mM Malat hinzugfiigt,
um die basale NADH-abhéngige Atmung einzustellen. Dann erfolgte die Zugabe von 500 uM
ADP, um die Atmung zu stimulieren. Durch die Zugabe von 10 mM Succhinat konnte die
maximale Atmung erreicht werden. Die Atmung wurde flir jede Zugabe fiir mindestens 3
Minuten aufgezeichnet, um so einen stabilen Wert ermitteln zu konnen.

Jede Atmungsrate wurde zunéchst in %/mg/s ermittelt und der Mittelwert aller sechs Messwerte

jeder Zugabe inklusive Standardfehler (SEM) bestimmt.
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2.2.8.3 Proteinbestimmung nach Lowry

Die Proteinbestimmung erfolgte nach Lowry [44]. Im ersten Schritt wird ein blau-violetter
Kupfer-Protein-Komplex im alkalischen Milieu gebildet. Im nédchsten Schritt reduziert der
Komplex ein zugegebenes Folin-Ciocalteau-Phenol-Reagens, wobei  Cu** im
Kupfer-Protein-Komplex zu Cu" reduziert wird. Durch die Reduktion von Molybdat,
beziehungsweise Wolframat des Reagens (von der Wertigkeitsstufe VI zur Wertigkeitsstufe [V)
entstechen Mischoxide. Es kommt in Abhdngigkeit von der Menge der vorhandenen Proteine
zur intensiven Blauverfarbung. Unter Zuhilfenahme einer Eichkurve kann die Proteinmenge
bestimmt werden.

Um erste Effekte des Chemikalienzusatzes zu untersuchen, wurden die Zellen fiir 2 Stunden im
Brutschrank kultiviert. Anschlieend erfolgte die Proteinbestimmung. Dies ist ein allgemeiner
Parameter fiir die Zellmenge. Da sowohl die Proteine lebender wie auch toter Zellen bestimmt
werden, gibt sie keine Auskunft iiber die Stoffwechselaktivitit. Alternativ konnen die Zellen
gezdhlt werden. Zur Bestimmung wurden zwei Petrischalen mit Taz siRNA und zwei
Petrischalen der Kontrollgruppe mit Opti-MEM verwendet. Mit den vier Petrischalen wurde
gleichermallen verfahren. Das Medium wurde abgesaugt und zweimalig mit 2,5 ml kaltem PBS
zur Reinigung gespiilt. Dabei war darauf zu achten, die Zellen nicht vom Boden zu 16sen.
Weiter wurde 500 pl der Detergens 1 % SDS/0,1M NaOH in die Petrischale gegeben. Durch
die Kombination von Natriumdodecylsulfat (SDS) und NaOH kam es zur Lyse der Zellen,
sodass die Proteine verflighar wurden. Dann wurden die Zellen vorsichtig vom
Petrischalenboden abgeschabt und das gesamte Volumen in ein Eppendorf-Reaktionsgefal}
(1,5 ml) tiberfiihrt. Damit das Detergens besser reagieren konnte wurde das Eppendorfgefal bei
95 °C in destilliertem Wasser gekocht. Es folgte ein kurzes Vortexen und Zentrifugieren (quick
run bis 10.000 U). Von der Probe wurden 20 pl in ein neues Eppendorfgefal pipettiert. Hierzu
wurde 1 ml Losung C gegeben und das Gemisch bei Raumtemperatur fiir 10 Minuten stehen
gelassen. Losung C musste daflir immer frisch angesetzt werden. Sie besteht aus Losung A und
Losung B im Verhéltnis 50:1. Losung A ist zusammengesetzt aus 0,1M NaOH, 4,0 g 2 %
NaxCO;3, 0,2 g 0,1 % SDS und 200 ml Aqua dest. Losung B besteht aus 0,5 g 0,5 % CuSO4 x
5 H20, 1,0 g 1 % Natriumcitrat und 100 ml Aqua dest. Nach einer zehnminiitigen Inkubation
wurde 100 pl Folin-Reagenz (1:2 mit Aqua dest. verdiinnt) zu den Proben gegeben, gevortext
und bei Raumtemperatur fiir 30 Minuten stehen gelassen. AnschlieSend konnte bei 700 nm die
Extinktion der Proben photometrisch bestimmt werden. Hierfiir wurde ein Varian Cary 100
UV-Vis-Spektrometer verwendet. Zur Beurteilung der Messwerte kam ein Standard aus

Rinderalbumin zum Einsatz. Zuvor vorbereitete Bovine Serum Albumin-Standards (BSA 0, 1,
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2,5mg/ml Aqua dest.)) wurden als Duplikate aus -20 °C aufgetaut. Mit ihnen wurde
gleichermallen verfahren wie mit den Proben: Zugaben von 20 pl 1 % SDS/0,1 M NaOH, 1 ml
Losung C, 10-mintitige Inkubation, 100 ul Folin-Reagenz, Vortexen, 30-miniitige Inkubation
bei Raumtemperatur und anschlieBende photometrische Messung.

Die gemessenen Extinktionswerte der Standarddoppelbestimmung wurden gemittelt und gegen
deren bekannten Proteingehalt im Koordinatensystem aufgetragen. Es entstand eine
Standardkurve y = a x x als Funktion des Proteingehalts (Abbildung 6). Diese Funktion war fiir

alle gemessenen Proteinproben giiltig.
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Abbildung 6: Beispiel einer Protein-Standardkurve nach Lowry

y: Absorption bei 700 nm
a: Steigung der Geraden (EE/mg/ml)
x: Proteingehalt (mg/ml)

Durch Umstellung der Gleichung in x= Z konnte der Proteingehalt der Proben ermittelt und der

Mittelwert der beiden gleichen Versuche bestimmt werden. Auch der SEM wurde ermittelt.

2.2.8.4 MTT-Reduktion

Um die Stoffwechselaktivitit aufzuzeigen muss die metabolische Aktivitét der Zellen bestimmt
werden. Dafiir eignete sich die MTT-Bestimmung. MTT
(= 3- [4,5 Dimethylthiazol-2-yl] -2,2-diphenyltetrazoliumbromide) zeigt eine gelbe Farbe.
Wenn MTT mittels Oxidoreduktase reduziert wird bildet sich der blau-violette Farbstoff
Formazan. Formazan kann mit Hilfe von DMSO aus den Zellen gewonnen werden. Zur

extrahierten Menge des Formazan ist die metabolische Aktivitdt der Zellen proportional. Da
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eine starke Verfairbung sowohl an einer hohen Zellzahl mit geringer Aktivitdt als auch an
wenigen Zellen mit hoher Aktivitdt liegen kann, muss das Ergebnis im Verhéltnis zum
Proteinwert (Zellzahl) gebracht werden.

Zur MTT-Bestimmung nach 2 Stunden wurden zwei Petrischalen mit TAZ-Knock-down und
zwei Schalen mit Opti-MEM-Zugabe aus dem Brutschrank verwendet. In alle Schalen wurden
50 ul MTT-Stammlosung gegeben (6 mg MTT/1 ml PBS), die Petrischalen geschwenkt und
dann fiir 30 Minuten im Brutschrank belassen, sodass die Reduktion ablaufen konnte. Nach der
Inkubation wurde das Medium abgesaugt und 1 ml DMSO-Gemisch (250 ml DMSO +2,5 ml
0,1 M NaOH) hinzugefiigt. Nun konnte die Extinktion des Formazans bei einer Wellenlédnge
von 570 nm gemessen werden. Zum Nullen wurde ein 1 ml DMSO-Gemisch verwendet. Falls
die Messwerte iiber dem Wert 2 lagen, mussten die Proben stirker mit dem DMSO-Gemisch
verdiinnt werden und der Messwert anschlieend mit dem Verdiinnungsfaktor multipliziert
werden. Dadurch konnte eine Triibung der Proben und das damit verbundene Streulicht
vermieden werden.

Die Extinktionswerte jeder Doppelbestimmung wurden gemittelt und der SEM Wert bestimmt.
AnschlieBend wurde der Mittelwert der MTT-Messung ins Verhéltnis zum Mittelwert des
Proteingehalts des gleichen Versuchs gesetzt. Somit konnte eine Aussage iiber die
Stoffwechselaktivitéit in Abhingigkeit zur Zellmenge getroffen werden. Als Angabe wurde der
relative Wert %-Kontrolle gewihlt. Als Kontrollwert wurde die Zugabe Opti-MEM + Meth.
festgelegt.

2.2.9 Zweite Chemikalienzugabe

24 Stunden nach der ersten Chemikalienzugabe folgte der zweite Zusatz zu den Kulturen. Dafiir
wurde eine 10 ml 5 mM Linolsdureldosung aus 16,5 pl Linolsdure und 10 ml Methanol als
Losungsmittel angesetzt. In die Hélfte aller noch vorhandenen Petrischalen, die in der ersten
Chemikalienzugabe das Lipofectamin und die Taz siRNA erhalten haben (28 Stiick), wurde
nun 20 ul der hergestellten Linolsdurelosung zugegeben. Diese Zellen erhielten die
Bezeichnung ,,Taz + LS“. Damit die andere Hailfte der Zellkulturen als Kontrollgruppe
herangezogen werden konnte, erhielten sie 20 ul Methanol und wurden mit ,,Taz + Meth.*
bezeichnet. Diese Menge an Methanol nimmt erfahrungsgeméfl keinen Einfluss auf die
Zellkulturen. Die Kontrollkulturen, welche zuvor unter Opti-MEM gewachsen sind, erhielten
ebenfalls hilftig 20 ul 5 mM Linolséureldsung, beziechungsweise 20 ul Methanol. Sie wurden
zur Unterscheidung mit ,,Opti-MEM + LS* und ,,Opti-MEM + Meth.“ gekennzeichnet. Es

entstanden dadurch vier verschiedene Zellkulturen mit den Chemikalienzugaben
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Taz + Linolsdure, Taz + Methanol, Opti-MEM + Linolsédure und Opti-MEM + Methanol mit

jeweils 14 Petrischalen.

2.2.10 72-Stundenwert-Messungen

72 Stunden nach der ersten Chemikalienbehandlung erfolgten dieselben Bestimmungen wie
nach 2 Stunden. Fiir die Probenvorbereitungen der Cardiolipinbestimmung wurden je zwei
Schalen pro Zugabe verwendet (insgesamt acht Schalen), die Citratsynthasebestimmung und
die Zellatmung bendtigten je vier Petrischalen pro Chemikaliengruppe (jeweils insgesamt 16
Schalen). Der Ablauf der Bestimmungen glich den 2-Stundenwert-Bestimmungen.

Fir die Protein- und MTT-Bestimmung wurden ebenfalls je zwei Petrischalen pro
Chemikalienzugabe untersucht (jeweils 2% Taz + LS, 2x Taz + Methanol, 2x Opti-MEM + LS,
2x Opti-MEM + Methanol). Auch hier glichen die Arbeitsschritte denen der Bestimmungen

nach 2 Stunden.

2.2.11 Cardiolipinbestimmung

AnschlieBend erfolgten die Bestimmung der Cardiolipinmenge und eine Analyse des
molekularen Cardiolipinmusters. Dafiir wurde die Massenspektrometrie verwendet. Zur
Bestimmung wurden die in -80 °C konservierten Proben aufgetaut und durch eine modifizierte
Methode nach Folch das CL extrahiert [45]. Die Probe wurde in das Massenspektrometer
eingebracht und mittels Elektrospray-lonisation ionisiert. Die Tochter-Fragmente wurden nach
ihrem Masse/Ladungs-Verhiltnis aufgetrennt und die getrennten Ionen detektiert.

Aus den Massenspektren konnten Riickschliisse auf die Struktur und die Menge der Verbindung
gezogen werden. Die Menge der molekularen Spezies wurde in Relation zum Gehalt an
(C18:2)4-CL gesetzt.

Anschliefend konnte hierdurch der gesamte CL-Gehalt als Rechengrofle ermittelt werden. Der
detaillierte Ablauf der Bestimmung kann dem Methodenteil der Publikation ,,Cardiolipin
composition correlates with prostate cancer cell proliferation” entnommen werden [35]. Ferner
wurde die Menge des oxidierten Cardiolipin ((C18:2);-Monohydroxylinoley-CL) als Ubergang
von m/z 731,6 zu m/z 279,2 (Linolsdure) erfasst und in Relation zu

[(C18:2)4-CL + C18:2)3-Monohydroxylinoley-CL] prozentual angegeben.

2.2.12 Im Cardiolipin gebundene Fettsduren

Jedes CL besitzt vier gebundene FS. Diese FS unterscheiden sich in ihrer Kettenlédnge und der

Anzahl und Position der Doppelbindungen. Um festzustellen, welche Menge einer bestimmten
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FS unter der Manipulation der Zellkulturen in das CL eingebaut wurde, wurde der prozentuale
Anteil der einzelnen Spezies und die Menge des Gesamt-CL in pg/mg Protein aus den
CL-Ergebnissen verwendet. Aus diesen drei Werten wurde die Menge einer FS in der

CL-Spezies in pmol/mg Protein berechnet. Die dazugehorige Formel lautet:

Anteil der Spezies (%) x Gesamt-CL (ug/mg Protein) x 1000000
100 x Molmasse

FS-Menge im CL (pmol/mg Protein) =

Um von der im CL vorkommenden FS-Menge auf die gesamte Menge jeder einzelnen FS zu
schlieBen, musste fiir jede FS erfasst werden, wie oft sie in den CL-Spezies vorkommt.
Beispielsweise ist die FS C18:2 viermalig in CL (18:2)4 enthalten, sodass die FS-Menge im CL
mit 4 multipliziert wurde. So wurde die Menge der FS C18:2 in allen CL-Spezies berechnet
und anschlieBend die Mengen summiert. Um die Einheit pmol/mg Protein in die Einheit
nmol/ug CL umzurechnen, wurde das Ergebnis durch die CL-Gesamtmenge in pg/mg Protein
geteilt. AnschlieBend wurde der Sittigungsgrad ermittelt, indem die FS-Menge in
png/mg Protein durch die Anzahl der Doppelbindungen geteilt wurde. Genauso wurde mit den
FS C18:2, C18:1, C18:3, C16:0, C16:1, C20:0, C20:2, C20:3, C20:4 und C22:6 verfahren. Aus
allen sechs Werten eines Ansatzes wurden fiir jede FS der Mittelwert mit dazugehorigem SEM
sowie der Mittelwert der Doppelbindungen bestimmt. Zusétzlich wurde pro Versuchsansatz die

Menge aller FS einer Kettenlidnge erfasst (C16, C18 und C20).

2.2.13 Zellulare freie Fettsauren

Neben den im Cardiolipin gebundenen FS gibt es weiterhin freie zelluldre FS. Genauso wie die
Untersuchung der im CL eingebauten FS wurden hierfir die Zellpellets der
Cardiolipinbestimmung verwendet. Die verwendete Analysemethode zur Untersuchung der
freien zelluldren FS stellt die Gaschromatographie (GC) dar. Die Methode der
Probengewinnung erfolgte wie bei Nourooz-Zadeh et al. beschrieben [46]. Dafiir wurden 100 pl
der Zellsuspension mit 20 pl (20 pg in Ethylacetat) Heptadecanoic Sdure als interner Standard
gemischt. Zum Homogenat wurden 900 pl Wasser und 1980 ul Ethylacetat zugefiigt und
gevortext und fiir 5 Minuten bei 2500 x g zentrifugiert. Die obere Schicht konnte anschlie3end
in ein Reagenzglas abgeschopft werden und 1,0 ml Ethylacetat zur verbleibenden wissrigen
Phase zugegeben werden. Erneut erfolgten Vortexen und Zentrifugation. Die organische
Schicht verdampfte unter Stickstoffzufuhr. Nach der Entfernung aller wasserlslichen
Bestandteile der Zellpellets, konnte das Lipidextrakt autbereitet werden. Dafiir wurden 500 pl
Boron Trifluoride-Methanol (14 %) Losung zum getrockneten Lipid zugegeben und bei 60 °C
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fiir 30 Minuten inkubiert. Nach dem Abkiihlen wurden 500 ul Wasser und 1,0 ml n-Hexan
zugegeben, gevortext und zentrifugiert. Die n-Hexan beinhaltende Schicht wurde gewonnen
und getrocknet. Der Riickstand wurde erneut in 100 pl n-Hexan gelost und davon 1 pl in das
CP-WAX 58 (FFAP), in die Sdule (25 m x 0,32 mm innere Abmessung) injiziert und bei einem
Temperaturgradienten von 120- 250 °C/min gemessen. Das Signal wurde von einem
Ionisationsdetektor GC 3800 generiert. Die Bestimmung der FS Gehalte erfolgte anhand von
Eichkurven mit entsprechenden Standardldsungen.

Die Auswertung der GC Daten beschriankte sich auf die Menge der FS C16:0, C16:1, C18:0,
C18:1, C18:2 und C20:4 in pg/mg Protein. Weiterhin wurden ihre prozentualen Anteile an der
Gesamtmenge der freien FS bestimmt. Die Gesamtmenge der FS besteht dabei nur aus den
benannten FS-Formen. Die Ergebnisse eines jeden Ansatzes wurden gemittelt und zugehorige

SEM Werte angegeben.

2.2.14 Citratsynthasebestimmung
Die Citratsynthase ist ein mitochondriales Markerenzym, damit ist die Citratsynthaseaktivitét
ein MaB fiir die Mitochondrienmenge. der Tumorzellen. Um die Aktivitit zu erfassen, lauft

folgende Reduktion mithilfe der Citratsynthase ab:

Acetyl-CoA + Oxalacetat + HO - Citrat + CoA

AnschlieBend erfolgt durch das Produkt CoA die Reduktion von DTNB zum Farbkomplex
CoA-DTNB, dessen Extinktion mittels Photometer gemessen wird. Diese ist proportional zur
Konzentration des Farbkomplexes.

Alle Chemikalien (auBer Tris-HCI-Puffer) mussten wéhrend der Messungen gekiihlt werden.
Der Puffer wurde vor der Messung im 30°C warmen Wasserbad erwérmt und wihrend der
Messung dort belassen. Die bei -80°C konservierten Citratsynthaseproben (4-fach) wurden
aufgetaut und je zwei Pellets der 2- beziehungsweise 72-Stunden-Messungen miteinander
gepoolt. Alle Proben wurden dreimalig in fliissigen Stickstoff (-195 °C) schockgefroren und
anschlieend im warmen Wasserbad (30 °C) aufgetaut, um durch Zerstdrung der Zellmembran
Zugang zu intrazelluldren Bestandteilen zu erhalten. Zur photometrischen Messung fand das

Programm Kinetics Verwendung. Es waren folgende Einstellungen vorzunehmen:

Cary 100 UV-Vis-Spektrometer: Wellenldnge 412 nm, Ave Time 1,000 s, 0,00-5,00 min,
Options: UV/VIS, Block 30 °C, Probe 1,
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Analyse: Display Fit,
Report: Results, Graph, Parameters.

Das Gerat wurde mit 1 ml Tris-Puffer (pH 8,0) genullt. AnschlieBend erfolgte die eigentliche
Messung. Dafiir wurden 100 mM Tris-HCI-Puffer (pH 8,0) 5 mM MgCl, 0,5 mM DTNB,
I mM Oxalacetat und 0,2 mM Acetyl-CoA in eine Kiivette gegeben und vermischt.
30 Sekunden nach dem Start der Messung erfolgte der Zusatz von 20 pl Citratsynthaseprobe.
Nachdem die Reaktion stattfand, errechnete das Programm tiiber die Funktion Recalculate aus
einem Extinktionsgraphen den Slopewert (Extinktionsdnderung pro Zeiteinheit). Die Messung
wurde mit allen Citratsynthasepellets zweifach ausgefiihrt, sodass zu jedem Versuchsansatz
eine zweifache Doppelbestimmung ablief. Der Slopewert gibt die Mitochondrienanzahl
unabhingig vom Probevolumen und der Proteinmenge an. Im Verhiltnis zum Probevolumen

und in Referenz zur Proteinmenge der Probe ist er ein Parameter fiir die Zellaktivitat

(Slope Probevolumen (ml)

, ). Zur besseren Darstellung wurde die Gesamtaktivitit weiterhin in Unit/mg
Proteinmenge (mg)

angegeben. Zur Berechnung wurde das Lambert-Beer’sche-Gesetz angewandt und nach ¢
aufgelost:

AE
exd

E: Extinktionsdnderung pro Zeiteinheit (ﬁ), entspricht dem Slope
c: Konzentration der absorbierenden Substanz in der Fliissigkeit (mmTOI)

), = 13,6 —

mmol X cm mmol X cm

d: Schichtdicke des durchstrahlten Korpers (cm), hier Dicke der Kiivette, = 1 cm

e: dekadischer Extinktionskoeffizient (

Wenn die Konzentration der absorbierenden Substanz (¢) auf das verwendete Probevolumen
bezogen wird, erhidlt man die katalytische Aktivitidt des Enzyms, angegeben in Unit (U):

_ Slope
exdxV

pmol
)

U: International Unit ( =

V: Volumen der Probe (ml), 0,02 ml

Eine Unit entspricht der Enzymmenge, die einen Umsatz von 1 pmol Substrat pro Minute
katalysiert. Wenn man die katalytische Aktivitit auf die Proteinmenge bezieht, erhdlt man die

spezifische katalytische Aktivitdt (Unit/mg).
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Aus den vier Bestimmungen eines Versuchsansatzes wurden anschlieBend der Mittelwert sowie

der SEM berechnet.

2.2.15 Proteinbestimmung nach Bradford-BioRad

Um die Zellaktivitit in Abhéngigkeit von der Zellmenge darzustellen, wird ein Proteinwert
bendtigt, welcher ins Verhéltnis gestellt werden kann. Dafiir wurde die Proteinbestimmung
nach Bradford-BioRad genutzt. Diese zweite Methode stellt eine schnelle, im Rahmen des
komplexen Versuchsablaufs einfach zu handhabende Mdoglichkeit zur Proteinbestimmung dar.
Die Messung der Proteinmenge erfolgt aus den gleichen Pellets wie die
Citratsynthasebestimmung, sodass die Werte unmittelbar aufeinander bezogen werden kénnen.
Dadurch kann eine Aussage iiber die spezifische Aktivitét der Citratsynthase getroffen werden.
Der Bestimmung liegt die Farbverdnderung des Farbstoffs Coomassie Brilliant Blau als Folge
der Komplexbildung mit Proteinen zugrunde. Wenn der Farbstoff an Protein bindet liegt er in
einer dunkelblauen Farbe vor. Ohne Protein ist er braun-blau. Die Extinktionswerte der
Losungen sind bei ihrem Absorptionsmaximum 595 nm direkt proportional zu ihrer
Proteinkonzentration. Die genaue Proteinmenge ldsst sich mithilfe von Eichlosungen mit
Rinderserumalbumin (RSA) bestimmen. Fiir diese Losungen wurden vier standardisierte 100 pl
RSA-Proben mit unterschiedlichen Verdiinnungen vorbereitet. Die Vorbereitung und
photometrische Messung der Proben erfolgte in Doppelbestimmung wie bei Bradford
beschrieben [47]. Die Zeit wurde dabei auf 3,0 Sekunden eingestellt. Die Absorptionswerte der
gleichen Standards wurden gemittelt und als lineare Funktion dargestellt. So konnte der genaue
Proteingehalt der Proben errechnet werden. Die Zellaktivitit (Slope/Probevolumen) konnte nun
ins Verhiltnis zum Proteingehalt gestellt werden. Der Wert gibt die Zellaktivitit in
Abhidngigkeit zur Zellmenge an. Auch hier wurde der Mittelwert eines Versuchs aus vier

Proben ermittelt und die zugehorigen SEM Werte angegeben.
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2.2.16 Statistische Auswertung

Fiir alle Bestimmungen eines Experiments wurden Duplikate angefertigt. Aus allen sechs
Experimenten wurden fiir jede Bestimmung die Werte der gleichen Zugabe zu einem Mittelwert
zusammengefasst und die Standardfehler berechnet. Nun konnten die Ergebnisse der
verschiedenen Ansdtze mit und ohne Manipulation miteinander verglichen werden. Zur
Analyse der statistischen Signifikanz wurde flir die 72-Stunden-Werte die Varianzanalyse
ANOVA in Kombination mit Post-hoc-Tests (Tukey, Sidak, Dunn) durchgefiihrt und ist in den
Abbildungen speziell aufgefiihrt. Es wurde festgelegt, dass alle Ergebnisse als signifikant
gelten, die kleiner als das Signifikanzniveau von p= 0,05 sind. Fiir eine bessere Ubersicht sind
nachfolgend die Ergebnisse, welche diese Anforderung im  Sinne einer
konzentrationsabhdngigen Signifikanz in Bezug zum dazugehoérigen Kontrollwert erfiillen,
gesondert mit einem Stern (*) gekennzeichnet. Als Kennzeichnung gilt: * - p<0,05;
** - p<0,01, ** - p<0,001 und **** - p<0,0001. Als Kontrolle fungiert der Versuchsansatz
Opti-MEM + Meth.
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3 Ergebnisse

Im Folgenden sind die Ergebnisse des Zellkulturexperiments dargestellt. Dabei liegt der
Schwerpunkt bei der Prasentation der 72-Stunden-Werte. Die Versuchsansitze nach 2 Stunden
stellen dagegen die Kontrolle einer ordentlichen Kultivierung dar. Eine Erkldrung fiir die

Bevorzugung dieser Darstellungsweise findet sich im Diskussionsteil.

3.1 Polymerase-Kettenreaktion-Bestimmung (PCR)

Um den Einfluss des CL auf die Bioenergetik und Zellproliferation zu untersuchen, wurde ein
Knock-down des Tafazzin-Gens mittels Lipofektamin RNAIMAX Reagenz und der Taz siRNA
angewandt. Die Erfolgskontrolle des Knock-downs erfolgte mittels PCR-Messung der relativen
TAZ-mRNA-Menge nach 24, 48 und 72 Stunden. Das Zellexperiment wurde mit vier
unabhéngigen Zellproben wiederholt. Es konnte bei allen durchgefiihrten Experimenten
festgestellt werden, dass die Manipulation des TAZ-Gens zur signifikanten Verminderung der
TAZ-mRNA-Synthese fiihrte. 72 Stunden nach der gezielten Insertion von Fremd-DNA konnte
im Mittel eine Reduzierung der mRNA-Menge auf unter 15 % des urspriinglichen Wertes
festgestellt werden. Die Kontrollgruppen zeigten dagegen keinen Knock-down des TAZ-Gens,
thr Mittelwert wurde auf 100 % gesetzt. Dieses Ergebnis beweist, dass das Zellmodell
funktionierte und daher die Grundvoraussetzung der Arbeit erfillt ist: Die Aktivitdt des
Remodeling-Enzymkomplex Tafazzin ist limitiert. Die Untersuchungen der relativen
TAZ-mRNA-Menge nach 24 Stunden und 48 Stunden beinhalten &hnliche Verminderungen
des Transkripts wie nach 72 Stunden und zeigen somit, dass die verminderte Expression schon
zu einem frithen Zeitpunkt besteht und iiber die gesamte Kulturzeit von 72 Stunden konstant

anhalt.
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Abbildung 7: Relative TAZ-mRNA-Menge in % (normiert durch RPLP13a, Kontrolle (co) = 100 %), Prof.
Dr. Uwe  Lendeckel, Institut fiir Medizinische Biochemie und Molekularbiologie,
Ernst-Moritz-Arndt-Universitit Greifswald

Die Abbildung zeigt die mittlere Menge der TAZ-mRNA von vier separaten Zellproben 24, 48 und 72
Stunden nach der Behandlung mit dem Lipofektamin RNAIMAX Reagenz und der Taz siRNA. Diese
Ansitze sind mit siTaz gekennzeichnet. Die Kontrolle (co), stellt die mit Opti-MEM behandelten Zellproben
dar und wurde auf 100 % gesetzt. In den Taz siRNA-Versuchsansdtzen kam es durch Insertion von
Fremd-DNA zum gezielten Knock-down des TAZ-Gens der Tumorzellen, sodass kein vollstindiges
Transkript gebildet werden konnte.

3.2 Effekt der TAZ-Aktivititslimitierung und/oder LS-Applikation auf
Cardiolipin
Zur Untersuchung des Zusammenhangs zwischen Zellproliferation und Cardiolipin wurden in
der Arbeit zwei Strategien verfolgt, um die Zellproliferation zu beeinflussen: Die
Aktivitdtslimitierung von Tafazzin und Applikation von Linolsdure. Zunéchst wird der Einfluss
dieser Interventionen auf das Cardiolipin dargestellt. Dafiir erfolgte 2 und 72 Stunden nach der
Manipulation des TAZ jeweils eine Analyse des CL. Ferner wurde der CL-Metabolismus durch
die Zugabe von LS beeinflusst. Die Applikation von LS beeinflusst einerseits den zelluldren
Fettsaurestoffwechsel und andererseits den CL Stoffwechsel, da LS bevorzugt in CL eingebaut

wird und somit zu einer Variation der CL Zusammensetzung fiihrt.

3.2.1 Cardiolipinmenge

Es erfolgte die Untersuchung der Gesamt-CL-Menge und dessen Abhangigkeit von TAZ sowie
Veranderungen der CL-Menge durch die Zugabe von LS. Diese konnte durch die Summe des
Gehalts aller molekularen CL-Spezies kalkuliert werden. In diesem Zusammenhang war die

Beeinflussung der Cardiolipinoxidation von Interesse, um eine mogliche Schidigung des CL
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zu erfassen. Daher wurde als Ausdruck der oxidativen Prozesse auch der prozentuale Gehalt an
oxidiertem  Cardiolipin  untersucht.  Hierfiir ~diente als Referenzspezies das
(C18:2)3-Monohydroxylinoleyl-Cardiolipin.

In Abbildung 8 sind die Ergebnisse fiir das Gesamt-CL nach 72 Stunden graphisch dargestellt,
die Abbildung 9 enthilt die Daten der oxidierten CL-Menge nach 72 Stunden.
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Abbildung 8: Messung der CL-Gesamtmenge

Die Zellkulturen wurden mit den Zugaben Taz oder Opti-MEM und spater mit Methanol oder Linolséure
beimpft. 72 Stunden nach dem ersten Zusatz konnte die CL-Menge gemessen werden. Jede Séule zeigt den
Mittelwert der Gesamtmenge in pug pro mg Protein eines Versuchsansatzes. Der SEM ist fiir jeden
Versuchsansatz dargestellt. Mittels ANOVA in Kombination mit dem Tukeys Post-hoc-Test wurde eine
Analyse der signifikanten Verdnderung im CL-Gehalt durchgefiihrt. Die mit Stern (*) gekennzeichneten
Saulen zeigen signifikante Unterschiede der CL-Mengen: * - p<0.05 und *** - p<0.001.
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Abbildung 9: prozentualer Gehalt an oxidiertem Cardiolipin

72  Stunden nach der ersten Manipulation wurde die Menge der Referenzspezies
(C18:2)3-Monohydroxylinoleyl-Cardiolipin gemessen. Jede Séule stellt den Mittelwert eines
Versuchsansatzes prozentual von der Menge an CL (18:2)s dar. Der SEM ist fiir jeden Versuchsansatz
dargestellt. Mittels des nichtparametrigen ANOVA-Tests kombiniert mit dem Dunn Post-hoc-Test konnte
eine Analyse der signifikanten Verinderung dargestellt werden. Die mit Sternen (*** - p<0.001)
gekennzeichnete Sdulen zeigt einen signifikanten Unterschied der CL-Menge.

Der Versuchsansatz Taz nach 2 Stunden =zeigt eine mittlere CL-Menge von
0,954 + 0,124 ng/mg Protein. Der zu (C18:2)3-Monohydroxylinoley-CL oxidierte Anteil liegt
bei 19,64 %. Der Ansatz der Zugabe Opti-MEM, welcher ebenfalls nach 2 Stunden ausgewertet
wurde, besitzt eine mittlere CL-Menge von 1,261 + 0,457 pg/mg Protein und einen oxidierten
Anteil von 22,02 %. Nach 72 Stunden liegt die CL-Menge des Ansatzes Taz + Meth. bei
1,083 £ 0,130 pg/mg Protein. Der oxidierte CL-Anteil liegt bei 14,43 %. Bei Zugabe von
Taz + LS kann im Mittel eine CL-Menge von 2,351 + 0,40 pg/mg Protein ermittelt werden.
Lediglich ein CL-Anteil von 2,78 % zeigt sich oxidiert. Der Ansatz Opti-MEM + Meth. 72 h
besitzt eine CL-Menge von 0,948 + 0,115 pg/mg Protein. Der oxidierte Anteil belduft sich auf
17,61 %. In dem Versuchsansatz Opti-MEM + LS 72 h kann gemittelt eine CL-Menge von
1,461 £0,257 pg/mg Protein festgestellt werden. 9,56 % der CL-Menge erfdhrt eine
Oxidierung.

Da es keine signifikanten Differenzen im Gesamt-CL zwischen den Ansétzen Taz + Meth. und

Opti-MEM + Meth. gibt, kann der Knock-down des TAZ alleine den Gehalt nicht beeinflussen.
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Dafiir beeinflusst die Zugabe von LS die CL-Menge, zwischen der Kontrolle
Opti-MEM + Meth. und dem Ansatz Opti-MEM + LS konnte der CL-Gehalt etwa auf das
1,5-fache gesteigert werden. Diese Verdnderung gilt jedoch nicht als signifikant. Etwas
deutlicher, jedoch ebenfalls nicht signifikant verdndert ist der LS-bedingte Anstieg des
CL-Gehalts bei Vergleich des Ansatzes mit heruntergefahrenem TAZ mit dem Ansatz mit
zusitzlicher LS-Zufuhr. Auch die signifikante Erhohung des CL-Gehalts im Ansatz
Opti-MEM + LS im Vergleich zum Ansatz Taz + Meth. kann fiir eine Erhohung des
CL-Gehalts durch LS sprechen.

Unter Anwesenheit von LS zeigt sich eine signifikante Erhohung der CL-Gesamtmenge bei
Knock-down des TAZ im Vergleich zu dem Ansatz mit funktionsfahigem TAZ. Der
TAZ-Knock-down bedingt in Kombination mit LS eine verstirkte CL-Synthese, wodurch die
CL-Menge des Versuchsansatzes Taz + LS besonders stark erhoht ist.

Es zeigt sich, dass die TAZ-Inhibition nur gemeinsam mit der Zugabe von LS die CL-Spezies
stark vermehrt. Die Verminderung der TAZ-Expression scheint folglich direkten
Zusammenhang mit der Synthese groBer Mengen an CL zu besitzen, die allerdings nur unter
LS-Gabe sichtbar wird. Ein hohes Angebot an LS, aber ein voll funktionstiichtiges TAZ-Gen,
so wie es bei dem Versuchsansatz Opti-MEM + LS zutrifft, lasst die CL-Menge im Vergleich
zum Ansatz Taz + Meth. ebenfalls signifikant steigen. Alleiniger Knock-down des Gens, aber

fehlender Uberschuss an LS fiihrt zu keiner starken Verinderung der Gesamt-CL-Menge.

Die Menge des oxidierten CL nach 72 Stunden wurde mittels ANOVA und des Dunn
Post-hoc-Tests untersucht. Sie unterschied sich bis auf den Vergleich zwischen dem Ansatz
Taz + LS und dem Kontrollversuchsansatz Opti-MEM + Meth. in den Versuchsansétzen nicht
signifikant voneinander. Der p-Wert liegt bei der einzigen signifikanten Verdnderung bei
p =0,0003. In allen Versuchsansitzen bis auf Taz + LS ist die oxidierte Anzahl mit Werten
zwischen 10 % und 22 % recht hoch. Der Ansatz Taz + LS dagegen zeigt mit einer oxidierten
Menge von unter 3 % des CL-Gehalts einzig eine deutliche Verminderung der Oxidation.
Daraus kann man folgern, dass die Inhibition des TAZ bei einem guten Angebot an LS die
Oxidierung mindert. Ein gutes Angebot an LS reicht dagegen alleine nicht aus, um die

Oxidierung signifikant zu mindern.

3.2.2 Molekulare Cardiolipinspezies
Es wurde die CL-Menge von 19 molekularen CL-Spezies bestimmt und prozentual zur

Gesamtmenge angegeben. Die Bestimmung der absoluten Menge der molekularen CL Spezies
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erfolgte unter Verwendung eines (C18:2)4-Standards. Alle 72-Stunden-Werte der 19 Spezies

sind in Tabelle 2 dargestellt.

Tabelle 2: prozentuale Verteilung der 19 analysierten CL-Spezies

Die Experimente unterscheiden sich anhand der Zugabe Taz oder Opti-MEM und der zweiten Zugabe
Methanol oder LS. Zusitzlich zum Mittelwert wurde der SEM ermittelt. Weiterhin ist die Masse der
CL-Spezies angegeben. Die farblich markierten Spezies zeigen innerhalb einer Reihe signifikante
Unterschiede, diese wurde mittels des zweifaktoriellen ANOVA-Tests in Kombination mit dem Sidak
Post-hoc-Test bestimmt. Dabei gilt * - p<0.05; ** - p<0.01, *** - p<0.001, **** - p<0.0001, a: Differenz
zwischen Taz + Meth. und Opti-MEM + Meth. mit *; b/c: Differenz zwischen Opti-MEM + Meth. und Opti-
MEM + LS mit b = **** und c= **; d/e/f: Differenz zwischen Taz + Meth. und Taz + LS mit d= ****_ e= **
f=*; g/h: Differenz zwischen Opti-MEM + LS und Taz + LS mit g= **** und h= *.

Zugaben TAZ + Meth. | TAZ + LS Opti-MEM + Meth | Opti-MEM + LS
CL-Spezies Masse | CL-Menge (% des Anteils
aller gemessenen Spezies)

(C18:2)4 723.6 10,371 +0,159 d 11,599 +4,100d, g | 0,326 + 0,159 b 5,715 + 3,6269 b,
g

(C18:2)3/C18:1 724.6 | 0,582 + 0,257 d 18,968 +1,637d,g | 0,489 +0,212 b 10,880 + 3,835 b,
g

(C18:2)/(C18:1), 725.6 |1,778 £ 0,512 d 16,322 +2,560 d 2,078 £ 0,433 b 14,802 +2,140 b

C18:2/C18:1/(C16:0)2 700.6 | 0,398 = 0,146 0,83 + 0,460 0,487+ 0,127 0,73 £ 0,270

(C18:1)2/(C16:0)2 701.6 | 29,917 + 6,298 d 7,521+ 0,578 d 25,980 £5,139b | 9,202 +2,158 b

(C18:2)3/C16:1 710.6 | 0,126 + 0,137 £ 3,599 + 0,570 f 0,15 + 0,064 2,455 + 0,646

(C18:2),/C18:1/Cl16:1 0. |711.6 [ 1,070 £0,230d 6,427 + 1,282 d 1,420+ 0,281 b 6,375+ 0,825 b

(C18:2)3/C16:0

(C18:1),/C18:2/C16:0

713.6 2,374+ 0,367 3,049 + 0,090 2,629 + 0,245

3,907 + 0,748

(C18:1),/(C18:3), 723.6 | 0,942 + 0,427 0,797 = 0,106 0,981 = 0,366 1,904 = 0,367
(C18:1)5/C18:2 726.6 | 4,205+ 0,578 6,402+ 1,715 5334+ 1,100 8,393+ 2,972
(C18:2):/C20:4 735.6 | 0,100 £0,045 1228+ 0,252 0,102 + 0,048 1,53 = 0.854
(C18:2)5/C20:3 o. 736.6 | 0,133 + 0,095 3,018 0,311 0,132£0,068b |4,796+ 1,715b
(C18:2),/C18:1/C20:4

(C18:2)3/C20:0 o. 739.6 | 0,432+ 0,191 1,389 + 0,477 0,512+ 0,099 1,800 + 0,275
(C18:1)2/C18:2/C20:2

C22:6/(C18:2)s; 747.6 0,362 % 0,535 0,086 + 0,046 0,198 % 0,172 0,075 % 0,031
C22:6/(C18:2)/C18:1 | 748.6 | 0,201+0,173 0,044 £ 0,032 0,110 £ 0,101 0,041 £ 0,021

Einige der 19 CL-Spezies waren nur in sehr geringen Mengen vorhanden oder kamen in allen
Versuchsansédtzen in sehr dhnlichen Mengen vor. Daher beschrinkt sich die weitere
Auswertung auf diejenigen Spezies, welche sich iiber die verschiedenen Versuchsansitze
hinweg mindestens einmal durch signifikante Differenzen auszeichneten. Diese Spezies sind in

Tabelle 2 farblich gekennzeichnet. Spezies, die mittels der angewandten Untersuchung
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aufgrund gleicher Massen nicht voneinander unterschieden werden konnten, wurden

zusammengefasst. Abbildung 10 stellt diese CL-Spezies als Saulendiagramm dar.

B (C18:2)2/C18:1/C20:2 B (C18:2)3/C20:2 0. (C18:2)2/C18:1/C20:3
O(C18:2)3/C20:3 o. (C18:2)2/C18:1/C20:4 m(C18:1)3/C16:0

@(C18:1)2/C18:2/C16:1 o. (C18:2)2/C18:1/C16:0  O(C18:2)2/C18:1/C16:1 0. (C18:2)3/C16:0
0(C18:2)3/C16:1 @ (C18:1)2/(C16:0)2
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Abbildung 10: prozentuale Verteilung der CL-Spezies welche sich in ihrer Menge signifikant voneinander
unterscheiden

19 CL-Spezies wurden auf ihr Vorkommen iiber alle Ansétze hinweg untersucht. Die Versuchsansitze
unterscheiden sich in der Verabreichung von Taz siRNA oder Opti-MEM und der weiteren Zugabe von
Methanol oder LS. Die Auswertung fand 72 Stunden nach dem ersten Zusatz statt. Pro Versuchsansatz wurde
die Menge jeder Spezies als Mittelwert aller Experimente angegeben und prozentual in Bezug zur
CL-Gesamtmenge des gleichen Versuchsansatzes angegeben. Aufgefiihrt sind alle Spezies, welche sich iiber
die Ansitze hinweg in ihrer Menge mindestens einmal signifikant voneinander unterscheiden. Mittels der
Untersuchung aufgrund gleicher Masse nicht voneinander unterscheidbare Spezies wurden zusammengefasst
und konnen aus der Legende entnommen werden.

Aus der Abbildung 10 geht hervor, dass die Zugabe von LS zu einer starken Beeinflussung des
Vorkommens der CL-Spezies fiihrt. Die Ansédtze Taz + LS 72 h und Opti-MEM + LS 72 h
zeichnen sich durch einen dhnlichen Sédulenaufbau aus und setzten sich deutlich von den
anderen Versuchsansidtzen ab. LS scheint folglich eine zentrale Rolle fiir die Synthese
bestimmter CL-Spezies zu spielen.

Das tiirkis dargestellte CL (18:2)4 wird nur bei den Versuchsansétzen Taz + LS (11,60 %) und
Opti-MEM + LS (5,72 %) in nennenswerten Mengen synthetisiert. Bedingt durch die erhdhte

Zufuhr von LS wird diese vermehrt in das CL eingebaut, sodass Tetralinolsdure-CL entsteht.
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Die orange dargestellte Spezies (C18:2)3/C18:1-CL wird ebenfalls vor allem in Taz + LS
(18768 %) und Opti-MEM + LS (10,88 %) vorgefunden. Auch hierfiir liegt die Erkldrung in
dem LS-Angebot, welches dreimalig in das CL eingebaut wurde. Genauso verhélt es sich mit
der weill dargestellten Spezies (C18:2),/(C18:1),-CL, welche in den Zusédtzen Taz + LS
(16,32 %) und Opti-MEM + LS (14,80 %) in groBeren Mengen vorzufinden sind.

Die griin dargestellte Spezies (C18:1)2/(C16:0),-CL ist nur in geringen Mengen in den
LS-Ansitzen aufzufinden. Bei hohem LS-Vorrat werden folglich selten CL-Spezies ohne LS
synthetisiert. Die anderen vier Versuchsansidtze ohne LS zeigen dahingegen einen grof3en
prozentualen Teil dieser Spezies. CL des Ansatzes Taz besteht zu 34,86 %, CL des Ansatzes
Opti-MEM zu 34,15 % aus der griin markierten Spezies (C18:1)2/(C16:0),-CL. Im
Versuchsansatz Taz + Meth. liegt der Anteil an (C18:1)2/(C16:0).-CL bei 29,92 % und im
Ansatz Opti-MEM + Meth. bei 25,98 % der Gesamt-CL-Menge. Somit ist diese Spezies eine
sehr hdufig vorkommende, unter der Bedingung, dass keine LS hinzugegeben wird.

Die rosa markierte Spezies (C18:2)3/(C16:1)-CL macht bei LS-Zufuhr etwa 3 % der
Gesamt-CL aus, ansonsten ist sie nahezu nicht vorzufinden.

Auch die gelb markierte Spezies (C18:2),/C18:1/C16:1-CL oder (C18:2)3/C16:0-CL werden
unter den vorhandenen Bedingungen nur selten synthetisiert. Allerdings sind auch sie dann
leicht gehéuft, wenn die Zugabe von LS erfolgte.

Die braungrau markierte Spezies (C18:1)2/C18:2/C16:1-CL oder (C18:2)2/C18:1/C16:0-CL
macht etwa 5 % des Gesamt-CL aus. Ein unterschiedlich starkes Vorkommen zeichnet sich
zwischen den Ansdtzen Taz + LS und Opti-MEM + LS ab, ohne Taz siRNA Manipulation
kommt es etwas haufiger vor.

Die rot dargestellte Spezies (C18:1)3/C16:0-CL ist stark vertreten, wenn kein Angebot an LS
vorhanden ist. Im Ansatz Taz stellt sie 34,15 % des Gesamt-CL dar, im Ansatz Opti-MEM
nimmt sie 34,24 % ein. Im Versuchsansatz Taz + Meth. stellt die Spezies mit 51,02 % die
Mehrheit dar, genauso wie im Ansatz Opti-MEM + Meth. mit 52,05 % der Gesamtmenge.
Damit erweist sich die Spezies (C18:1)3/C16:0-CL als die Haufigste.

Die gelbgriin markierte Spezies (C18:2)3/C20:3-CL oder (C18:2),/C18:1/C20:4-CL ist dann
vertreten, wenn es eine LS-Zufuhr gibt, wobei sie auch dort mit 3-4 % selten auftritt.

Genauso trifft es auf die blau dargestellte Spezies (C18:2)3/C20:2-CL oder
(C18:2)2/C18:1/C20:3-CL zu. Auch diese treten praktisch nur bei einem LS-Angebot auf.
Gleiches gilt fiir die lila markierte Spezies (C18:2)2/C18:1/C20:2-CL.

Bei den Versuchen der Zugaben Taz + LS und Opti-MEM + LS fillt auf, dass trotz des hohen
LS-Angebots CL (18:2)4 nicht die hiufigste Spezies darstellt, sondern LS meist nur zwei oder
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drei der vier FS-Reste ausmacht. CL mit 16 oder 20 C-Atomen langen FS-Resten sind sowohl
im Ansatz Taz + LS als auch im Ansatz Opti-MEM + LS etwas seltener vorzufinden.

Zusammenfassend besteht ohne Zufuhr von LS das CL vor allem aus den Spezies
(C18:1)2/(C16:0),-CL und (C18:1)3/C16:0-CL. Die meisten CL-Spezies bestehen nicht aus LS,
sondern bevorzugt aus Olsdure und Palmitinsdure. Das Vorkommen der CL-Spezies ist
grofBtenteils unbeeinflusst von dem Zusatz Taz siRNA. Ein Knock-down des TAZ kann als
einzige Auswirkung die Menge der CL-Spezies (C18:1)2/(C16:0),-CL (von 25,98 % unter
Opti-MEM + Meth. auf 29,92 % unter Taz + Meth.) signifikant erhhen. Sobald ein Angebot
an LS vorhanden ist, wird diese auch eingebaut, bevorzugt zwei- oder dreimalig. Die anderen
ein oder zwei FS-Reste sind dabei ebenfalls meist 18 C-Atome lang. LS ruft dabei zahlreiche
signifikante Verdnderungen hervor, neun der insgesamt 19 untersuchten Spezies dndern ihre
Verteilung bei einem Vergleich der Ansédtze Opti-MEM + LS und Opti-MEM + Meth.
Beispielsweise kommt die griin dargestellte Spezies (C18:1)2/(C16:0).-CL unter LS-Zufuhr
sehr viel seltener vor, wihrend die orange markierte Spezies (C18:2)3/(C18:1)-CL deutlich
zunimmt. Ein Vergleich der Ansdtze Taz+ LS und Taz + Meth. zeigt acht signifikante
Verteilungsdnderungen der CL-Spezies, diese sind ebenfalls durch die Zugabe der LS bedingt.
Unter LS-Gabe haben die Zugaben Taz, beziehungsweise Opti-MEM einen deutlichen Einfluss
auf die Spezies. Der Knock-down von TAZ fiihrt zu einer starken Erhohung des CL (18:2)4 von
5,72 % auf 11,60 % der Gesamt-CL-Menge, CL (C18:2)3/C18:1 wird von 10,88 % auf 18,97 %
und (C18:1)2/C18:2/C16:1-CL oder (C18:2)2/C18:1/C16:0-CL wird von 4,94 % auf 8,15 %
erhoht. Tafazzin scheint wihrend des Remodeling den Einbau von LS zu hemmen, da die Zellen
mit heruntergefahrenem Tafazzin vermehrt LS-CL synthetisieren kdnnen. Die Minderung der

TAZ-Expression fiihrt folglich unter LS-Einfluss zu einer Erh6hung von Linolsidure-CL.

3.2.3 Im Cardiolipin gebundene Fettsduren

Unter den gebundenen FS versteht man diejenigen, welche fest in das CL eingebaut werden.
Mittels der Manipulation der Zellkulturen verdndern sich die im CL gebundenen FS in ihrer
Kettenldnge und im Séttigungsgrad.

Untersucht wurden die FS C18:2, C18:1, C18:3, C16:0, C16:1, C20:0, C20:2, C20:2, C20:3,
C20:4 und C22:6 auf die Menge ihres Vorkommens pro Versuchsansatz. Dazu wurde die
Menge jeder FS sowohl in nmol/pg CL als auch prozentual zur eingebauten Gesamt-FS-Menge
angegeben. Der SEM wurden fiir jeden Mittelwert bestimmt. AnschlieBend wurde fiir die
72-Stunden-Werte eine Signifikanzanalyse mittels zweifaktoriellem ANOVA-Test in
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Kombination mit dem Sidak-Test angefertigt. Abbildung 11 stellt die Ergebnisse 72 Stunden

nach der Beeinflussung mittels Taz siRNA {ibersichtlich zusammen.
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Abbildung 11: Anteil aller im CL gebundenen FS in Prozent

Aufgefiihrt sind vier Versuchsansdtze, die sich in den Zugaben Taz oder Opti-MEM und der zusétzlichen
Zugabe von Methanol oder LS unterscheiden und 72 Stunden nach der ersten Zugabe ausgewertet wurden.
In jedem Versuchsansatz wurde die Art und Menge der im CL gebundenen FS ermittelt. Die verschiedenen
FS wurden ins Verhéltnis zur Gesamt-FS-Menge im CL gestellt und prozentual angegeben. Alle FS der
gleichen Kettenlédnge sind in einem Farbton dargestellt (C18: blau, C16: rot, C20: griin und C22: gelb).
Mittels zweifaktoriellem ANOVA-Test kombiniert mit dem Sidak-Test wurden signifikante Unterschiede
zwischen den beiden Methanol-Ansétzen, zwischen den beiden Opti-MEM-Ansitzen, zwischen den beiden
Taz-Ansdtzen und zwischen den beiden LS-Ansétzen erhoben. Signifikante Werte sind mit Stern (*)
gekennzeichnet: * - p<0.05; *** - p<0.001, **** - p<(0.0001.

Die Abbildung 11 verdeutlicht, dass die Werte der beiden Versuchsansitze der Zugabe
Methanol und der beiden Ansétze der Zugabe LS in ihrem Aufbau dhnlich sind. Dadurch wird
deutlich, dass vorrangig LS zu den Verdnderungen in der Menge der gebundenen FS fiihrt.
Hierflir ist eine ndhere Betrachtung von Néten:

Uber alle Versuche hinweg sind die C18 FS die am hiufigsten vorkommenden. Beide
Versuchsansétze liber 2 Stunden zeigen dabei in der C18:1 FS ihren hochsten Anteil. Der
2-Stunden-Versuchsansatz Opti-MEM besitzt eine Menge von 1,501 + 0,023 nmol/pug CL und
der Ansatz Taz 2 h eine nahezu identische Menge von 1,510 + 0,022 nmol/pg CL. Dahingegen
zeigen die Ansdtze Opti-MEM + Meth. und Taz + Meth. mit einer Menge von
1,684 £ 0,016 nmol/ug CL und 1,675 + 0,026 nmol/pg CL etwas hohere C18:1 Anteile. Die
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Ansitze der Zugabe LS zeigen ein vermindertes Vorkommen an C18:1 FS. Die Mengen
betragen 1,001 £ 0,067 nmol/ug CL fiir Taz+ LS wund 0,875+ 0,042 nmol/pg CL fiir
Opti-MEM + LS.

Auch die Menge des C18:2 unterscheidet sich in den verschiedenen Versuchsansitzen
voneinander. Die 2-Stunden-Werte haben mit 0,350 = 0,034 nmol/ug CL fiir Taz und
0,363 + 0,036 nmol/pg CL fiir Opti-MEM einen mittelstarken Einbau. Die mit Methanol
behandelten Zellen zeigen nach 72 Stunden mit 0,196 + 0,020 nmol/pg CL fiir Taz + Meth. und
mit 0,2206 + 0,012 nmol/mg CL fiir Opti-MEM + Meth. eine niedrigere Anzahl an gebundenen
C18:2 FS. In den mit LS behandelten Versuchen sind sie viel hdufiger gebunden. Der Ansatz
Taz + LS besitzt eine Menge von 1,431 £ 0,044 nmol/pug CL und Opti-MEM + LS eine Menge
von 1,1967 £ 0,077 nmol/pug CL.

C18:3 FS sind iiber alle Versuchsansétze nur sehr selten eingebaut. Die 2-Stunden-Werte liegen
fir Opti-MEM bei 0,023 + 0,004 nmol/ug CL, fiir Taz bei 0,023 + 0,003 nmol/pg. Die
72-Stunden-Mengen liegen bei 0,013 + 0,002 nmol/pg CL fiir Opti-MEM + Meth. und fiir
Taz + Meth., bei 0,025 + 0,002 nmol/pg CL fiir Opti-MEM + LS und 0,011 £ 0,001 nmol/pg
CL fiir Taz + LS.

Mit einem Gesamtanteil zwischen 0,275 + 0,014 nmol/pg CL und 0,8246 + 0,018 nmol/ug CL
sind die C16 FS die am zweithdufigsten vorkommenden FS.

Dabei sind die C16:0 FS die Héufigsten der gebundenen C16 FS und kommen in den
2-Stunden-Werten mit einer Menge von 0,763 £ 0,027 nmol/ug CL fiir Opti-MEM und
0,772 + 0,024 nmol/ug CL fiir Taz vor. Ahnlich prisentieren sich die C16:0 FS in den
Methanol-Ansédtzen bei Taz+ Meth. mit 0,801 0,019 nmol/ug CL und bei
Opti-MEM + Meth. mit 0,762 + 0,018 nmol/pg CL. In den mit LS manipulierten Ansétzen sind
die C16:0 FS seltener aufzufinden bei Taz+LS mit 0,212 £+ 0,009 nmol/ug, bei
Opti-MEM + LS mit 0,269 + 0,024 nmol/pg CL.

Die FS Cl16:1 kommen selten vor (Opti-MEM 2h: 0,025 +0,002 nmol/pg CL, Taz 2h:
0,025 £ 0,002 nmol/pg CL, Opti-MEM + Meth.: 0,028 + 0,002 nmol/ug CL, Taz + Meth.:
0,02 £0,001 nmol/pg CL, Opti-MEM + LS: 0,066 + 0,004 nmol/ug CL und Taz+ LS:
0,063 = 0,005 nmol/pg CL).

Gebundene C20 FS finden sich iiberall nur in sehr geringen Mengen. Auch hier kommen sie in
den zwei LS-Ansdtzen mit 0,125 + 0,016 nmol/pg CL und 0,092 £ 0,010 nmol/pg CL etwas

héufiger als in den anderen Ansétzen vor.



37

Gebundene C22 FS kommen praktisch nicht vor, nur in den 2-Stunden-Ansédtzen Taz und
Opti-MEM sind sie mit 0,017 + 0,002 nmol/pg CL und 0,016 + 0,002 nmol/pg CL iiberhaupt
in nennenswerter Menge vertreten.

Bei Untersuchungen beziiglich signifikanter Unterschiede féllt auf, dass alleiniger
TAZ-Knock-down keinerlei Verdnderungen der im Cardiolipin gebundenen FS bedingt. Die
Werte unter Opti-MEM + Meth. und Taz + Meth. sind fiir alle FS nahezu identisch, signifikante
Unterschiede bestehen nicht. Untersuchungen zwischen den Opti-MEM-Ansétzen mit und ohne
LS-Zufuhr zeigen deutliche Unterschiede in der Menge des Einbaus der FS C18:1, C18:2 und
C16:0 mit jeweils p<0,001. Die alleinige Zufuhr von LS fiihrt ohne Manipulation der Aktivitit
des Enzyms Tafazzin zu einer vermehrten Bindung der Fettsdure C18:2 und zu einer
verminderten Bindung der Fettsduren C18:1 und C16:0. Auch unter der Manipulation des TAZ
mit oder ohne LS gibt es einige signifikante Verdnderungen, welche ebenfalls die FS C18:1,
C18:2 und C16:0 betreffen. Dabei ist p fiir alle Werte p<0,0001. Die Zunahme der C18:2 FS
und die Abnahmen der FS C18:1 und FS C16:0 ist also besonders deutlich, wenn nicht nur LS
zugegeben wird, sondern auch noch zusitzlich eine Manipulation des TAZ-Gens vorliegt. Die
LS-Ansétze mit oder ohne TAZ-Knock-down zeigen signifikante Differenzen beziiglich des
Einbaus der FS C18:1 (p<0,05) und C18:2 (p<0,001). Dieses Ergebnis bestdtigt, dass sich die
Bindungseigenschaften durch LS fiir die FS C18:1 und C18:2 besonders stark verdndern, wenn
eine TAZ-Inhibition vorliegt.

Zusammenfassend kann das TAZ-Knock-down alleine keine Verdnderungen der im CL
gebundenen Fettsduren bedingen. Die Zugabe von LS fiihrt dagegen alleine zu Verdnderungen
der FS, welche in das CL eingebaut werden. Dabei entsteht bevorzugt Linolsdure-CL. Ebenfalls
erhoht, jedoch nicht signifikant, sind Palmitoleinséure-CL und Eicosandiensdure-CL. Dagegen
sinkt der Anteil an Olsdure-CL und Palmitinsiure-CL signifikant ab. Die Zugabe von Taz
zusammen mit LS verdndert den Einbau erneut deutlich. Die doppelte Manipulation fiihrt im
Vergleich zur alleinigen LS-Gabe nochmals zu einem Anstieg von LS-CL, andere FS werden
dafiir signifikant weniger im CL gebunden. Tafazzin reguliert den Fettsdureeinbau in das CL

spezifisch mit.

Weiterhin konnen aus den Ergebnissen Riickschliisse liber die Menge aller FS mit gleicher
Kettenldnge entnommen werden. Die Ergebnisse wurden nochmals aufbereitet, sodass alle FS
mit gleicher Kettenlédnge, unabhingig welchen Séattigungsgrades, summiert wurden. Daraus
kann ein direkter Vergleich der 72-Stunden-Werte mittels Kombination von ANOVA und
Post-hoc-Test zwischen der Menge der C16, C18 und C20 FS gezogen werden. Die Ergebnisse
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der 72-Stunden-Werte sind der Abbildung 12 zu entnehmen. Die Menge der gebundenen FS ist

in nmol/pug CL angegeben.
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Abbildung 12: FS-Anteil der FS einer Kettenldnge in nmol/pg CL

Es sind vier Versuchsansitze aufgefiihrt, die sich in den Zusétzen Taz oder Opti-MEM und einem weiteren
Zusatz mit Methanol oder LS unterscheiden und 72 Stunden nach der ersten Zugabe ausgewertet wurden.
Fiir jedes Experiment wurden die einzelnen im CL eingebauten FS gemessen und ihr Mittelwert und SEM
pro Versuchsansatz in nmol/ug CL bestimmt. AnschlieBend wurden alle FS einer Kettenldnge
zusammengefasst, sodass nur zwischen C16 FS, C18 FS, C20 FS und C22 FS differenziert wird. Mittels
einfaktoriellem ANOVA in Kombination mit dem Dunn Post-hoc-Test wurden die Werte auf signifikante
Unterschiede getestet. Je nach Grofe des p-Werts sind unterschiedliche Sterne (*) zur Kennzeichnung
verwendet worden: * - p<0.05; ** - p<0,01; *** - p<0.001.

Es wird erneut deutlich, dass die C18 FS am stérksten in das CL eingebaut werden, ihre Menge
liegt zwischen 1,883 nmol/ug CL und 2,317 nmol/ug CL. Sehr viel seltener, aber dennoch
hiufig, kommen die C16 FS im CL vor. Sie besitzen eine maximale Menge von 0,825
nmol/pug CL. C20 FS und C22 FS sind in kaum messbaren Mengen im CL vertreten, die Zugabe
von LS kann die Menge der C20 FS aber deutlich erhéhen. Dabei liegen die Mengen der C20
FS zwischen 0,008 nmol/ug CL und 0,125 nmol/ug CL und die Werte der C22 FS zwischen
0,001 nmol/pug CL und 0,017 nmol/pg CL.

Bei Vergleich der Werte mit dem Kontrollwert Opti-MEM + Meth. steigt bei alleiniger
LS-Zugabe die C20 FS an und bei LS-Zugabe und TAZ-Knock-down steigen die C18 FS an.
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Wie schon fiir die einzelnen FS beschrieben, kann das Herunterregulieren des TAZ alleine keine
Verdnderungen der FS-Menge erzeugen.

Bei Vergleich der restlichen Versuchsansitze untereinander fallen einige Differenzen auf. Der
Ansatz Taz + Meth. unterscheidet sich in allen FS einer Kettenldnge signifikant von dem
Ansatz Opti-MEM + LS, die FS C16 liegt hdufiger vor, die FS C18 und C20 seltener. Auch die
beiden Taz-Ansitze unterscheiden sich in den FS C16 und C18 voneinander, ohne LS-Zufuhr
kommt die FS C16 vermehrt und die FS C18 seltener vor. Die Kombination von LS-Uberschuss
und TAZ-Knock-down ist damit Ursache fiir Verdnderungen der beiden am héufigsten im
Cardiolipin vorkommenden FS. Zwischen den beiden Anséitzen mit Zugabe von LS lassen sich

keine signifikanten Unterschiede ausmachen.

Neben der Form und Menge der gebundenen FS wurde die Menge der Doppelbindungen iiber
allen molekularen CL-Spezies jeder Zellkultur bestimmt und der Wert pro Versuchsansatz
gemittelt. Eine groBe Menge an Doppelbindungen spricht fiir eine geringe Séttigung der
Fettsdurereste des CL. Fiir jeden Mittelwert wurde der zugehdrige SEM bestimmt und in
Abbildung 13 fiir die Werte nach 72 Stunden dargestellt. AnschlieBend erlaubte die
ANOVA- und Post-hoc-Testung eine Beurteilung von signifikanten Unterschieden.
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Abbildung 13: Anzahl der Doppelbindungen des Gesamt-CL (nmol/ug CL) in Abhéngigkeit zum
Versuchsansatz
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Es sind vier Versuchsansitze dargestellt, die sich in den Zugaben Taz oder Opti-MEM, beziehungsweise
zusitzlich Methanol oder LS unterscheiden und 72 Stunden nach der ersten Zugabe ausgewertet wurden.
Zu jedem Versuchsansatz ist die gemittelte Menge der Doppelbindungen des Gesamt-CL angegeben.
Hierdurch wird der Grad der Séttigung bestimmt. Zu jedem Wert ist der SEM dargestellt. Die mit Stern (*)
gekennzeichneten Werte unterscheiden sich nach dem nichtparametrigen ANOVA-Test in Kombination mit
dem Dunn-Test signifikant voneinander: * - p<0.05; ** - p<0,01

Die Menge der Doppelbindungen der 2-Stunden-Werte liegt fiir Taz bei 2,444 + 0,065 nmol/ug
CL und fiir Opti-MEM bei 2,480 + 0,072 nmol/ug CL. Die 72-Stundenwerte mit der Zugabe
Methanol liegen fiir Taz + Meth. bei 2,167 + 0,038 nmol/ug CL und fiir Opti-MEM + Meth. bei
2,222 + 0,020 nmol/ug CL. Der Grad der Sattigung ist nahezu identisch, folglich zeigen die
Werte keine durch Taz-Manipulation bedingte Verdnderung. Jedoch unterscheiden sich diese
beiden Ansétze signifikant von dem Versuchsansatz Taz + LS, das Fehlen von LS ist
entscheidend fiir die geringe Anzahl an Doppelbindungen der Methanolansidtze. Ohne
iberméfBige LS-Zugabe sind die im CL-gebundenen FS stark gesittigt. Auffillig ist eine
Erniedrigung der Menge an Doppelbindungen beider Methanol-Ansétze auch im Bezug zu den
Werten nach 2 Stunden. Da Methanol keine Verdnderung bedingt, zeigt dies, dass sich im
zeitlichen Verlauf die Anzahl an Doppelbindungen leicht vermindert. Die 72-Stundenwerte
Taz + LS und Opti-MEM + LS zeigen eine deutlich hhere Anzahl an Doppelbindungen von
4,072 + 0,064 nmol/ug CL und 3,869 + 0,124 nmol/ug CL und zeigen im Vergleich keine
Differenz des Séttigungsgrades. Der Ansatz Opti-MEM + LS zeigt einzig im Vergleich zu dem
Ansatz Taz + Meth. eine signifikante Steigerung der Menge an Doppelbindungen und somit
einen Abfall der Sattigung. Schlussfolgernd fiihrt weder LS noch Taz alleine zu einer
Veranderung der Sattigung des Gesamt-CL. Da unter der Bedingung des TAZ-Knock-downs
jedoch die Anzahl der Doppelbindungen durch LS steigt, fiihrt die Zugabe von LS unter dieser
Bedingung zum Abfall der Sittigung Die alleinige Applikation von LS fiihrt nur im Vergleich

zum Ansatz mit alleiniger TAZ-Inhibition zu einem leichten Absinken der Sattigung.

3.3 Effekt der TAZ-Aktivititslimitierung und/oder LS-Applikation auf

zelluldren Lipidstoffwechsel
Weiterhin wurde das Vorkommen von freien, nicht gebundenen FS in den Zellen untersucht.
Dabei wurden die Menge der FS C16:0, C16:1, C18:0, C18:1, C18:2 und C20:4 bestimmt und
in pg/mg Protein sowie ihr prozentualer Anteil an der FS-Gesamtmenge angegeben. Die
Gesamtmenge der freien FS ist dabei die Summe aus den benannten FS. Nach 72 Stunden
konnte keine Verdnderung der Gesamtmenge bedingt durch die Manipulation des TAZ-Enzyms
oder bedingt durch LS-Zufuhr festgestellt werden (Daten nicht gezeigt). Dagegen treten

Differenzen bei Bestimmung der einzelnen FS-Mengen auf. Fiir jeden Versuchsansatz wurden
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der Mittelwert sowie der SEM bestimmt. AnschlieBend wurden die 72-Stunden-Werte mittels
ANOVA kombiniert mit dem Tukey Post-hoc-Test auf signifikante Unterschiede gepriift. Die
Ergebnisse sind in Abbildung 14 graphisch festgehalten.
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Abbildung 14: Menge der freien FS (% der Gesamtmenge) in Abhédngigkeit des Versuchsansatzes

Pro Versuchsansatz, welche sich in der Zugabe der Chemikalien unterscheiden (Taz + Meth., Taz + LS,
Opti-MEM + Meth. und Opti-MEM + LS) ist der mittlere prozentuale Anteil der freien FS C16:0, C16:1,
C18:0, C18:1, C18:2 und C20:4 angegeben. Die Auswertung erfolgte 72 Stunden nach der ersten Zugabe.
Summiert ergeben die Anteile pro Versuchsansatz 100 %. Alle FS einer Kettenldnge sind in einem &hnlichen
Farbton dargestellt (C16: rot, C18: blau und C20: griin). Statistische Signifikanz wurde zwischen den
Kulturen mit und ohne LS-Zufuhr durch die Verwendung von ANOVA kombiniert mit dem Tukey
Post-hoc-Test analysiert: * p<0.0001.

Die Abbildung 14 verdeutlicht, dass der alleinige Knock-down des TAZ keinen Einfluss auf
die Verteilung der freien FS hat. Unterschiede scheinen nur durch den Zusatz von LS
aufzutreten.

Die Anzahl der C16:0 FS liegt bei den 2-Stundenwerten fiir Taz bei 35,71 % + 3,80 % und fiir
Opti-MEM bei 34,22 % + 2,66 %. Dagegen sind die C16:0 Anteile nach 72 Stunden sowohl bei
der Zugabe von Methanol (25,95 % + 4,36 % fiir Opti-MEM + Meth. und 26,69 % + 5,83 %
fiir Taz + Meth.), als auch bei der Zugabe von LS (29,55 % + 4,81 % fiir Opti-MEM + LS und
26,76 % + 3,16 % fiir Taz + LS) vermindert.

Die Anzahl der freien C16:1 FS ist insgesamt gering. Im Ansatz Opti-MEM kommt die C16:1
FS zu 6,13 % £ 0,95 % vor, Taz zeigt mit 5,25 % = 0,90 % eine dhnliche Anzahl. Die Ansitze
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Opti-MEM + Meth. und Taz + Meth. besitzen mit 8,95 % £ 1,60 % und 5,98 % + 2,32 %
ebenfalls dhnliche Mengen an C16:1 FS. Der Anteil von C16:1 liegt mit 4,81 % = 1,28 % fiir
Opti-MEM + LS und 5,33 % =+ 2,47 % fiir Taz + LS minimal niedriger.

Der Anteil der FS C18:0 liegt beim Versuchsansatz Opti-MEM bei 22,67 % =+ 2,38 %, fiir Taz
bei 23,51 % + 2,31 %, fiir Opti-MEM + Meth. bei 14,31 % + 2,69 % und fiir Taz + Meth. bei
16,40 % £3,05 %. Die Haufigkeit der freien FS liegt fiir Opti-MEM + LS und Taz + LS mit
Werten von 18,12 % + 3,59 % und 17,03 % = 3,32 % geringfiigig hoher.

Ein nahezu gleicher Anteil an CI18:1 tritt bei den Zugaben Opti-MEM und Taz mit
29,18 % £2,27 % und 29,00 % + 3,01 % auf. Bei den Zugaben Opti-MEM + Meth. und
Taz + Meth. ist die Menge auf 47,76 % £2,81 % und 40,87 % + 7,20 % erhoht, was
wahrscheinlich der ldngeren Inkubation geschuldet ist. Opti-MEM + LS und Taz + LS zeigen
mit 23,45 % + 4,35 % und 30,21 % + 5,14 % eine signifikant geringere Menge der C18:1 FS
im Vergleich zu den zugehorigen Ansédtzen ohne LS.

Die FS C18:2 tritt insgesamt selten auf. Die Anteile liegen bei 2,13% + 0,25% fiir Taz 2h, bei
1,88 % + 0,32 % fir Opti-MEM 2h, bei 1,17 % +0,34% und 2,74 % + 1,05 % fiir
Opti-MEM + Meth. und Taz + Meth., bei 2,39 % +0,70% und 3,55 % +2,76 % fir
Opti-MEM + LS und Taz + LS. Ohne Zusatz von LS liegt sie folglich sehr selten vor, bei
LS-Gabe steigt die FS minimal an. Hier ist eine Angabe zur Signifikanz kaum mdoglich, da
durch einen Auswertungsfehler nicht alle Mengenangaben der FS C18:2 vorliegen. Jedoch kann
mittels der vorliegenden Werte davon ausgegangen werden, dass LS die freien C18:2 FS leicht
erhoht. Durch die Zufuhr von LS liegt diese selbst haufiger frei vor.

Die freie FS C20:4 zeigt durch eine langere Anzucht, beziehungsweise durch die LS-Gabe
Verdnderungen in ihrer Haufigkeit. Die Zugabe von Opti-MEM, beziehungsweise Taz fiihren
nach 2 Stunden zu einem FS-Anteil von 6,86 % = 1,38 %, beziehungsweise 5,82 % =+ 0,88 %.
Dagegen ist die freie Menge beim Zusatz Opti-MEM + Meth. auf 1,84 % + 0,27 % und beim
Zusatz Taz + Meth. auf 4,16 % =+ 3,12 % verringert. Eine imposante Erhohung erfolgte durch
den Zusatz Opti-MEM + LS und Taz+LS auf 21,59 % +4,01 %, beziechungsweise
16,12 % £ 6,11 %. Im Vergleich zu den zugehdrigen Ansétzen ohne LS steigt die FS C20:4
durch die LS-Zufuhr signifikant an. Die LS stellt ein Substrat in der Arachidonsdure-Synthese
dar, wodurch der enorme Anstieg verstindlich wird.

Zusammenfassend kann der Knock-down des TAZ weder die Verteilung der zelluldren FS noch
deren Gesamtgehalt verdndern. Damit ist ein Einfluss der Taz siRNA Manipulation auf die

zelluldren FS unwahrscheinlich.
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LS bedingt ebenfalls keine Verdnderung der Gesamtmenge der freien FS, sie sorgt jedoch fiir
eine Verdnderung der Verteilung einiger FS. Sie erhoht die Menge an C20:4 und vermindert

die FS-Menge von C18:1.

3.4 Effekt der TAZ-Aktivititslimitierung und/oder LS-Applikation auf

Mitochondrien

3.4.1 Citratsynthaseaktivitit

Als MaB fiir die Mitochondrienmenge wurde die Citratsynthaseaktivitdt im Verhiltnis zum
Proteingehalt bestimmt. Der Mittelwert, der SEM sowie mogliche Signifikanzen der Werte 72
Stunden nach der ersten Zugabe wurden mittels ANOVA in Kombination mit dem Tukey-Test
bestimmt. Die Ergebnisse der 72-Stunden-Werte sind in Abbildung 15 zusammenfassend

dargestellt.
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Abbildung 15: Citratsynthaseaktivitidt (wmol/min)/(mg/ml)

72 Stunden nach dem ersten Zusatz von Taz oder Opti-MEM wurde der Slopewert errechnet und mittels
Lambert-Beer-Gesetz in Unit angegeben. Dieser Wert wurde zum zugehorigen Proteinwert ins Verhiltnis
gestellt, um die spezifische katalytische Aktivitit als Mal} fiir die Mitochondrienmenge anzugeben. Jede
Séule zeigt den Mittelwert der Ergebnisse eines Versuchsansatzes. Die Versuchsansétze unterscheiden sich
durch die Zugaben des Lipofektamins Taz siRNA oder der Zugabe von Opti-MEM und der weiteren Zufuhr
von Methanol oder LS. Der SEM ist grafisch festgehalten. Die Werte wurden anhand einfaktoriellem
ANOVA in Kombination mit dem Tukey Post-hoc-Test miteinander verglichen. Es zeigten sich dabei keine
signifikanten Abweichungen zwischen den Versuchsansitzen.
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Es kann festgestellt werden, dass die Manipulation der Zellen zu keinem signifikanten
Unterschied in der Mitochondrienmenge fiihrt (alle p > 0,05).

Der Versuchsansatz Taz nach 2 Stunden zeigt im Mittel eine spez. katalytische Aktivitit von
0,0879 £ 0,0246 (umol/min)/(mg/ml). Bei dem 2-Stunden-Opti-MEM-Ansatz liegt die
Citratsynthaseaktivitit bei 0,1152 + 0,0346 (umol/min)/(mg/ml).

Der Versuchsansatz Taz + Meth. zeigt mit einem Wert von
0,1179 £0,0138 (umol/min)/(mg/ml) keine Verringerung des Mitochondriengehalts. Der
Mittelwert der Versuche Taz + LS liegt bei 0,0999 + 0,0150 (umol/min)/(mg/ml). Eine
kombinierte Zugabe der Taz siRNA mit LS kann die Menge daher nicht beeinflussen.

Im Ansatz Opti-MEM + Meth. liegt die spezielle katalytische Aktivitdt nach 72 Stunden bei
0,1284 £ 0,0087 (umol/min)/(mg/ml), der Ansatz Opti-MEM + LS besitzt eine speifische
Aktivitdt von 0,1400 + 0,0118 (umol/min)/(mg/ml). Die Anzahl der Mitochondrien verdndert
sich nicht signifikant.

Es léasst sich schlussfolgern, dass die Mitochondrien in ihrer Anzahl weder durch die

Manipulation des TAZ-Gens noch durch den Zusatz von Linolsdure beeinflusst werden.

3.4.2 Zellatmung

Mittels der Zellatmung konnen die Mitochondrien auf ihre Funktionalitdt untersucht werden.
Eine Verringerung der O: Konzentration spricht fiir eine Verstirkung der oxidativen
Phosphorylierung und damit fiir eine Erhohung der Mitochondrienaktivitit. Es wurde die
maximale ADP-abhingige Zellatmung gemessen und in %/mg/s angegeben. Jeder Wert wurde
ins Verhéltnis zum Proteinwert der Probe gesetzt, um die tatsdchliche Aktivitdt pro Einheit
unabhingig von der Zellmenge zu erfassen. Die sechs gemessenen Werte einer Zugabe wurden
jeweils zu einem Mittelwert zusammengefasst und der dazugehorige SEM bestimmt. Der
mittlere Maximalwert wurde als Absolutwert in der Malleinheit ng Atom O/min/mg dargestellt
woflr der Mittelwert mit dem Faktor 161 multipliziert wurde. Es erfolgte zu jedem Wert eine
Errechnung des SEM. Die Ergebnisse der 72-Stunden-Werte wurden iibersichtlich in der
Abbildung 16 zusammengefasst.
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Abbildung 16: absolute Maximalwerte der Zellatmung in ng Atom O/min/mg

Die Werte der maximalen Zellatmung wurden in %/mg/s gemessen und auf die vorhandenen Proteinmengen
bezogen. Fiir jede Zugabe wurde ein Mittelwert erfasst. Der zugehorige Absolutwert in ng Atom O/min/mg
wurde durch Multiplikation mit dem Faktor 161 errechnet. Der SEM ist in der Abbildung angegeben. Eine
Analyse beziiglich signifikanter Veranderungen wurde mittels einfaktoriellem ANOVA-Test kombiniert mit
dem Tukey-Test durchgefiihrt. * - p<0.05; ** - p<0.01.

Der Versuchsansatz Taz 2 h besitzt einen mittleren Wert von 343,096 + 61,795 ng Atom
O/min/mg und Opti-MEM 2 h einen Wert von 327,292 + 63,252 ng Atom O/min/mg. Der
Absolutwert fiir Taz + Meth. 72 h liegt bei 331,072 £ 54,160 ng Atom O/min/mg und fiir
Taz+ LS bei 251,909 £47,866 ng Atom O/min/mg. Der mittlere Absolutwert von
Opti-MEM + Meth. 72 h liegt bei 350,446 + 66,722 ng Atom O/min/mg und der von
Opti-MEM + LS bei 408,392 + 76,524 ng Atom O/min/mg.

Die 72-Stunden-Werte der Versuchsansitze wurden mittels einfaktoriellem ANOVA
kombiniert mit dem Tukey Post-hoc-Test auf signifikante Verdnderungen der Maximalatmung
analysiert. Dabei konnte eine signifikante Senkung des O;-Verbrauchs bei dem Ansatz
Taz+ LS im Vergleich zu allen anderen 72-Stunden-Ansdtzen ermittelt werden. Die
Verringerung des Sauerstoffverbrauchs spricht fiir eine Verminderung der Zellatmung.
Besonders deutliche Signifikanz besteht zwischen den beiden Ansdtzen mit der Zugabe LS, hier
ist p<0.01.

Es lésst sich schlussfolgern, dass Taz siRNA und LS im Zusammenspiel den Oz-Verbrauch bei

Maximalatmung senken, folglich die Zellatmung mindern. Taz siRNA alleine zeigt keinen
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Effekt auf die maximale Zellatmung, wie im Ansatz Taz + Meth. deutlich wird. LS alleine

bedingt ebenfalls keine erhebliche Verdnderung der Zellatmung.

3.5 Effekt der TAZ-Aktivititslimitierung und/oder LS-Applikation auf
Zellwachstum und Zellaktivitit

3.5.1 Proteinbestimmung

Der Proteingehalt korreliert mit der Zahl aller gebildeten Zellen. Zur Auswertung wurde der
Mittelwert aller sechs Experimente einer Zugabe bestimmt. Um die Versuche besser
miteinander vergleichen zu konnen, wurde der gemittelte Proteingehalt in Prozent, bezogen auf
den Mittelwert des Versuchsansatzes Opti-MEM + Meth., errechnet. Diese Kontrolle besitzt im
Mittel einen Proteinwert von 1,70 + 0,24 mg/ml. Zudem wurden zugehorige SEM Werte
bestimmt. Die 72-Stunden-Werte sind in Abbildung 17 veranschaulicht.
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Abbildung 17: Proteingehalt in % zum Kontrollwert Opti-MEM + Meth.

Den Kulturen wurden Zugaben, zunichst Taz oder Opti-MEM, spiter Methanol oder Linolsdure, verabreicht.
Der Proteingehalt wurde 72 Stunden nach dem ersten Zusatz gemessen. Jede Sdule zeigt den gemittelten
Wert einer Zugabe aller sechs Experimente. Dieser Wert ist in Prozent, bezogen auf den Proteingehalt der
Zugabe Opti-MEM + Meth., dargestellt. Der SEM ist ebenfalls fiir jede Séule aufgefiihrt. Die mit Stern (*)
gekennzeichneten Sdulen zeigen eine konzentrationsabhéngige Signifikanz, welche mittels einfaktoriellem
ANOVA in Kombination mit dem Tukey-Test ermittelt wurde. Es gilt * - p<0,05; ** - p<0,01; *** - p<0,001.
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Die 2-Stundenwerte besitzen mit einem Proteingehalt von 16,33 % + 2,59 % der Kontrolle,
beziehungsweise 15,12 % + 2,47 % der Kontrolle einen deutlich niedrigeren Proteingehalt als
die 72-Stundenwerte besitzen. Es besteht eine zeitabhingige Differenz des Proteingehalts. Bei
der Auswertung nach 72 Stunden fillt auf, dass beide Proben mit dem Zusatz Taz siRNA mit
Werten von 75,16 % £ 12,54 % fiir den Ansatz Taz + Meth. und 74,38 % + 12,69 % fiir den
Ansatz Taz + LS im Vergleich zum Kontrollwert einen signifikant geringeren Proteingehalt
besitzen. Beide Ansétze zeigen eine Minderung des Proteingehalts von etwa 25 % im Vergleich
zur Kontrolle. Die zusdtzliche Zufuhr von LS beeinflusst den Proteingehalt dabei nicht. Auch
unterscheidet sich der Ansatz Opti-MEM + LS in seinem Proteingehalt mit
106,52 % + 10,87 % der Kontrolle nicht wesentlich von Opti-MEM + Meth. Weiterhin
bestehen deutliche Signifikanzen zwischen dem Versuchsansatz Opti-MEM + LS und den
Ansitzen mit heruntergefahrenem TAZ. Dies fiihrt zu der Vermutung, dass der genetische
Knock-down des TAZ-Gens das Zellwachstum negativ beeinflusst. Die LS-Zugabe spielt in

diesem Zellexperiment fiir das Wachstumsverhalten der Zellen keine Rolle.

3.5.2 MTT-Bestimmung

Um die Stoffwechselaktivitit der Zellen zu ermitteln wurde der MTT-Test durchgefiihrt und
die Menge des reduzierten MTT ins Verhédltnis zum Proteinwert, gemessen nach Lowry,
gebracht. Dadurch kann eine Aussage dariiber getroffen werden, in wie fern eine genetische
Manipulation des TAZ-Gens im Vergleich zur Kontrollgruppe zu einer verdnderten
Stoffwechselaktivitit der Zellen fiihrt und welche Bedeutung der zugegebenen Fettsdure LS
dabei zukommt. Die MTT-Reduktion wurde in allen sechs Experimenten sowohl 2 Stunden als
auch 72 Stunden nach der genetischen Manipulation gemessen. Die Messwerte aller sechs
Experimente einer Zugabe wurden gemittelt und jeweils zu den zugehorigen Proteinwerten ins
Verhiltnis gesetzt. Zudem wurde fiir diesen Wert der SEM bestimmt. Als Kontrollansatz wurde
der Mittelwert des Ansatzes Opti-MEM + Meth. festgelegt. Diese zeigten im Mittel nach
72-stiindiger Inkubation eine Extinktion pro Proteinmenge von 7,3125+0,7769 EE/mg
(Extinktionseinheit/mg). Dieser Wert wurde auf 100 % gesetzt und alle anderen Werte
prozentual mit diesem verglichen. Fiir den Taz-Ansatz nach 2 Stunden ergab sich daraus ein
Mittelwert von 90,53 %+ 6,06 % und fir den Opti-MEM Ansatz ein Wert von
83,32 % £ 6,99 % der Kontrolle Opti-MEM + Meth. Der 72-Stunden Taz + Methanol Ansatz
erreichte eine Stoffwechselaktivitdt von 98,92 % + 5,99 %, der Taz + LS Ansatz besitzt einen
prozentualen Anteil von 122,15 % + 7,16 % der Kontrolle. Die Aktivitit des Opti-MEM + LS
Ansatzes liegt bei 104,72 % + 6,60 % des Kontrollansatzes.
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Zur besseren Ubersicht sind die 72-Stundenwerte in Abbildung 18 graphisch festgehalten.
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Abbildung 18: MTT-Reduktion

Die Chemikalien Taz oder Opti-MEM, beziehungsweise spiter Methanol oder Linolsdure wurden den
Zellkulturen hinzufiihrt. Der Proteingehalt wurde 72 Stunden nach der ersten Zugabe gemessen.

Die durchschnittliche gemessene Extinktion wurde durch den zugehdrigen Proteinwert geteilt, um die
Stoffwechselaktivitit pro Zellmenge anzugeben. Dieser Wert wurde prozentual zu dem Kontrollwert
Opti-MEM + Meth. angegeben. Jede Séule steht fiir den gemittelten Wert aller Messergebnisse einer Zugabe.
Der SEM ist fiir jede Sdule dargestellt. Nach der Analyse mittels einfaktoriellem ANOVA kombiniert mit
dem Tukey Post-hoc-Test gibt es keine signifikanten Verdnderungen der Stoffwechselaktivitét.

Die Messungen nach 72 Stunden zeigen eine dhnlich hohe Stoffwechselaktivitit wie die
2-Stundenwerte. Mittels dem einfaktoriellen ANOVA-Test in Kombination mit dem
Tukey-Test lassen sich keinerlei signifikante Verdnderung detektieren, auch wenn die Zugabe
von Taz + LS die Stoffwechselaktivitit pro Zellmenge leicht zu steigern scheint. Taz allein
bedingt keine signifikante Verdnderung der MTT-Reduktion, da die Aktivitit im Ansatz
Taz + Meth. unverdndert bleibt. LS alleine verdandert die Aktivitdt ebenfalls nicht, da der Zusatz
Opti-MEM + LS keine Stoffwechselsteigerung erwirkt. Die Ansdtze mit der Zugabe LS zeigen
im Vergleich zu den Methanol-Ansétzen eine tendenziell hohere, jedoch nicht signifikant
erhohte Stoffwechselaktivitiat von 122,15 % und 104,71 % der Kontrolle. Zusammenfassend
kann das Enzym TAZ nicht die spezifische MTT-Reduktion beeinflussen, auch nicht bei
gleichzeitiger LS-Zufuhr. Insgesamt wird deutlich, dass innerhalb von 72 Stunden in allen

Ansitzen C6-Zellen mit aktivem Stoffwechsel herangewachsen sind.
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4 Diskussion

Das Heilen von Tumorleiden setzt voraus, die Mechanismen des Tumorwachstums und die
dabei stattfindenden Stoffwechselprozesse aufzukldren. Eine Erforschung der Einflussgrof3en
auf den Zellzyklus kann ein Eingreifen in die Zellprozesse und eine Behinderung des
Tumorwachstums ermoglichen. Zu diesen Einflussgrofen konnte der
Remodeling-Enzymkomplex Tafazzin, beziehungsweise dessen Umbauprodukt Cardiolipin
gehoren. Denkbar wiére eine Beeinflussung des Lipidumfelds, um die Synthese dieser
proliferationsrelevanten Grofen einzuschranken. Hierdurch konnte das Wachstum des
Glioblastoms kontrolliert gesenkt werden, worin ein mdglicher Therapieansatz bestiinde.

In der Forschung gibt es Hinweise darauf, dass die Entstehung von Krebs durch eine
Stoffwechselerkrankung der Mitochondrien begiinstigt wird [48,49]. Es gibt einige
Publikationen mit Hinweisen auf einen Zusammenhang zwischen Tumorwachstums und dem
Phospholipid Cardiolipin. Dabei konnten allerdings die detaillierten Prozesse noch nicht
vollstindig aufgekldrt werden. Zwar gelang es, die Zellproliferation durch Zugabe von freien
FS in das Kulturmedium zu beeinflussen, jedoch konnte diese nicht eindeutig dem Einfluss der
CL-Komposition zugeordnet werden [10,37]. So lieB sich iliber eine Beeinflussung der
Proliferation durch Verdnderungen des Lipidumfelds in der Zelle nur spekulieren. Demzufolge
konnten frei vorliegende FS die Fettséurereste des CL beeinflussen und dadurch die CL-Spezies
verdndern [35,37]. Damit konnte wiederum die Funktion der Mitochondrien beeinflusst
werden, wodurch sich direkte Auswirkungen auf die Zellproliferation ergeben kénnten. Da die
zelluldren FS aber auch auf jedes andere Phospholipid in Form und Funktion einwirken
konnten, blieb bisher die Wirkung des verdanderten CL unklar.

Daher beschéftigt sich diese Arbeit mit den Auswirkungen der Cardiolipinzusammensetzung
und des CL-Gehalts auf die Zellproliferation und Bioenergetik der Zelle. Ziel ist eine
Differenzierung von Effekten bedingt durch Verédnderungen des CL von Effekten bedingt durch

Modifikationen des zelluldren Lipidmetabolismus.

Grundvoraussetzung fiir das Gelingen des experimentellen Ansatzes dieser Arbeit ist eine
genetische Manipulation der Zellen. Mittels Behandlung mit einem Lipofektamin RNAIMAX
Reagenz und Taz siRNA kommt es zur Herunterregulierung des TAZ-Gens, sodass die
verdnderten Tumorzellen durch eine Verringerung des Genprodukts Tafazzin weniger
Cardiolipinremodeling durchfithren kénnen [17,13]. Die Manipulation erwies sich als
erfolgreich, die relative TAZ-mRNA-Menge ging tiber 72 Stunden durchschnittlich auf etwa

10% des Ausgangswertes zuriick. Die gelungene Manipulation konnte mittels



50

PCR-Messungen, wie in Abbildung 7 dargestellt, bewiesen werden. Die Ergebnisse nach 2
Stunden fungieren als Bezugsgrofe und sind zu vernachlissigen, da dort noch keine erhebliche
Auswirkung des Gen-Knock-downs ersichtlich wird. Es kann zu Verzogerungen zwischen der
Inhibition des Gens und der Synthese des Endprodukts kommen. Eine Inkubationszeit von 2
Stunden zwischen genetischer Manipulation und der Auswertung mdéglicher Verdnderungen
stellt somit eine Herausforderung dar und ldsst keine sichere Aussage zu. Die Versuchsansétze
nach 2 Stunden sind daher als Kulturkontrollen anzusehen. Von besonderer Bedeutung sind
folglich die Auswertungen nach 72 Stunden. Die Auspriagung der durch TAZ-Knock-down
bedingten Verdnderungen der 72-Stunden-Auswertungen ist eingeschrinkt, da das TAZ-Gen
nicht vollstidndig ausgeschaltet werden konnte. Weiterhin bedeutet die Reduzierung der mRNA
auf 15% des Ausgangswertes nicht eine ebenso deutliche Reduzierung der
Proteinexprimierung. Fiir eine Verstirkung des Effekts ist ein komplettes Knock-out des
TAZ-Gens erstrebenswert. Flir eine zuverldssige Aussage wurde jeweils nur die Halfte aller
Zellkulturen genetisch manipuliert, die anderen Zellkulturen dienten der Kontrolle. Zur
weiteren Untersuchung der auf das Cardiolipin wirksamen EinflussgroBen wurde ein Teil der
Zellen einem groflen Angebot an Linolsdure ausgesetzt, welches eine hidufige FS im CL darstellt

[50,51].

4.1 Effekt der TAZ-Aktivitdtslimitierung und/oder LS-Applikation auf den

zelluldren Lipidstoffwechsel

Bedingt durch das langere Wachstum der Zellkulturen veréndert sich geringfligig der Gehalt
der frei in der Zelle vorkommenden FS. Dies stellt vermutlich einen natiirlichen Prozess der
Zellalterung dar [52]. Durch die Zugabe von LS erhoht sich die Menge der frei vorliegenden
LS kaum, ein der Erwartung nach imposanter Anstieg liegt nicht vor. Die geringe Erh6hung der
FS C18:2 spricht dafiir, dass ein Teil der zugegebene LS schnell an Zellbestandteile gebunden
und verstoffwechselt wird. Die LS stellt ein Substrat in der Arachidonsdure-Synthese dar,
wodurch der schnelle Verbrauch verstidndlich wird. Ein Einfluss der LS auf andere FS ist
wahrscheinlich [35].

Die in der Arbeit beobachteten Effekte durch  Herunterregulierung des
Remodeling-Enzymkomplexes TAZ sind nicht von Anderungen der zelluliren FS-Verteilung
oder einer Beeinflussung der Gesamtmenge der freien FS begleitet. Da die Veranderungen nicht
durch eine Manipulation der zelluliren FS bedingt sind, miissen sie allein durch die
CL-Modifikation zustande gekommen sein. Diese Erkenntnis ist der entscheidende Unterschied

zu den oben genannten Arbeiten [37,35,10], welche nicht zwischen CL-Metabolismus oder



51

zellulirem  Lipidmetabolismus als  Ursache fiir die Zellstoffwechsel- und
Zellproliferationsverdnderungen differenzieren konnten. Die Diskussion anderer Arbeiten
dariiber, ob die Beeinflussung der Bioenergetik und Zellproliferation von den TAZ-bedingten
Veranderungen des CL oder von einer TAZ-bedingten Verdnderung eines anderen Lipids
abhéngig ist, muss somit relativiert werden. Sicherlich haben andere Phospholipide ebenfalls
Einfluss auf den Zellstoffwechsel, ihre Beteiligung an Anderungen in Bioenergetik und
Proliferation nach LS-Applikation und/oder TAZ-Knock-down sollte sich in Anderungen der
Verteilung freier zelluldrer FS widerspiegeln. Unter den experimentellen Bedingungen wurde
dies hier nach TAZ-Inhibition nicht beobachtet.

Diese Arbeit zeigt, dass die zelluldren FS an einem komplexen Lipidstoffwechsel beteilig sind.
Bei Zugabe der LS zum Kulturmedium konnten Verdanderungen der Konzentration anderer FS
wahrgenommen werden.

Es wurden einige Publikationen veroffentlicht, welche sich mit dem Lipidstoffwechsel im
Tumorgewebe beschéftigten. Dabei konnte gezeigt werden, dass in Karzinomen der
Lipidmetabolismus  gesteigert wird [53]. Grund sei die Uberexprimierung der
Fettsdure-Synthase, die dadurch verstdarkt vorkommenden FS sollen nach Hopperton et al.
allerdings keine bestimme Funktion in den Tumorzellen ausiiben [54]. Hardy et al. dagegen
beschreiben typische Eigenschaften freier FS im Brusttumorzellen. Danach stimulieren
ungesittigte FS, unter anderem Olséure, die Proliferation, wiihrenddessen gesittigte FS wie
Palmitinsdure die Apoptose aktivieren. Die FS wirken dabei auch auf das Profil der CL-Spezies
ein [55]. Auch Buratte et al. beschiftigten sich mit den Eigenschaften der Palmitinsdure. Sie
untersuchten diese in GL15 Glioblastomen und entdeckten, dass die Zugabe von Palmitat
Cytochrom c¢ aus der Mitochondrienmembran 16st, was zur Induktion der Apoptose fiihrt.
Palmitinsdure wirkt folglich in Glioblastomzellen wachstumshemmend [56]. Es ist moglich,
dass zelluldre Palmitinsdure auch bei den hier verwendeten Glioblastomkulturen das
Zellwachstum hemmt. Eine Uberpriifung der Wirkung der FS Palmitinsiure auf die
Proliferation ist anzustreben, da hieraus Konsequenzen fiir die Tumortherapie gezogen werden

konnten.

4.2 Effekt der TAZ-Aktivititslimitierung und/oder LS-Applikation auf
Cardiolipin
4.2.1 Cardiolipinmenge

Direkte Auswirkungen der Manipulation mittels TAZ-Knock-down, beziehungsweise

LS-Zufuhr lassen sich anhand der Cardiolipin-Gesamtmenge untersuchen. Eine alleinige
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Aktivititsminderung des TAZ in dem gewdhlten Zeitraum von 72 Stunden kann weder die
Synthese von CL verhindern, noch zu dessen Anstieg flihren. Es zeigte sich jedoch, dass eine
simultane Zugabe von Taz siRNA und LS zu einem signifikanten Anstieg der CL-Menge im
Vergleich zur Gabe von LS bei intaktem TAZ fiihrt. Weiterhin konnte eine deutliche
Verminderung der CL-Gesamtmenge unter TAZ-Inhibition im Vergleich zur LS-Zufuhr bei
intaktem Enzym herbeigefiihrt werden.

Die alleinige Zufuhr von LS kann nur eine geringe Erhohung des CL bewirken. Dies zeigt sich
durch den Vergleich der Zugaben Opti-MEM + LS und Opti-MEM + Methanol. Entscheidend
ist dabei, dass die Erh6hung der CL-Gesamtmenge durch alleinige LS-Gabe viel geringer ist
als jene unter TAZ-Knock-down und LS-Gabe.

Erwartungsgemal sollte der Kock-down des TAZ-Enzyms das Remodeling des CL behindern
und so den CL-Gesamtgehalt negativ beeinflussen. Jedoch ist eine entsprechende Verdanderung
im Vergleich zur Kontrolle nicht aufgetreten. Ein mdglicher Erkldrungsansatz ist die
Limitierung der Syntheserate aufgrund Substratmangel im Kontrollansatz und die Stimulation
der CL-Synthese bei heruntergefahrenem TAZ durch das akkumulierende Substrat LS. Bei
inaktivem TAZ verringert sich die CL-Syntheserate, wodurch das Substrat LS akkumuliert und
somit wiederrum die Synthese beschleunigt. Hierdurch wird die Reduzierung der CL-Synthese
bei Ausfall des TAZ-Enzyms kompensiert. AuBlerdem gilt es zu bedenken, dass die
TAZ-mRNA durch entsprechende Manipulation stark reduziert ist, jedoch durch inkomplette
Transmission der mRNA die Auswirkungen auf Proteinebene weniger stark vorhanden sind.
Die Erhohung des CL durch LS-Zufuhr ist nachvollziehbar, da die zugegebene LS einen
wichtigen Bestandteil darstellt. Es stellt sich jedoch die Frage, warum es auch zu einem Anstieg
des CL-Gehalts bei zusidtzlich heruntergefahrenem TAZ-Enzymkomplex kommt. Aufgrund
bisheriger Untersuchungen des TAZ-Enzyms und Untersuchungen zum Pathomechanismus
beim Barth-Syndrom wiirde man gegensétzlich zu diesem Ergebnis einen Abfall des
CL-Gehalts bei einem Ausfall des TAZ-Enzyms erwarten.

Aktuelle Arbeiten beschreiben, dass TAZ das Remodeling von unreifem gesittigten CL in
ungesittigte und LS-reiche Spezies ermoglicht [57,58]. Der Erwartung nach miisste also der
Knock-down des Tafazzin das Remodeling verhindern und dadurch zu einer Erniedrigung des
Einbaus von LS in das CL fiihren. Die Menge des Gesamt-CL wiirde somit sinken. Ebenso
sollte funktionstiichtiges TAZ, so wie es in den Opti-MEM Ansitzen vorkommt, zu einer
Zunahme von reifem CL (18:2)4 fithren [59,60]. Allerdings werden diese Erwartungen nicht
bestitigt, die oben geschilderte Auswertung zeigt ein gegenteiliges Ergebnis.
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Diese Differenzen konnten einerseits durch die verschiedenen Gewebe zustande kommen.
Zumeist wurde die Wirkung des TAZ auf Tetralinolsdure-CL an Herz- und
Skelettmuskelgewebe untersucht, da hier sehr viel CL (18:2)4 vorhanden ist [61,60,59]. Diese
Untersuchungen dienten der Aufkldrung des Barth-Syndroms, bei welchem das TAZ-Gen
mutierte. Allerdings konnte bisher noch nicht vollstindig aufgedeckt werden, weshalb und
unter welchen Bedingungen das Remodeling von CL unter der Einwirkung von TAZ ablduft
[20,51].

Andererseits zeigen die Untersuchungen zum Barth-Syndrom, dass hier Tetralinolsédure-CL in
unzureichenden Mengen hergestellt wird [17,62,60]. Dagegen existiert in diesem
Zellexperiment ein Uberschuss an LS, von dem die Erhohung des CL-Gehalts unmittelbar
abhéngig ist. Durch die Zufuhr der LS kann selbst bei Inhibition des TAZ die Synthese des CL
stark induziert werden. Es wird deutlich, dass LS fiir einen aktiven CL-Metabolismus
unabdingbar ist und die Funktionseinschrinkung des Remodelingenzyms ausgleichen kann.
Daher wird auch die Applikation von LS als Therapieansatz des Barth-Syndrom diskutiert [63].
Dies kann den hohen CL-Gehalt trotz Aktivitétslimitierung des TAZ unter LS-Substitution
erklaren.

Weiterhin fraglich bleibt, warum der CL-Gehalt bei LS-Zufuhr und TAZ-Knock-down grof3er
ist als bei LS-Zufuhr und funktionstiichtigem Remodelingenzym. Auf den ersten Blick scheint
ein intaktes TAZ und die Zufuhr von LS eine optimale Bedingung fiir die Synthese von CL
darzustellen. Es besteht jedoch die Mdglichkeit, dass bei starker CL-Synthese und unter der
Bedingung der LS-Zufuhr die Transacylase-Aktivitit des TAZ beeintrachtigt wird und dadurch
wiederrum der Remodeling-Enzymkomplex ineffizient wird. Gerade in Tumorzellen, bei
welchen eine hohe Anzahl an freien Sauerstoffradikalen existiert, ist dies moglich. TAZ
reagiert auch mit anderen Phospholipiden und tauscht dabei FS aus. So kann es
passieren, dass TAZ eine FS auf ein anderes Phospholipid tlibertrdgt, aber keine andere
FS dafiir erhilt. Wihrend des Remodelingprozesses konnte so CL seine FS abgeben, jedoch
dafir keine andere FS erhalten. Durch das unvollstindige Remodeling entstinde
Monolysocardiolipin (MLCL), der hier ermittelte CL-Gesamtgehalt aus der Summe der in 3.2.2
benannten Spezies wiirde abnehmen. Das ineffiziente TAZ kénnte zudem den Abbau von neu
synthetisiertem CL fordern. Entsprechende Untersuchungen des MLCL-Gehalts wurden in der
zugehorigen Publikation angefertigt [43]. Diese zeigten, dass es bei eigentlich
funktionstiichtigem TAZ und Applikation von LS zur Akkumulation groer Mengen von
MLCL kommt. Dies ist mit der aufgestellten Hypothese gut vereinbar. Unter
Aktivitdtslimitierung des TAZ und LS-Zufuhr stieg die Zahl des MLCL noch deutlicher an.
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Dies spricht dafiir, dass Tafazzin zur Regeneration von CL bendtigt wird. So sollte auch bei
Patienten mit Barth-Syndrom aufgrund der Aktivitédtseinschrankung des TAZ vermehrt MLCL
entstehen.

Weiterhin wurde der prozentuale Gehalt an oxidiertem CL untersucht und auf signifikante
Unterschiede analysiert, um einen Eindruck der oxidativen Prozesse zu gewinnen.
(C18:2)3-Monohydroxylinoleyl-Cardiolipin wurde hierfiir als Referenzspezies verwendet.

Der Ansatz Taz + LS zeigte eine deutliche Reduzierung der oxidierten CL-Menge im Vergleich
zum Kontrollansatz Opti-MEM + Meth. Der TAZ-Kock-down unter LS-Zufuhr konnte als
einziges eine signifikante Verdnderung der (C18:2)3sMonohydroxylinolsdure-CL-Menge
bedingen, alle anderen Zugaben fiihrten zu keiner Beeinflussung des oxidierten CL. LS mindert
die Oxidation alleine nicht, jedoch bei zusitzlichem Knock-down des TAZ-Gens. Es besteht
die Moglichkeit, dass die erniedrigte Oxidation durch die erhohte CL-Menge ausgeldst wird,
welche, wie in Abbildung 8 dargestellt, unter diesen Bedingungen steigt. Der Knock-down des
TAZ bei Zugabe von LS fiihrt zum Anstieg des Tetralinolsdaure-CL, welches die Folgen des
oxidativen  Stresses der Mitochondrien zu vermindern scheint, da  weniger
(C18:2)sMonohydroxylinolsdure-CL entsteht. Tetralinolsdure-CL gilt jedoch als sehr anfillig
fiir die radikale Oxidation [64].

Die Wirkung von CL auf die Oxidation bleibt letztendlich ungeklért und kdnnte eine Aufgabe

fiir weitere Forschungsarbeiten in der Zukunft darstellen.

4.2.2 Cardiolipinspezies

Weiterhin wurden CL-Spezies auf ihr Vorkommen unter der Manipulation des Tafazzin und
der LS-Zufuhr untersucht. Hierbei musste zwischen Versuchsansitzen mit und ohne LS-Zugabe
differenziert werden, da der Zusatz von LS stark zu ihrem Einbau in das CL fiihrte.

Unter Abwesenheit von LS konnten in allen Versuchen groe Mengen an Olsiure (C18:1) und
Palmitinsdure (16:0), vor allem in Form von (C18:1)2/(C16:0)-CL und (C18:1)3/C16:0-CL,
gemessen werden. Dabei ist nach 72 Stunden CL (C18:1)3/C16:0 am héufigsten vertreten.
Linolsdure stellt unter normalen Bedingungen folglich in C6-Glioma-Zellen nicht die am
meisten eingebaute FS dar. Das Tetralinolsdure-CL ist ohne Zugabe von LS in kaum messbaren
Mengen vertreten, meist sogar deutlich unter 1 %. Das tumordse Hirngewebe unterscheidet sich
so diesbeziiglich deutlich von anderen Geweben [19,21].

Interessanterweise zeigt sich, dass die Aktivititslimitierung des Remodelingenzyms die

Verdnderung nur einer Spezies hervorrufen kann. Die einzige Spezies, welche sich in
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signifikanter Menge verédndert, ist CL (C18:1)2/(C16:0)2, sie tritt im Ansatz Taz + Meth. etwa
4 % héufiger auf als im Ansatz Opti-MEM + Meth.

Es liegt die Vermutung nahe, dass in den C6-Glioblastomen ein bestimmtes System zur
selektiven Synthese der Ol- und Palmitinsiure CL-Spezies fiihrt, wihrenddessen Linolsiure
bewusst vermieden wird.

Allerdings ist nicht bekannt, welche FEigenschaften die palmitinsdurereichen Spezies
CL (C18:1)2/(C16:0)2 und CL (C18:1)3/C16:0 besitzen.

Einige Studien beschéftigten sich mit den spezifischen Eigenschaften der CL-Spezies, welche
von den eingebauten FS abhingig sind. So beschéftigte sich auch die Forschungsgruppe unter
Sapandowski mit den Eigenschaften der in das CL eingebauten FS, allerdings erfolgten die
Untersuchungen anhand von Prostatakarzinomen. Sie zeigten, dass dort Olsiure die
Proliferation hemmt [35]. Diese Eigenschaft ist fiir das Glioblastom eher unwahrscheinlich. LS
soll dagegen die Proliferation im Prostatakarzinom fordern [35]. Insgesamt gibt es einige sich
widersprechende Aussagen iiber die Eigenschaften der im CL eingebauten FS, was an den
verschiedenen Gewebeeigenschaften und an der letztendlich vorliegenden CL-Spezies liegen
konnte.

Durch Applikation von LS wird diese selbst verstiarkt eingebaut, wodurch sich die Menge an
CL (C18:1)2/(C16:0)2 und CL (C18:1)3/C16:0 deutlich reduziert. Besonders interessant daran
ist der Einbau der LS unter Beeinflussung des TAZ-Enzyms. Unter dem TAZ-Knock-down
kommt es zu einer Erhohung von Tetralinolsdure-CL um mehr als Doppelte. Ebenso erhohen
sich andere LS-reiche Spezies wie CL (C18:2)3/C18:1 und (C18:1)2/C18:2/C16:1-CL oder
(C18:2)2/C18:1/C16:0-CL.

Tafazzin ist damit fiir das Auftreten spezifischer CL-Spezies mitverantwortlich. Dabei kann
nach dem festgelegten Untersuchungszeitpunkt von 72 Stunden nach Zugabe von Taz siRNA
und ohne LS-Zugabe zwar keine Modifikation der CL-Komposition festgestellt werden, es ist
aber bekannt, dass eine Verdnderung des CL unter normalen Kulturbedingungen viel Zeit
benotigt [65]. Weiterhin wird nicht untersucht, ob die CL-Spezies zu einem anderen Zeitpunkt
zwischen Gen-Knock-down und Messung nach 72 Stunden veréndert vorliegen. Moglich wire,
dass ein anders gewéhltes Untersuchungsintervall eine verdnderte CL-Komposition auch ohne
Zugabe von LS zeigt.

An diesen Ergebnissen wird deutlich, dass durch LS das Lipidumfeld so beeinflusst wird, dass
es zu einem Effekt der TAZ-Inhibition kommt. Unter LS-Zufuhr fiihrt das TAZ-Knock-down
nach 72 Stunden zum deutlichen Wandel der CL-Spezies. Die CL-Spezies konnen dabei auch

ohne TAZ gebildet werden, allerdings kommen sie dann in anderen Mengenverhéltnissen vor.
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Ohne die Aktivitdat des TAZ, aber unter Gabe von LS, werden diejenigen Spezies hergestellt,
welche viel LS enthalten. Solange aber TAZ funktionsfdhig ist, sorgt es fiir eine Abnahme
dieser Formen und stellt auch CL-Spezies her, welche weniger LS aufweisen. Vermutlich
hemmt TAZ den Einbau von LS in das CL. Mdoglich ist, dass LS und TAZ in gegenseitiger
Wechselwirkung stehen. So konnte auch LS, beziehungsweise Tetralinolsdure-CL eine
Signalkaskade in Gang setzen, welche zur Regulierung von TAZ fiihrt. Diese These wird von
Baile et al. unterstiitzt. Er betont, dass die CL-Synthese neben vielen unabhidngigen
Mechanismen von CL selbst gesteuert wird, indem CL die Crd1p Aktivitdt hemmt [66]. Crd1p
ist ein Enzym der inneren Mitochondrienmembran, welches am Remodeling beteiligt ist.
Unter bestimmten Zellbedingungen bestimmt der Einbau von freien FS die Synthese der
CL-Spezies und damit deren Eigenschaft und Funktion. Umgekehrt sind durch die in dieser
Arbeit angewandte Manipulation CL-Spezies entstandenen, welche wie in 4.1 dargestellt keine
Veranderung der zelluldren FS-Verteilung bewirken.

Es werden komplexe Beziehungen zwischen dem TAZ-Enzymkomplex und der
CL-Komposition deutlich, sicherlich spielt auch hier die Gewebsspezifitit eine libergeordnete

Rolle.

4.2.3 Im CL gebundene Fettsduren

In 3.2.3 wird deutlich, dass der TAZ-Knock-down ohne LS-Zugabe keinen Einfluss auf den
FS-Einbau in das CL besitzt. Unter gleichen Bedingungen sind nicht nur die Werte des
Opti-MEM- und Taz-Ansatzes nach 2 Stunden, sondern auch die Werte nach 72 Stunden ohne
LS nahezu identisch. Eine Kultivierung iiber 72 Stunden fiihrt zu einem leicht vermehrten
Einbau von C18:1 und vermindertem Einbau von C18:2 gegeniiber den 2-Stundenwerten. Da
Methanol als Kontrollsubstanz fungiert, welche in der verabreichten Dosis keinerlei Einfluss
auf den Versuch ausiibt, ist diese Verdnderung nicht der Gabe von Methanol zuzuschreiben.
Die 2014 veroffentlichte Studie unter Custer JE konnte bereits ein Zusammenhang zwischen
Zellkulturalter und Fettsdurezusammensetzung in Lipiden darstellen [67].

Beachtlich ist die Verdnderung des Fettsdureeinbaus unter alleinigem LS-Einfluss. Es zeigt
sich, dass verfligbare Linolsdure auf Kosten anderer FS in das CL eingebaut wird, wodurch sich
die Séulen der beiden LS-Versuchsansidtze in Abbildung 11 auf den ersten Blick dhnlich
priasentieren. LS scheint also auch ohne die Manipulation des TAZ-Gens Einfluss auf den
Einbau der FS zu haben. Nicht nur der Anteil der im CL gebundenen C18:2 FS steigt, sondern
es erhoht sich auch die Menge der gebundenen FS C16:1 und C20:2. Ein anderes

Zellkulturexperiment konnte zeigen, dass die Gabe einer FS einerseits zum Einbau dieser in das
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Cardiolipin fiihrt. Andererseits zeigte sich, dass die Verabreichung einer FS zudem zur
Verdnderung der CL-Menge mit anderen gebundenen FS fiihrt. Eine komplexe Beziehung
zwischen Lipidstoffwechsel und CL-Spezies zeichnet sich ab [35]. Vermutlich dndert LS die
Bedingungen in der Zelle so, dass bestimmte FS bevorzugt in das CL eingebaut werden. Die
Art und Verteilung der Fettsdurereste haben dabei signifikante Auswirkungen auf die
physiologische Funktion des CL [53].

Weitere Anhaltspunkte ergeben sich beim Vergleich der Taz-Ansétze, welche sich durch die
Zufuhr von LS unterscheiden sowie beim Vergleich beider LS-Ansétze, welche in der Aktivitat
des TAZ voneinander abweichen.

Wihrend ein heruntergefahrenes Tafazzin-Enzym das Bindungsverhalten der Fettsduren im
Cardiolipin nicht beeinflussen kann, kommt es bei einem zusitzlichen Uberschuss an
Linolsdure zu einer deutlichen Erhohung der eingebauten C18:2 Fettsdure und starker
Erniedrigung der Fettsduren C18:1 und C16:0.

Dabei ist die Verdnderung der C18:2 und der C18:1 Fettsduren nochmals stirker als bei
alleiniger Linolsdure-Gabe.

Hierdurch wird deutlich, dass der Einfluss des TAZ von Verdnderungen des Lipidumfelds
abhéngig ist. Das Enzym reguliert den FS-Einbau in das CL und verdndert dadurch dessen
Komposition. Dabei wirkt das Umfeld aber stetig auf seine Funktion ein. Unter bestimmten
Zellbedingungen verhindert TAZ den LS-Einbau und fordert den Einbau von OI- und
Palmitinsdure. Der Einfluss des TAZ auf die vorhandenen FS konnte wiederum von dem
Zusammenspiel zwischen CL und dessen Umgebung abhingig sein. Schlame et al. konnten
zeigen, dass die Funktion eines Enzymkomplexes nur in seiner natiirlichen Umgebung gesichert
ist. Laut ihm verliert ein isolierter Enzymkomplex seine Spezifitdt, sodass weitere Strukturen
an seiner Funktion beteiligt sein miissen [68]. Weitere Untersuchungen von Schlame et al.
sprechen dafiir, dass nicht das Tafazzin die Enzymspezifitit tragt, sondern dessen Spezifitét
von den Eigenschaften der Lipide abhingig ist [ 16]. Diese Beobachtungen sprechen dafiir, dass
die Zellumgebung stark auf das TAZ-bedingte Remodeling einwirkt.

Im Vergleich der FS einer Kettenldnge zeigen sich komplexe Verdanderungen bedingt durch die
Manipulation des TAZ-Gens und durch die Applikation von LS. Jedoch zeichnet sich ab, dass
jede signifikante Verdnderung der FS-Menge einer Kettenlénge die Zufuhr von LS bendtigt.
Fiir die Summe der FS einer Kettenléinge gelten damit dhnliche GesetzmiBigkeiten wie fiir die
spezifischen im CL gebundenen FS. Auffillig ist die grole Menge an C18 FS, die nochmals

bei Applikation von LS zunimmt. Es ist bekannt, dass die Kettenldnge einer FS Einfluss auf die
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Funktion des CL besitzt, besonders auf die Zellproliferation. Dabei korrelieren lange
Fettsdurereste mit dem Auftreten von gesundem Gewebe und kurze Reste mit krankhaft
verdandere Zellen [25,24].

Insgesamt finden sich mit einer groBen Menge an C18 und C16 FS-Resten kurze CL-Spezies,
so wie es flir schnell wachsendes Tumorgewebe typisch zu sein scheint. Allerdings liberwiegen
FS mit 18 C-Atomen und nicht jene mit 16 C-Atomen, wie es in anderen Publikationen

dargestellt wird.

Die Untersuchungen zum Séttigungsgrad des Gesamt-CL zeigen, dass dieser weder durch die
Aktivitdtseinschrinkung des TAZ alleine noch durch alleinige Applikation von LS im
festgelegten Zeitintervall gedndert wird. Zwar scheint LS auch unabhéngig von TAZ die Menge
an Doppelbindungen zu erh6hen und somit die Sittigung abzusenken, jedoch reicht dies nicht
fiir eine signifikante Verdnderung aus. Spannend sind die Verdnderungen, welche durch
Wechselwirkung des herunterregulierten TAZ-Enzyms und LS entstehen. Vorliegende LS und
einige C20 FS werden in die CL-Spezies eingebaut und verursachen durch die zweifach
ungesittigten Kohlenstoffketten der LS eine Senkung der durchschnittlichen Sittigung. Die
CL-Spezies des C6-Glioms miissen folglich ohne Manipulation geringe Mengen an
Doppelbindungen besitzen. Dies steht im Gegensatz zu anderen Untersuchungen des
Sattigungsgrads schnell proliferierender Gewebe [24,25].

Moglich ist, dass durch die Herunterregulierung des TAZ die Hemmung des LS-Einbaus in das
CL aufgehoben wird, sodass sich vermehrt CL (18:2)4 anreichert. Andere, starker geséttigte
Spezies nehmen dadurch ab. Grund der verminderten Sattigung konnte dabei auch eine
geringere Anfiélligkeit gegeniiber oxidativem Stress sein. Es zeigte sich in 3.2.1, dass die Zellen

mit heruntergefahrenem TAZ und zugesetzter LS robuster gegen eine Oxidation sind.

4.3 Effekt der TAZ-Aktivititslimitierung und/oder LS-Applikation auf

Mitochondrien

Die Messung der Citratsynthaseaktivitdt spiegelt den Gehalt des Markerenzyms und damit der
Mitochondrien wider und ldsst so eine Aussage iiber die Mitochondrienmenge zu.
Funktionsfdhige Mitochondrien sind Voraussetzung fiir die Zellproliferation. Die
Auswertungen zeigen, dass weder die Zugabe von Taz siRNA noch eine zusitzliche Zufuhr
von LS zu einer Verdnderung der Citratsynthaseaktivitdt fiihren. Die Mitochondrienmenge
konnte folglich nicht beeinflusst werden. Die durch TAZ-Knock-down bedingten

Veranderungen der CL-Spezies wirken sich somit nicht auf den Mitochondriengehalt aus.
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Daher muss der Biomechanismus ein anderer als beim Barth-Syndrom sein. Das
Barth-Syndrom ist durch eine Mutation des TAZ-Gens gekennzeichnet, welches zu einem
auffilligen FS-Muster des CL fiihrt. Es kommt zur pathologischen Verdnderung der
Mitochondrien wodurch letztlich die Zellintegritidt zusammenbricht [17].

Auch wenn im Zellexperiment keine Verringerung der Mitochondrienanzahl festgestellt
werden konnte, ist eine CL-Spezies bedingte Mitochondriopathie mdglich, indem die Spezies
die oxidative Phosphorylierung direkt negativ beeinflussen. Die maximale oxidative
Phosphorylierung konnte durch den kombinierten Einfluss von Tafazzin siRNA und der Zugabe
von LS gesenkt werden. Da sich der Mitochondriengehalt nicht dndert, muss die Verminderung
der Zellatmung direkten Verdnderungen des Energiemetabolismus geschuldet sein. Ursprung
der Veridnderungen miissen die durch TAZ-Inhibition und LS-Zugabe beeinflussten CL-Spezies
sein.

Funktionstiichtiges Cardiolipin ist fiir die Stabilitdt der Atmungskomplexe II, III, IV, der
ATP-Synthase und dem Cytochrom c unerldsslich [11,26,28]. Vergeade et al. zeigten, dass
Tetralinolsdure-CL maf3geblich an der Aktivitdt der Atmungskomplexe beteiligt ist [69].

Es gilt jedoch zu beachteten, dass es sich bei dem untersuchten Gewebe um hoch maligne Zellen
handelt. Mit dem Warburg-Effekt wird postuliert, dass Tumorzellen ihre Energie bevorzugt aus
anaeroben Prozessen beziehen, da sie nicht auf die oxidative Phosphorylierung angewiesen sind
[41]. Untersuchungen konnten sogar belegen, dass die Zellatmung zur Behinderung von
Tumorwachstum fiihrt [40]. Dies legt den Verdacht nahe, dass die C6-Gliom-Zelllinie ebenfalls
unabhingig von der Zellatmung ihre Energie beziehen kann. Im Tumorgewebe konnten folglich
Prozesse ablaufen, welche die Zellatmung unabhingig von Art und Menge des CL
herunterfahren. Auch Kiebish et al. stellten fest, dass Tumorzellen ihre Mitochondrienfunktion
verringern, da sie nicht auf die Zellatmung angewiesen seien. Diese Verringerung zeigte jedoch
iiber mehrere Versuche hinweg einen Zusammenhang mit der Art der vorhandenen CL-Spezies
[12].

Um diese Uberlegung zu vertiefen, miisste die Zellatmung der geziichteten Gliome mit der
Zellatmung von gesundem Hirngewebe verglichen werden. Eine insgesamt deutlich niedrigere
Zellatmung im Tumorgewebe wiirde die These des Warburg-Effekts unterstiitzen.

Entgegen den Ergebnissen in dieser Arbeit sprechen Untersuchungen von Baile et al. fiir eine
Unabhingigkeit der Zellatmung von der Funktion des Tafazzin. In Hefe konnte ein
TAZ-Mangel und die damit verbundenen Einschriankungen des CL-Remodelings nicht zum
Ausfall der oxidativen Phosphorylierung flihren. Jedoch zeigt der Autor die Moglichkeit auf,

dass dieses Ergebnis durch die Untersuchung von Hefe zustande kommt. In Sdugetierzellen
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konnte der Einfluss der Acylkettenzusammensetzung auf die Zellatmung ein anderer als in
Hefezellen sein. Weiterhin zeigt der Autor die Mdglichkeit auf, dass andere mitochondriale
Prozesse, welche in seiner Untersuchung nicht eingeschlossen wurden, die Abhéngigkeit der

Zellatmung von Tafazzin bedingt [70].

4.4 Effekt der TAZ-Aktivititslimitierung und/oder LS-Applikation auf

Zellaktivitat und Zellwachstum

4.4.1 Zellwachstum

Zunichst stellt das Zellwachstum die Kontrolle einer ordnungsgeméfen Proliferation unter
guten Ndhrbedingungen dar. Im zeitlichen Verlauf wachsen die Kulturen regelrecht, schon 2
Stunden nach der Manipulation ist ein Zellwachstum erkennbar, 70 Stunden spéter ist der
Proteingehalt auf ein Vielfaches gestiegen. Zudem verdeutlichen die Untersuchungen zum
Proteingehalt der Zellen, dass, bedingt durch den Ausfall des TAZ, das Zellwachstum um etwa
25 % gesenkt wird. Die Proliferation zeigt sich dabei unbeeinflusst vom Angebot an LS.
Aufgrund des Effekts des Remodeling-Enzymkomplexes auf die Proliferation liegt ein direkter
Einfluss des Tafazzin auf den Zellzyklus nahe. Hier konnte in Zukunft ein Angriffspunkt der
Tumorproliferation liegen. Durch das komplette Abschalten des Remodeling-Enzyms konnte
der Zellzyklus direkt so beeinflusst werden, dass das Tumorwachstum behindert wird.

Ikon et al. unterstiitzen die Vermutung, dass es eine kausale Beziehung zwischen
abgeschaltetem TAZ-Enzymkomplex und der negativen Beeinflussung des Zellwachstums
gibt. Sie untersuchten an einer HL60 Myeloid-Progenitor-Zellkultur unter anderem den
Einfluss des TAZ-Knock-downs. Die Forschungsgruppe fand heraus, dass die TAZ-Inhibition
zur Indizierung der Apoptose fithre. Die Apoptose auslosende Verdnderung sei eine
zunehmende Annexin V-Bindung. Annexin V wird in der Zelle an Phosphatidylserin gebunden,
welches nur bei apoptotischen Zellen von der Innenseite der Zellmembran auf die AuB3enseite
transloziert wird. Interessanterweise konnte in der gleichen Arbeit gezeigt werden, dass durch
exogene CL-Zufuhr die Annexin V-Bindung abnimmt und sich dadurch die Apoptose
vermindert. Daher stellten sie die Hypothese auf, dass zugefiihrtes CL das ausgeschaltete TAZ
ausgleichen konnte [71].

Weiterhin konnte in einer klinischen Studie gezeigt werden, dass die Menge der
TAZ-Expression bei Patienten mit Rektumkarzinom mit der Prognose und den Erfolgen der
Radiotherapie korreliert. Die Tafazzin-Expression konnte bei hoher Tumorbelastung vermehrt
nachgewiesen werden [72]. Dies spricht ebenfalls fiir eine Korrelation zwischen

funktionsfahiger TAZ-Menge und der Tumorproliferation.
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Es gibt allerdings auch Publikationen, die gegensétzlich zu diesen und den eigenen Ergebnissen
eine Steigerung des Zellwachstums unter heruntergefahrenem TAZ-Gen vermuteten:

He et al. untersuchten die Rolle des TAZ-Gens anhand Priméirkulturen neonataler ventrikuldrer
Fibroblasten. Sie nutzten eine Knock-down-Methode, um die Funktion des TAZ auszuschalten
und dadurch auf die Funktion riickzuschlieen. Der Ausfall des TAZ bewirkte weitreichende
Verdnderungen beziiglich der Zellprogression. Die Produktion von reaktiven Sauerstoffspezies
erhohte sich durch die TAZ-Inhibition, gefolgt von der Aktivierung der
Mitogen-aktivierten-Proteinkinase (MAPK), welche Transkriptions- und Translationsfaktoren
induzierte. Dadurch kam es zur Steigerung der Regulation des Zellzyklus und zur
Zellhypertrophie [73].

Auch die DNA- und Proteinsynthese soll in Zellen des TAZ-Knock-downs induziert worden
sein. Interessanterweise konnten sie dennoch kein Zellwachstum feststellen. Die im Jahr 2013
veroffentlichte Arbeit stiitzt sich dabei auf eine andere Publikation von He et al., die ebenfalls
zu dem Schluss kommen, dass der TAZ-Knock-down zur Zellprogression fiihre. Dort besitzt
die Forschungsgruppe nach Untersuchungen an neonatalen ventrikuliren Myozyten die
Uberzeugung, dass das Herunterregulieren des TAZ-Gens zur Hypertrophie fiihre und das
Barth-Syndrom ausldse [74].

Der Grund der auseinandergehenden Ergebnisse ist fraglich. Die abweichenden Ergebnisse
konnten dafiir sprechen, dass die Effekte zellspezifisch sind. Moglich ist aber auch, dass das
Ausschalten des TAZ-Enzyms eine Hypertrophie der Zellen bewirkt, da die Hyperplasie durch
vermehrte Regulation des Zellzyklus gehemmt wird. Diese These schlie3t die Ergebnisse nicht

gegenseitig aus, sondern lésst sie ergdnzend wirken.

4.4.2 Zellaktivitat

Die Stoffwechselaktivitit, welche mittels MTT-Versuch im Verhiltnis zum Proteingehalt
gemessen wurde, kann weder durch das alleinige Herunterfahren des Enzyms TAZ noch bei
zusitzlicher LS-Gabe manipuliert werden. Auch durch die alleinige Gabe von LS wird keine
signifikante Verdnderung der Stoffwechselaktivitit bedingt. Hierbei wird die Aktivitdt nur zu
einem Zeitpunkt gemessen, der Messwert stellt nicht wie beim Zellwachstum die Summe eines
zeitlichen Verlaufs dar.

Wie in 4.4.1 erlautert, fiihrt das Downknocken des Enzymkomplexes Tafazzin zur deutlichen
Verminderung der Zellproliferation. Die Zellaktivitit dagegen ist von der
Funktionseinschrankung des TAZ und von der Verdnderung des FS-Milieus unbeeinflusst.

Bemerkenswert ist dieser Umstand unter der Erkenntnis, dass der TAZ-Knock-down bei
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LS-Zufuhr die Kapazitit der oxidativen Phosphorylierung reduzierte. Daher ist anzunehmen,
dass unter den bestehenden Bedingungen die MTT-Reduktion nicht ausschlieBlich die Aktivitit
der mitochondrialen Dehydrogenase widerspiegelt. Obwohl die vorliegenden Ergebnisse keine
Verminderung der Zellaktivitidt durch die Aktivititslimitierung des TAZ-Enzyms beweisen
konnen, sprechen zahlreiche Forschungsarbeiten fiir diesen Umstand. Der verdnderte
Stoffwechsel beim Barth-Syndrom gab Anlass zur intensiven Untersuchung des
Zusammenhangs. Es wurde aufgedeckt, dass eine Mutation des TAZ-Gens zur
Stoffwechselverdnderung fiihrt, eine typische Folge ist die dilatative Kardiomyopathie [75],
[76,9]. Diese Arbeiten zeigen, dass funktionstiichtiges Tafazzin fiir einen regelrechten
Stoffwechsel unerlésslich ist. Auch die in 4.4.1 bereits erlduterten Publikationen von He et al.
verdeutlichen, dass das TAZ-Enzym die Zellaktivitit beeinflusst, ein Ausfall des Enzyms fiihrt
zur Zellhypertrophie.
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5 Zusammenfassung

Die vorliegende Arbeit untersuchte den Zusammenhang zwischen Menge und
Zusammensetzung des Phospholipids Cardiolipin und der Zellproliferation. Durch ein
Herunterfahren des Remodeling-Enzymkomplex Tafazzin und dem Zusatz von Linolséure
sollten die Cardiolipinspezies in Menge und Art bewusst so beeinflusst werden, dass sich
dadurch Verdnderungen in mitochondrialer Biogenese, Zellproliferation und metabolischer
Aktivitdt ergeben. Dafiir wurde neben den aufgezdhlten Parametern auch der Einfluss der
Manipulation auf den Lipidstoffwechsel untersucht. So konnte zwischen Verdnderungen
bedingt durch den CL-Metabolismus und Verdnderungen bedingt durch Manipulation anderer
Lipide differenziert werden.

Alle Untersuchungen erfolgten am Beispiel der C6-Glioma-Zelllinie, welches ein sehr schnell

proliferierendes Karzinom darstellt und eine nebenwirkungsarme Hemmung ermdglicht.

In die Halfte aller Kulturen erfolgte die Zugabe kommerziell erhéltlicher Tafazzin siRNA
sodass die Expression des Tafazzin-Gens unterdriickt wurde, eine Kontrollgruppe erhielt
stattdessen die Substanz Opti-MEM. Spiter wurden sowohl der Hélfte der genmanipulierten
Kulturen als auch der Hélfte der Kontrollgruppe Linolséure zugegeben. Alle anderen Kulturen
wurden mit der gleichen Menge Methanol beimpft. Nach festgelegten Intervallen erfolgten die

Auswertungen. Das Experiment wurde sechsmalig wiederholt.

Die experimentelle Arbeit zeigt, dass das Remodelingenzym Tafazzin unter Anwesenheit von
LS starke Auswirkungen auf den CL-Gehalt und auf die Art der CL-Spezies besitzt. Aulerdem
kann es die oxidative Phosphorylierung herabsetzten. Die Zellproliferation wird durch das
heruntergefahrene Enzym vermindert, auch wenn keine Applikation von LS erfolgte. Die
zelluldren FS bleiben durch die Manipulation des TAZ-Gens unbeeinflusst, sodass die
Verdnderungen nicht dem Einfluss des zelluldren Fettsduremetabolismus geschuldet sein
konnen, sondern auf das CL selbst zuriickgefiihrt werden miissen. Die CL-Menge als auch die
Komposition sind dagegen durch ein entsprechendes Lipidumfeld beeinflussbar.

Es wird weiterhin deutlich, dass das TAZ-Enzym unter dem Einfluss seiner Umgebung steht.
TAZ reguliert den Lipideinbau in das CL, ist in dieser Funktion aber von seiner Umgebung
abhéngig. Dieser Einfluss wird anhand der Zufuhr von LS deutlich. Wahrscheinlich kann das
Zusammenspiel zwischen CL und dessen Umgebung fiir die Spezifitit des TAZ verantwortlich

gemacht werden.
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Das Downknocken des CL-Remodeling-Enzyms Tafazzin fiihrt zu keiner Verdanderung der
Mitochondrien und der Zellaktivitit, jedoch bei Zugabe von LS zu einer deutlichen
Reduzierung der oxidativen Phosphorylierung. Dies spricht fiir einen Einfluss der CL-Spezies
auf die Bioenergetik der C6-Gliomzelle. Weiterhin vermindert das heruntergefahrene Tafazzin

direkt die Zellproliferation, was fiir einen unmittelbaren Einfluss auf den Zellzyklus spricht.

In Zusammenschau dieser Ergebnisse ldsst sich ableiten, dass die CL-Menge und Komposition
mit der Bioenergetik der Zelle verkniipft sind. Zudem besitzt das Enzym Tafazzin selbst
direkten Einfluss auf den Zellzyklus und kann die Proliferation verdndern. Durch das
Ausschalten des TAZ-Gens und der Verdnderung des Lipidumfelds kann das Cardiolipin in
Menge und Art deutlich beeinflusst werden.

Daraus ergibt sich die Moglichkeit bosartige Tumore wie das Glioblastom durch ein
entsprechendes Lipidumfeld so zu beeinflussen, dass proliferationsrelevantes CL nicht mehr

gebildet werden kann.

Es sollte an dieser Stelle mit einer weiteren experimentellen Arbeit angekniipft werden, welche
neben der Linolsdure weitere Modifikationen des Lipidumfelds vornimmt. Zudem ist ein
komplettes Knock-out des Tafazzin-Gens wiinschenswert um deutlichere Effekte erzielen zu

konnen.
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Chemikalien Hersteller

Acetyl-CoA Sigma, Taufkirchen, Deutschland

ADP Sigma-Aldrich, St. Luise, USA und
Steinheim, Deutschland

Ammoniak (NH3) Sigma, Miinchen, Deutschland

Argon Sigma, Miinchen, Deutschland

BioRad Bio Rad Laboratories, Miinchen,
Deutschland

BioRad Assay Kit 2 Bio Rad Laboratories, Miinchen,
Deutschland

Bovines Serumalbumin (BSA)

Sigma, Taufkirchen, Deutschland

Butylhydroxytoluol (BHT)

Sigma, Miinchen, Deutschland

Chloroform

Sigma, Miinchen, Deutschland

Dimethylsulfoxid (DMSO)

Sigma, Taufkirchen, Deutschland

Dimethylthiazol-diphenyltetrazolium-
bromid (MTT)

Sigma-Aldrich, St. Luise, USA und
Steinheim, Deutschland

Dulbecco’s Modified Eagle Medium
(DMEM)

Sigma, Taufkirchen, Deutschland

EGTA

Sigma, St. Louis, USA

Ellmans-Reagenz (DTNB)

Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland

Fetales Kélberserum (FKS)

Gibco BRL, Karlsruhe, Deutschland

Folin-Ciocalteus-Phenolreagenz

Merck, Darmstadt, Deutschland

Glucose Sigma-Aldrich, St. Luise, USA und
Steinheim, Deutschland

Glutamat Sigma-Aldrich, St. Luise, USA und
Steinheim, Deutschland

Kaliumchlorid (KCI) Sigma—Aldrich, Steinheim, Deutschland

Kaliumdihydrogenphosphat (KH2PO4)

Roanal, Budapest, Ungarn

Kupfersulfat (CuSO4) x 5 H2O

VEB Laborchemie, Apolda, DDR

Linolsaure (LS)

Sigma-Aldrich, St. Luise, USA und
Steinheim, Deutschland

Lipofectamin RNAIMAX Reagenz

Life Technologies, Darmstadt, Deutschland

Magnesium (Mg>") Fluka, Taufkirchen, Deutschland

Magnesiumchlorid-Hexahydrat (MgCl, Fluka, Taufkirchen, Deutschland

(6H20))

Malat Sigma-Aldrich, St. Luise, USA und
Steinheim, Deutschland

Mannitol Sigma-Aldrich, St. Luise, USA und
Steinheim, Deutschland

Methanol Merck, Darmstadt, Deutschland

Natriumcarbonat (Na2CO3) Sigma, Taufkirchen, Deutschland

Natriumchlorid (NaCl) Sigma—Aldrich, Steinheim, Deutschland

Natriumcitrat

Roth, Karlsruhe, Deutschland




77

Natriumdodecylsulfat (SDS)

Roth, Karlsruhe, Deutschland

Natriumhydrogencarbonat (NaHCO3)

Sigma-Aldrich, St. Luise, USA und
Steinheim, Deutschland

Natriumhydroxid (NaOH) Sigma, Taufkirchen, Deutschland
Nirogen Sigma, Miinchen, Deutschland
Opti-MEM GIBCO BRL, Karlsruhe, Deutschland

Oxaloacetic acid

Sigma, Taufkirchen, Deutschland

Penicillin/Streptomycin-Losung

Gibco BRL, Karlsruhe, Deutschland

Phosphat Buffered Saline (PBS)

Gibco BRL, Karlsruhe, Deutschland

Poly-D-Lysine hydrobromide

Sigma-Aldrich, St. Luise, USA

Primer

Invitrogen, Darmstadt, Deutschland

Salzsdure (HCL)

Merck, Darmstadt, Deutschland

SensiMix TM SYBR Hi-ROX Mastermix

Bioline, Luckenwalde, Deutschland

Taz siRNA

Life Technologies, Darmstadt, Deutschland

Tetra-Myristoyl-CL ((C14:0)4)

Avanti Polar Lipids Inc., Alabaster, AL,
USA

Tris-HCL-Puffer (pHS)

Sigma, Taufkirchen, Deutschland

Trypsin-EDTA (0,05 %/0,02 % in D-PBS)

PAA, Pasching, Osterreich

2 Instrumente

Instrumente

Hersteller

Auswertungssoftware CFX96TM/C1000
RT-qPCR-Nachweissyste

Bio-Rad, Miinchen, Deutschland

Brutschrank

Heraeus, Hanau, Deutschland

Cary 100 UV-Vis-Spektrometer

Varian, Darmstadt, Deutschland

CFX96-Thermocycler

Bio-Rad, Miinchen, Deutschland

Clark-type electrode (Oxygraph)

Paar Physica, Vienna, Austria

Computerprogramm Cary Win ,,Kinetics*

Varian Inc., USA

CP-WAX 58 (FFAP) Séule (25 m x 0,32
mm Innendurchmesser)

Agilent, Middelburg, Niederlande

Feinwaage

Sartorius AG, Géttingen, Deutschland

Flammenionisationsdetektor GC 3800

Varian, USA

innuPrep-RNA-Mini-Kits

Analytik Jena, Jena, Deutschland

LiChrospher Si60

Merck, Darmstadt, Deutschland

Mikroskop

Olympus, Hamburg, Deutschland

Polytetrafluorethylene (PTFE)-Membran

Merck, Darmstadt, Deutschland

Potter-Elvehjem Homogenizer

VWR International GmbH, Deutschland

Revert AidTM Erststrang-cDNA-
Synthesekit

Thermo Fisher Scientific, Braunschweig,
Deutschland

Sterilbank Lamini HB2448

Heraeus, Hanau, Deutschland

TSQ Quantum Discovery Max

Thermo Fisher Scientific GmbH, Dreieich,
Deutschland

Vortexer Heraeus, Hanau, Deutschland
Wasserbad Loktotherm, Dinkelberg, Deutschland
Zentrifuge 5403 Eppendorf, Hamburg, Deutschland
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Verbrauchsmaterialien

Hersteller

Eppendorf Multipipette plus (500-5000 pl)

Eppendorf, Hamburg, Deutschland

Eppendorf Pipette (0,5 pl-101; 10-100 pl;
20-200 pl; 100-1000 pl; 2500 pl;
500-5000 pl)

Eppendorf, Hamburg, Deutschland

Eppendorfgefile (1,5 ml; 2 ml, mit
Schraubdeckel)

Eppendorf, Hamburg, Deutschland

Kiivetten, Polysterol

Sarstedt, Niimbrecht, Deutschland

Petrischalen (35x10 mm)

Greiner, Frinkenhausen, Deutschland

Pipettenspitzen ep T.I.P.S. Standard

Eppendorf, Hamburg, Deutschland

Safe-Lock Tubes 1,5ml

Eppendorf, Hamburg, Deutschland

Zellkulturflasche (25¢cm?/50ml)

Greiner, Frinkenhausen, Deutschland

Zellschaber

Greiner Bio One, Frickenhausen,
Deutschland
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