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Zusammenfassung

1 Zusammenfassung

Mitochondrien nehmen eine zentrale Position im Energiestoffwechsel der Zelle ein, sind aber auch
essentiell fir weitere Stoffwechselvorgénge, den Kalziumhaushalt und die Exekution der Apoptose.
Stérungen der Atmungskette werden als Mitochondriopathien bezeichnet und dufern sich in einem
breiten Spektrum klinischer Phanotypen. Aufgrund der Schllsselstellung im aeroben Stoffwechsel
fuhren sie zu klinischen Mischbildern, bei dem meist Gewebe mit hohem Energiebedarf, wie Gehirn,

Muskel, endokrine Organe und Sinnesorgane betroffen sind.

Verschiedene Faktoren tragen zu der heterogenen Erscheinung mitochondrialer Erkrankungen bei, so
die hohe Kopienzahl des Organell-eigenen Genoms. Das kann zum Zustand der Heteroplasmie
fuhren, bei der mutierte mit WT-mtDNA-Molekiilen koexistieren und es erst nach Uberschreiten eines
Schwellenwertes zu einem Defekt kommt. Manche mitochondriale Mutationen zeigen auRerdem eine
Zellspezifitat, die durch eine Modulation des pathologischen Effekts durch den jeweiligen nuklearen

Hintergrund erklart wird.

Dies ist auch der Fall bei einer Patientin mit einer Mutation an Position nt3302 der mitochondrialen
tRNAUUYR (MTTL1), bei der der Defekt exklusiv auf den Skelettmuskel beschrankt war. In einer
Muskelbiopsie wurden Besonderheiten in der Prozessierung eines primaren, polyzistronischen Trans-
kripts (RNA19), das 16S-rRNA, tRNA™"YR ynd ND1-mRNA enthilt, als Ursache fiir die Gewebs-
spezifitdt angenommen. Dabei soll im Muskel in der Restriktionsabfolge der erste Schnitt am 5’-Ende
durch das Enzym RNase P, in Fibroblasten jedoch am 3’-Ende durch die Endonuklease RNase Z
erfolgen. Daraus resultierte die Annahme, dass diese gewebsspezifischen Unterschiede zu einer

Potenzierung des pathologischen Effekts der nahe am 3’-Ende lokalisierten A3302G-Mutation flihren.

Zur eingehenden Analyse des muskelspezifischen Pathomechanismus wurde eine transmitochon-
driale Rhabdomyosarkom-Zybridzelllinie mit muskel-8hnlichen Eigenschaften verwendet, die die
Mutation homoplasmatisch enthielt. Die Charakterisierung der Zelllinie zeigte, dass die Zelllinie zwar
einen Atmungsketten—Defekt, jedoch in stark abgeschwachter Form aufwies. Als Grund hierfiir
werden die metabolischen Anpassungen im Zuge der Tumorentwicklung bei den Rhabdomyosarkom-
zellen angenommen. Eine Differenzierung der Zellen mit dem Ziel der Annaherung an die in vivo
Situation im postmitotischen Muskel der Patientin konnte nicht erreicht werden. Jedoch zeigt die
Mutation in 143B-Osteosarkomzybriden einen deutlicheren Phanotyp als in den Rhabdomyosarkom-

zellen.

Die Mutation fuhrt durch eine Summe verschiedener Stérungen im Prozessierungsablauf und die
dadurch geringere Bereitstellung der in der RNA19 enthaltenen Transkripte zu einer tiefen energe-
tischen Krise in postmitotisch differenzierten Skelettmuskel, die unter Zellkulturbedingungen so nicht
zum Ausdruck kommt. Jedoch spielt auch hier der nukledre Hintergrund eine Rolle bei der

Auspragung des Phanotyps.



Summary

2 Summary

Mitochondria play a central part in cellular energy metabolism as well as in other metabolic pathways,
Ca*-homeostasis and apoptosis. Defects of the respiratory chain are termed mitochondriopathies and
show an expanded spectrum of diverse clinical phenotypes. Because of their key role in aerobic
energy metabolism, they cause a set of clinical symptoms mostly affecting tissues with high energy

demand like brain, muscle, endocrine and sensory organs.

Different factors account for the heterogeneous appearance of mitochondrial diseases such as the
high copy number of the separate genome owned by the organelle. This can lead to heteroplasmy, a
state where mutant and wild type DNA molecules coexist in the cell. Thus, a severe defect is only
observed when the number of mutated molecules passes a certain threshold. Furthermore, some
mitochondrial mutations show a particular cell specificity, which is explained by modulation of the
pathological effect in a discrete nuclear background.

This is the case in a patient exhibiting a mutation in position nt3302 of the mitochondrial tRNAUUUR)

(MTTL1) showing a defect exclusively limited to skeletal muscle. Certain features concerning

Leu(UUR) 44

processing of a polycistronic primary transcript (RNA19), which contains 16S-rRNA, tRNA
ND1-mRNA, are assumed to be the cause of the striking tissue specificity. A specific restriction order
was postulated with the first cut being placed at the 5-end by the endonuclease RNase P and
subsequently RNase Z processing at the 3’-end. This raised the idea of tissue specific differences

potentiating the pathological effect of the mutation located close to the 3’-end.

For in depth-analysis of the muscle specific pathomechanism, a transmitochondrial
rhabdomyosarcoma tumor cell line resembling characteristic features of muscle was employed
containing the mutation in homoplasmic state. Characterization of the cell line indeed revealed a
respiratory chain defect, but to a much weaker extent as seen in the patient. Metabolic adaptations
due to tumor development may be the cause for this weaker phenotype. Differentiation of cells to
postmitotic muscle cells with the aim of approaching the in vivo situation in the patient could not be
achieved. However, in 143B osteosarcoma cybrids the mutation showed a more drastic

pathophenotype as in rhabdomyosarcoma cells.

The mutation leads to an energetic crisis in postmitotic differentiated skeletal muscle by a sum of
different features interfering with the posttranscriptional maturation process, thereby reducing the
supply of mature transcripts contained in RNA19, but not to that extent under cell culture conditions.
However, also here the nuclear background plays a crucial role in the phenotypic expression of the

defect.



Einleitung

3 Einleitung

3.1 Mitochondrien
3.1.1 Bau und Struktur der Mitochondrien

Mitochondrien sind in nahezu allen eukaryotischen Zellen vorhanden und wurden lange Zeit
als Bakterienzellen "verkannt", bis 1981 Lynn Margulis (Margulis L, 1981) die Theorie
postulierte, dass Mitochondrien aus der Endosymbiose eines aeroben a-Proteobakteriums
mit einer protoeukaryotischen Zelle hervorgegangen sind (Gray et al., 1999). Die typische
Doppelmembran, die eigenstandige Erbsubstanz, auch zu Beginn als 47. Chromosom
bezeichnet (Nass, 1968), und der spezielle Proteinsyntheseapparat der Mitochondrien

bestatigen als evolutive Uberbleibsel diese Theorie.

Mitochondrien sind keine statischen Strukturen, sondern hoch dynamische Organellen deren
Morphologie, Verteilung und Aktivitat von Fusions- und Teilungsvorgange reguliert wird
(Chan, 2006). Sie nehmen eine Vielzahl von Formen an, die zwischen langen verbundenen
GefalRen und individuellen ovalen Organellen variiert (Bereiter-Hahn and Voth, 1994. So
bilden sie ein komplexes dynamisches Netzwerk im Zytoplasma der Zelle aus, das mit dem
Zytoskelett assoziiert (Yaffe, 1999, Hermann and Shaw, 1998) (siehe Abb. 1 B), welches fir
Verteilung und Bewegung der Mitochondrien innerhalb der Zelle zustandig, jedoch nicht an
der Formgebung der Organellen beteiligt ist (Mattenberger et al., 2003). Der Fusionsvorgang
Iasst dabei nicht nur eine Interaktion durch den Austausch von Metaboliten, Proteinen und
gelésten Stoffen der Mitochondrien zu, sondern ermdglicht es auch dysfunktionale
Organellen aufgrund eines erniedrigten Membranpotentials selektiv auszusortieren und diese
dem Abbau durch Autophagie zuzuflhren. Dabei spielt das Membranpotential eine

entscheidende regulatorische Rolle (Twig et al., 2008).

Die Anzahl der Mitochondrien, die man innerhalb dieses Netzwerkes definieren kann, variiert
stark und hangt vom Zelltyp sowie dessen Energiebedarf ab. Leberzellen besitzen ca. 1.000-
2.000 Organellen (Alberts et al. 1994), Hautzellen hingegen nur ca. ein Dutzend. Die hochste
Mitochondriendichte mit bis zu mehreren Tausend Organellen ist in Muskelgewebe zu

finden.

Die humane mtDNA ist 16.569 bp lang und liegt in Form von bis zu 10 identischen zirkularen
DNA-Molekdlen in der Matrix vor (Veltri et al., 1990) (siehe Abb. 4). Sie codiert die 37 Gene
zur Synthese einzelner Komponenten des eigenen Proteinsyntheseapparates, womit nur
etwa 2 % der insgesamt 1.500 Gene, die fur die Funktionsfahigkeit eines Mitochondriums

bendtigt werden, mitochondrial codiert sind (Lopez et al., 2000).



Einleitung

Der Grofteil der Proteine wird durch nukledre DNA codiert und zeugt von der Entwicklung
von einem autonomen Bakterium zu einem integrierten Zellorganell, in dessen Verlauf
ursprunglich prokaryotischer Gene in den Zellkern transferiert wurden (Gray et al., 1999). Ein
moglicher Grund, warum dieser Transfer nicht ganzlich vollzogen wurde, ist die
Hydrophobizitat der mitochondrial codierten Untereinheiten, die einen Transfer der
zytosolisch synthetisierten Proteine Uber die Organellenmembran damit extrem erschweren
wirden (von Heijne, 1986). Ein weiterer Grund kénnen Unterschiede im Codon-Gebrauch
von Mitochondrium und Kern sein, die so eine korrekte Translation auf3erhalb des

Mitochondriums mit einem veranderten Code unmdéglich machen.

Auch die genaue Lokalisation in der Zelle ist zelltypspezifisch, wobei die Mitochondrien sich
in der Regel am Ort des hochsten Energiebedarfs befinden, wie z.B. in Synapsen an den
Dendriten und den Schnirringen bei Nervenzellen oder zwischen den Myofibrillen bzw. unter
dem Sarkolemm des Muskels. In Spermien kdnnen sie sogar um das Flagellum eines

Spermiums positioniert sein (Alberts et al, 1994).

A) B)

Innere
L tlembran

Iﬁlul&ere
b Mlembran

Intermembran-
. raum

Abb. 1 Grundstruktur und Netzwerk von Mitochondrien

A) Schematische Darstellung der mitochondrialen Grundstruktur mit der durch die Membranen unterteilten
Kompartimente.

B) Fluoreszenz-Emmission-Mikroskopie der Mitochondrien, die im Gegensatz zu der schematischen Darstellung
als dynamisches Netzwerk in der Zelle vorliegen. Dieses unterliegt dabei durchgehend Fusions- und Spaltungs-
prozessen. Die Struktur des Netzwerks ist mit dem Zytoskelett der Zelle assoziiert. Die Mitochondrien wurden mit
dem Farbstoff Mito Tracker Red rot angefarbt, das Zytoskelett mit Alexa Fluor 488 griin, der Zellkern mit DAPI

blau. (Quelle: www.microscopyu.com)

Strukturell bildet das Mitochondrium finf verschiedene Kompartimente: die AuRenmembran,
den Intermembranraum, die Innere Membran, die durch Einstilpungen letzterer geformten
Cristae sowie die Matrix (siehe Abb. 1 A).
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Die beiden Membranen unterscheiden sich in ihrer molekularen Zusammensetzung und
damit in ihren Eigenschaften. Die auftere Membran ist eine Phospholipid-Doppelschicht
durchsetzt von Poren, die durch das Protein Porin gebildet werden und eine Permeabilitat fir
Molekile mit einer Grofe von ca. 5.000-10.000 Da ermdglichen. In der Membran befinden
sich auflerdem Transportproteine (TOM), Enzyme des Fettsdure- und Tryptophan-Abbaus

sowie der Adrenalinoxidation (Walther and Rapaport, 2009).

Die Zusammensetzung der inneren Membran ist extrem proteinreich und besteht zudem aus
einem hohen Cardiolipin-Anteil, der zu der Impermeabilitat der Membran beitragt (Chen and
Li, 2001). Hier wird durch selektive Transporter der Stoffaustausch kontrolliert und gesteuert.
Nicht zuletzt bildet diese selektive Permeabilitdt die Grundlage flir einen der wichtigsten
mitochondrialen Prozesse, die Energiegewinnung durch oxidative Phosphorylierung. Diese
basiert auf der Bildung eines elektrochemischen Potentials Uiber die Membran und damit

einer protonmotorischen Kraft (PMK), die die Synthese von ATP antreibt.

3.1.2 Funktion der Mitochondrien

Zusatzlich zu der Funktion als Energielieferant der Zelle wie Fettsauremetabolismus und
Citratzyklus und oxidativer Phosphorylierung Ubernehmen Mitochondrien eine Vielzahl
weiterer Aufgaben. Sie sind Ort zahlreicher Reaktionswege wie der Phospholipidsynthese,
des Aminosaure- und Steroid-Metabolismus. Daneben dienen sie auch als Herstellungsort
von Eisen-Schwefel-Clustern (Lill and Kispal, 2000) sowie des Ham-Moleklls und spielen
eine Rolle in weiteren wichtigen Vorgangen wie Apoptose (Green and Kroemer, 2004) und
Ca?*-Homoostase (Bianchi et al., 2004; Szabadkai and Rizzuto, 2004). Vermutlich sind sie
auch in den Prozess der Alterung (Trifunovic et al., 2004; Fukui and Moraes, 2008) involviert.
Die 1950 von Harwell postulierte mitochondriale Theorie des Alterns, die durch den
"Teufelskreis" aus mtDNA-Mutationen, Atmungskettendefekten und Sauerstoffradikalen
(ROS) zu einer Akkumulation weiterer mtDNA-Mutationen fiihrt (Harwell et al., 1950) (Gruber
et al., 2008), wird mittlerweile in Frage gestellt. Vielmehr scheint der Vorgang der klonalen
Expansion einiger anfanglich entstandenen mtDNA-Mutationen zu schweren Defekten im
Zuge des Alterungsprozesses zu fuihren, wie sich nach Untersuchung an einzelnen Zellen
herausstellte (Khrapko et al., 1999; Bodyak et al., 2001, Wiesner et al., 2006).
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3.1.3 Die mitochondriale Atmungskette

Die zentrale Rolle der Mitochondrien ist, wie bereits erwahnt, die Energiebereitstellung in

Form von ATP zur Aufrechterhaltung grundlegender, wie auch spezifischer Zellfunktionen.

Complex | Complex I Complex Il Complex IV Complex V

Succinate Fumarate
NADH NAD*

Abb. 2 Schema der mitochondrialen Atmungskette.

Die Elektronen werden von den Reduktionsaquivalenten NADH auf Komplex | bzw. FADH, via Succinatoxidation
auf Komplex Il Ubertragen. Diese bewirken schlieRlich die Reduktion von molekularem Sauerstoff zu Wasser
durch Komplex IV. Die Komplexe |, Il und IV nutzen die Energie aus dem Elektronentransport zum Aufbau eines
Protonengradienten, der durch die ATP-Synthase (Komplex V) zur Katalyse der Bindung anorganischen
Phosphats an ADP genutzt wird. (Quelle: Zeviani and Di Donato, 2004)

Zusammen mit kerncodierten Untereinheiten, die nach der Synthese im Zytoplasma in das
Mitochondrium importiert werden, bilden die mtDNA codierten Proteinen der Atmungskette
die funf Komplexe in der inneren Mitochondrienmembran. Diese sind die NADH-
Dehydrogenase (Komplex 1), die Succinat:Ubichinon-Oxidoreduktase (Komplex II), die
Ubichinon:Cytochrom-c-Oxidoreduktase (Komplex 1ll), die Cytochrom-c-Oxidase (Komplex
IV) und die ATP-Synthase (Komplex V).
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Die oxidative Phosphorylierung ist unter aeroben Bedingungen die effizienteste Form der
Energiegewinnung und nutzt die aus der Glykolyse und Citratzyklus bereitgestellten
Reduktionsaquivalente zur exergonen Ubertragung von Elektronen auf Sauerstoff. Unter
anaeroben Bedingungen oder bei einem Defekt der Atmungskette erfolgt die Energie-
gewinnung Uber die Glykolyse, die beim Abbau von einem Molekil Glukose zu zwei
Molekilen Pyruvat einen Nettogewinn von 2 ATP und 2 NADH/H" ergibt. Da in diesem Fall
die Weiterverbrennung von Pyruvat durch die Atmungskette nicht mdglich ist, jedoch die
Glykolyse auf NAD" zur Oxidation weiterer Glukose angewiesen ist, erfolgt in Saugern die
Regeneration des Reduktionsaquivalents durch das Enzym Laktat-Dehydrogenase, das
Pyruvat zu Laktat reduziert und dabei NADH zu NAD" oxidiert.

Unter aeroben Bedingungen werden Pyruvat aus der Glykolyse wie auch Fettsauren,
Glycerin und Aminosauren zu Acetyl-CoA abgebaut. Im Citratzyklus wird Acetyl-CoA zu CO,
oxidiert, wobei gleichzeitig NAD* und FAD zu NADH und FADH, reduziert werden.

Elektronen werden von den Reduktionsdquivalenten NADH auf Komplex | (Janssen et al.,
2006) bzw. FADH, auf Komplex Il (Sun et al, 2005) dbertragen, der auch als
Succinatdehydrogenase Teil des Citratzyklus ist, und sukzessive Uber die Komplexe Il (Xia
et al., 1997) und IV (Taanman, 1997) schlieRlich, in einem mehrstufigen Prozess gemal der

Knallgas-Reaktion
Y2 O, + 2H" + 2™ —> H,0,
auf molekularen Sauerstoff Ubertragen.

Die Ubertragung zwischen den einzelnen Komplexen wird durch die Wasserstoff- bzw.
Elektronenlbertrager Ubichinon und Cytochrom c¢ gewahrleistet, die in die innere
Mitochondrienmembran eingelagert sind. Im Zuge der Elektronenibertragung wird die
Energie der stark exergonen Reaktionen in einem stufenweisen Prozess von den Komplexen
[, Il und IV zum Transport von Protonen entgegen ihres Konzentrationsgefalles von dem
Intermembranraum in die Matrix genutzt und so eine Protonenmotorische Kraft (PMK)

aufgebaut.

Der Transport eines Protons in die Mitochondrien-Matrix bei einem elektrochemischen
Gradienten von 200 mV setzt etwa 19,3 kJ/mol frei (Alberts et al., 1994).
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Die komplexe Struktur der ATP-Synthase (Komplex V) ermdglicht es, dessen potentielle
Energie durch den Ruickstrom durch die innere Mitochondrienmembran Uber den
Protonenkanal der Untereinheit F; in einer hochenergetischen Bindung zwischen ADP und
anorganischem Phosphat zu ATP zu konservieren. Die Ausnutzung eines chemiosmotischen
Gradienten zur Synthese von ATP bezeichnet man als chemiosmotische Kopplung
(MITCHELL, 1961).

Ein Nebeneffekt der Elektronen-Transportkette ist die Generierung reaktiver Sauerstoff-
spezies (ROS), die zum einen flr eine pathologische Schadigung der Mitochondrien
verantwortlich sind, zum anderen auch eine Funktion bei der Redox-Signaltransduktion

zwischen Organell und Zelle einnehmen (Droge, 2002).

Die ROS-Produktion in Mitochondrien kann zu oxidativen Schaden mitochondrialer Proteine,
Membranen und DNA und so zu einem Defekt der ATP-Synthese flihren. Darlber hinaus
sind auch weitere metabolische Funktionen wie Citratzyklus, Fettsaure-Oxidation, Harnstoff-
Zyklus, Aminosauremetabolismus, Hamsynthese und die Bildung von Eisen-Schwefel-
Cluster betroffen. Zusatzlich kénnen oxidative Schaden die Aktivierung von Apoptose
auslésen (Richter et al., 1995). Ein zentraler Ort der ROS-Generierung ist der Redoxcarrier
Flavinmononukleotid (FMN) im Zentrum von Komplex |, das durch seine zugangliche
Position die Ubertragung von Elektronen auf molekularen Sauerstoff begiinstigt und so zur
Bildung von O, -Radikalen fuhrt.

Es werden drei Zustande als ursachlich beschrieben:

1. ein hohes NADH/NAD*-Verhaltnis, das sich auf das AusmaR der Reduktion des
Flavinmononukleotid (FMN) auswirkt (Kussmaul and Hirst, 2006);

2. hohe Protonenmotorische Kraft (PMK) durch geringe ATP-Synthese und einen reduzierten
Ubichinon-Pool, der zu einem Ricktransport von Elektronen tber Komplex | auf O, fihrt
(Kudin et al., 2004) und

3. liegt unter normalen Bedingungen der NADH-Pool in oxidierterem Zustand vor, flhrt die
aktive ATP-Synthese zu einer niedrigen PMK, so dass weit weniger O, -Radikale anfallen,
deren genaue Quelle dabei unklar ist (Votyakova and Reynolds, 2001). Obwohl ROS
Uberwiegend an Komplex | entsteht, gibt es auch weitere Quellen fir die Entstehung von
Sauerstoffradikalen, wie z.B. Enzyme die mit dem NADH/NAD'-Pool verknipft sind oder
auch Komplex Il (Murphy, 2009).
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Mitochondrien haben verschiedene Schutz-Reaktionen entwickelt, um auf die Gefahr durch
Sauerstoffradikale zu reagieren. So wird das Superoxidanion durch die Mangan-Superoxid-
Dismutase (Mn-SOD) zu H,0; reduziert, welches durch die Gluthation-Peroxidase schlief3lich
in H,0 umgewandelt wird (Fridovich, 1978).

3.2 Humane mitochondriale DNA

Die mitochondriale DNA erinnert in vielen Punkten an ihren bakteriellen Ursprung. Das
zirkulare mtDNA-Molekul ist 16569 bp gro3 und umfasst 37 Gene. Die mtDNA ist, im
Gegensatz zur nuklearen DNA, nicht mit Histonen komplexiert (Alberts et al., 1994), jedoch
sind durchschnittlich 1-10 mtDNA-Molekule (Iborra et al., 2004), assoziiert mit einer Anzahl
anderer Proteine und Faktoren, in Nukleoide genannte Strukturen gefasst. Bei den
Komponenten handelt es sich um TFAM (das sowohl Transkriptionsfaktor als auch DNA-
Verpackungsproteins ist), das mitochondriale Einzelstrangbindende Protein mtSSB und
metabolische Proteine wie DNA-Polymerase y, mtRNA-Polymerase und mt-Helikase Twinkle
(Chen and Butow, 2005; Chen et al., 2005; Wang and Bogenhagen, 2006).

Die schichtenartige Struktur aus zentralen, an die mtDNA geknlpften Faktoren fir
Replikation und Transkription zusammen mit in einer peripheren Zone angeordneten
Molekile fir u.a. RNA-Prozessierung, Translation und der Zusammenbau der
Atmungskettenkomplexe, ist in Abb. 3 A dargestellt (Bogenhagen et al., 2008). Nukleoide
sind zudem, wie die mitochondrialen Ribosomen auch, mit der inneren Mitochondrien-
membran verbunden, weshalb die Annahme besteht, dass Nukleoide ein allgemeines
Zentrum der mitochondrialen Biogenese darstellen (Capaldi et al., 2002). Zusammen mit der
membrannahen Translation mitochondrialer Proteine an zytoplasmatischen Ribosomen, die
in direkter Folge durch Kanale in unmittelbarer Nahe zu den Nukleoiden in das Organell
importiert werden, kénnte dies eine Mdglichkeit zur Koordination der Komplexbildung
darstellen (Iborra et al., 2004). Die Organisation der mtDNA in Nukleoidstruktur hat auch

Einfluss auf die Verteilung heteroplasmatischer DNA-Varianten.
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Der mtDNA-Gehalt der Nukleoide ist strikt reguliert und ihre DNA-Komposition ist konstant.
So findet nahezu kein Austausch von DNA zwischen verschiedenen Nukleoiden statt. Die
Annahme der "stabilen Nukleoide" wurde durch Fluoreszenz in situ Hybridisierung (FISH)-
Experimente bewiesen und ist in Abb. 3 B dargestellt (Gilkerson et al., 2008). Dieses Modell
erklart sowohl konstante Heteroplasmiegrade Uber mehrere Zellteilungen als auch deren

schnelle Verschiebung in Richtung Homoplasmie.

A B
stabile
‘ Nucleoide
., T yo
- onA / N G o -
mRNA  Zentrum e e O

QmRNAP g poig Peripherie ‘8 0
W 1T = Twink ATAD3
== - Proib dynamische
QmTERF g msse Prohibitin dyramise

Abb. 3 Eigenschaften des mitochondrialen Nukleoids

A) Schichtenartiger Aufbau eines mitochondrialen Nukleoids. Im Zentrum befinden sich wichtige Proteine fir
Struktur und Nukleotidmetabolismus der mtDNA, in der Peripherie sind weitere Protein assoziiert, die eine
Verkniipfung des Nukleoids mit den metabolischen Anforderungen des Mitochondriums herstellen
(Quelle: Bogenhagen, Rousseau, Burke, 2008).

B) Modelle der Segregation der mtDNA in Nukleoidstrukturen. Im Falle der dynamischen Nukleoide erfolgt ein
Austausch von mtDNA-Molekilen zwischen Nukleoiden im Gegensatz zu dem Fall der stabilen Nukleoide, die
eine konstante mtDNA-Population aufweisen. Durch FISH-Experimente wurde nachgewiesen, dass Nukleoide
Uberwiegend in der stabilen Form vorliegen und ein Austausch von mtDNA nur minimal erfolgt
(Quelle: Gilkerson et al., 2008).
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Die humane mitochondriale DNA ist genetisch kompakt und besitzt keine Introns, nur wenige
redundante Sequenzen und drei nicht codierende Regionen (Anderson et al., 1981). Die
einzelnen Gene fir die 2 rRNAs und 13 mRNAs werden durch die 22 tRNA-Gene separiert,
die dazu gleichmaRig im Genom verteilt sind (punctuation model; Ojala et al., 1981) (siehe
Abb. 4). Sie nehmen eine besondere Funktion bei der Prozessierung polyzistronischer

Transkriptions-Vorstufen ein.

[ | Komplex | Untereinheiten
Komplex Il Untereinheiten

B «om plex IV Untereinheiten
Komplex V Untereinheiten
mitochondriale rRNA

M mitochondriale tRNA

COllK g S ND3
ATPas% coii

Abb. 4 Schema der mitochondriale DNA

Die humane mitochondriale DNA besteht aus einem 16 kb grofen zirkularen DNA-Molekil. Der dufiere Strang
codiert 28 Gene und wird durch seinen hohen Guanin-Gehalt als heavy strand (H-Strang) bezeichnet. Der innere
light strand (L-Strang), tragt hingegen die Information fiir 8 mitochondriale tRNAs und die Komplex I-Untereinheit
ND6. Die mtDNA tragt neben den Strukturgenen fiir einzelne Untereinheiten von Komplex | (blau), Komplex IlI
(grin), Komplex IV (rot), auch die Gene fur die beiden 16S- und 12S- rRNA (hellgrau) sowie fir 22
mitochondrialen tRNAs (dunkelgrau). Die Replikationsurspriinge Oy und O, des H- bzw. L-Stranges sowie die

entsprechenden Promoter, Py und Py,sind eingezeichnet. (Quelle: verandert nach Zeviani and Di Donato, 2004)

Die Strukturgene codieren fur einige Untereinheiten der einzelnen Komplexe mit Ausnahme
von Komplex Il, der vollstandig kerncodiert ist. Diese sind die Untereinheiten ND1-6 und
ND4L der NADH-Dehydrogenase (Komplex ), Cytochrom-b, Bestandteil der Ubichinon:
Cytochrom-c-Oxidoreduktase (Komplex Ill), die Untereinheiten 1, 2 und 3 der Cytochrom-c-

Oxidase (Komplex 1V) und die Untereinheiten 6 und 8 der ATP-Synthase (Komplex V).
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Die Information flr den Grolfiteil der Untereinheiten der Komplexe ist im Kern gespeichert, da
es im Laufe des Evolutionsprozesses zu einem Transfer und Integration mitochondrialer
Gene in das nukledre Genom gekommen ist (Anderson et al., 1981), was zu einer starken

Verkleinerung des mitochondrialen Genoms gefuhrt hat

Die Vererbung der mitochondrialen Genome erfolgt in der Regel ausschliel3lich maternal, da
die weibliche Eizelle, verglichen zu einer Spermienzelle, einen 10.000-fachen Uberschuss an
Mitochondrien besitzt und paternale Mitochondrien nach der Fertilisation durch Ubiquitin-
Markierung selektiv eliminiert werden (Kaneda et al., 1995; Sutovsky et al., 1999). Ein
einzigartiger Fall von paternalem mtDNA-Transfer wurde bei einem Jungen mit einer
Mutation des ND2-Gens entdeckt (Schwartz and Vissing, 2002), die Inzidenz einer solchen
paternalen Vererbung beim Menschen konnte jedoch bisher nicht spezifiziert werden
(Schwartz and Vissing, 2003).

Der einzige weitere dokumentierte Fall einer paternalen Vererbung in Saugern stammt aus
einer Ruckkreuzungsstudie zweier Mausstamme, bei der die Haufigkeit auf 1:10.000 beziffert
wurde (Gyllensten et al., 1991). Jedoch konnten diese Ergebnisse in einer weiteren Studie
nicht wiederholt werden (Shitara et al., 1998).

3.2.1 Replikation

Die einzelnen mtDNA-Molekiile eines Mitochondriums replizieren unabhangig voneinander
und sind nicht, wie die nukledrer DNA, strikt zellzyklusspezifisch reguliert. Weder eine
genaue Anzahl der Teilungen, noch die Garantie, dass tatsachlich jedes mtDNA-Molekiil pro
Zellzyklus eine Verdopplung durchlauft, ist festgelegt. Es besteht ein kontinuierliches Gleich-
gewicht zwischen Replikation und Degradierung, wobei dieser turnover, genau wie die
Replikation und Verteilung im Rahmen einer Zellteilung, zufallig stattfindet und zu zufalligen
Weitergabe (random segregation) verschiedener mtDNA-Molekile (Clayton, 1982) flhrt.
Dieser Prozess findet auch in ausdifferenzierten, postmitotischen Zellen statt (Bogenhagen
and Clayton, 1977).

Nach neueren Erkenntnissen kann die Replikation nach zwei unterschiedlichen Mecha-
nismen ablaufen. Die zuerst postulierte unidirektionale und partiell asymmetrische Synthese,
kann nun durch das alternative Modell einer diskontinuierlichen symmetrischen DNA-
Synthese, die an den beiden komplementaren Strange gekoppelt ablauft, erganzt werden.
Nach dem asymmetrischen Modell erfolgt die Leitstrang-Synthese durch Initiation an dem
Ursprung Oy, verlauft Gber Ausbildung einer Replikationsblase, bis nach 2/3 der Strecke der

Ursprung O, fUr den Start der Folgestrang-Synthese zuganglich wird (Clayton, 1982).
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Das zweite Modell beschreibt eine gleichzeitig an beiden parentalen Strangen ablaufenden
DNA-Synthese, ausgehend von einer breiten Zone von Replikationsorten im D-loop, die in
beide Richtungen ablauft (Holt et al., 2000; Yang et al., 2002) . Dieser Lokus konnte
hauptsachlich fur mtDNA-Erhalt unter steady state-Bedingungen verantwortlich sein. Die
mtDNA-Synthese, ausgehend von den zuvor identifizierten Urspriingen Oy und Oy, lauft
vermutlich fir die Erholung nach Depletion oder Erhdhung der Replikationsgeschwindigkeit

bei veranderten Stoffwechselbedingungen ab (Fish et al., 2004).

Die Replikationsmaschinerie umfasst zudem noch die mitochondriale Endonuklease RNase
P (MRP) (Chang and Clayton, 1987, Lee and Clayton, 1998), die an der Primer-Bildung
beteiligt sein soll sowie die DNA Polymerase y mit einer Vielzahl weiterer Faktoren, die zu
ihrer Funktionalitat beitragen, wie z.B: Twinkle, mtSSB, TFAM, Topoisomerase und die

mitochondriale DNA Ligase (Fernandez-Silva et al., 2003).

Ein relativ ineffizientes DNA-Reparatursystem, die hohe Replikationsrate, der Angriff von
Sauerstoffradikalen und schlieBlich die hohe Fehlerrate der Polymerase machen das mito-
chondriale Genom besonders anfallig fir Mutationen. Zusatzlich erhéhen der fehlende
Histonschutz und ein ineffizienter Fehlererkennungsmechanismus die Verletzlichkeit der
mtDNA. Es weist demnach im Vergleich zum nukledren Genom eine ca. 10-fach héhere
Mutationsrate auf (Wallace et al., 1998; Croteau et al., 1999, Horai et al., 1991, Pesole et al.,
1999).

3.2.2 Transkription

Mitochondriale DNA wird im Gegensatz zum nuklearen Genom, das von drei Polymerase-
Enzymkomplexen transkribiert wird, von einer eigenen RNA-Polymerase umgeschrieben, die
aus einer einzigen, 1230 AS groRen Untereinheit besteht, und im Kern codiert ist. Sie wird
mit einem N-terminalen Zielsignal, das nach dem Import entfernt wird, in die Mitochondrien
dirigiert. Startpunkt der RNA-Synthese sind die Promotoren LSP, HSP1 und HSP2, von
denen aus die mtDNA in drei unterschiedliche Transkriptionseinheiten umgeschrieben wird.
Die Synthese ausgehend von LSP umfasst den gesamten leichten Strang in einer Richtung.
Vom Transkriptionsstartpunkt HSP2 ausgehend, erfolgt in entgegengesetzter Richtung die
Synthese des kompletten schweren Strangs mit Ausnahme des Gens der tRNA™™, das sich

mit der Promotorsequenz tiberschneidet.
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Die Einheit, ausgehend von HSP1, weist als einzige einen klar definierten Terminationspunkt
auf (Christianson and Clayton, 1988), der sich am Ende des 16 S rRNA-Gens befindet und
von der Bindung des mitochondrialen Transkriptions-Terminationsfaktor mTERF an einer 28
bp lange Region im Gen der tRNA*"YR abhingt. So entsteht ein Transkript, das die beiden
rRNAs 12 S und 16 S sowie die tRNA”™ und tRNA""UR) ymfasst (Montoya et al., 1983).

Dieser Mechanismus dient dazu einen 15 — 60-fachen Uberschuss an rRNAs im RNA-Pool
zu generieren, der sich primar aus der erhéhten Neusyntheserate, aber auch aus einer
hoheren Lebensdauer der rRNA-Transkripte zusammensetzt (Gelfand and Attardi, 1981).
Der mitochondriale Transkriptionsfaktor mTERF, dessen spezifische Bindungsstelle sich im
Gen der tRNA""UUR) pefindet, spielt so eine Rolle in der Terminationskontrolle, scheint
zusatzlich aber noch eine koordinative Funktion von Replikation und Transkription zu

Ubernehmen (Hyvarinen et al., 2007).

Die mitochondriale Transkription kann nicht alleine durch die Polymerase vy initiiert werden,
sondern bedarf der Unterstlitzung der Transkriptionsfaktoren TFAM und einer der beiden
Paralogen TFB1M oder TFB2M (Falkenberg et al., 2002). TFAM ist dabei essentiell fur die
Aktivierung und bindet sequenz-spezifisch in exakt definierter Distanz zu den Transkriptions-
Startstellen des H- bzw. des L-Stranges (HSP bzw. LSP).

Dort bewirkt die TFAM-Bindung strukturelle Veranderungen und fuhrt somit zur Entwindung
der helikalen DNA-Struktur an der Transkriptions-Initiationsstelle (Dairaghi et al., 1995). Die
exakte Funktion der beiden Faktoren TFB1M und TFB2M ist bislang noch unbekannt, jedoch
deutet die Ahnlichkeit zu einer RNA-Methyltransferase-Familie darauf hin, dass eine
Bindungsfahigkeit fir RNA als auch Einzelstrang-DNA besteht. So kénnte ein neu
synthetisierter RNA-Strang gebunden werden und damit eine DNA/RNA-Hybridbildung

vermieden werden, die den Transkriptionsvorgang blockieren wirde.

Die vorlaufigen polyzistronischen Transkripte werden durch endonukleolytische Spaltung in
einzelne RNA-Molekiile umgewandelt. Gemafl dem punctuation model (Ojala et al., 1981)
sind die tRNAs zwischen den einzelnen Genen der mRNAs und rRNAs positioniert und
dienen als Restriktionssignale fur die 5'- und 3'-prozessierenden Enzyme RNase P und
RNase Z.

Erst im Zuge der nachfolgenden Polyadenylierung entstehen bei menschlichen mitochon-
drialen mRNAs die eigentlichen Stop-Codons, die bei einigen mMRNAS fehlen (Ojala et al.,
1981). Eine zusatzliche Rolle der Polyadenylierung bei der Stabilitdt und Translations-

effizienz der m-RNA wird kontrovers diskutiert (Tomecki et al., 2004).
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3.2.3 Translation

Wie bereits in 3.1.1 erwahnt, unterhalten Mitochondrien einen eigenen Proteinsynthese-
apparat zur Synthese der 13 mitochondrial codierten Proteinuntereinheiten der Atmungs-
kettenkomplexe. Mit Ausnahme der rRNAs und tRNAs sind wesentliche Bestandteile, wie
z.B. ribosomale Proteine, Aminoacyl-tRNA-Synthetasen und Initiations-, Elongations-, und
Terminationsfaktoren im Kern codiert und missen in die Mitochondrien importiert werden
(Towpik, 2005). Das Mitochondriale Ribosom unterscheidet sich vom zytoplasmatischen
Ribosom in seiner Grélke, dem Aufbau aus den Prokaryoten-ahnlichen 12 S und 16 S
rRNAs, und dem anteilmaRig hohen Proteingehalt (Patel et al., 2001). Trotz Ahnlichkeiten
zum prokaryotischen System unterscheiden sich die mitochondrialen Ribosomen durch das
Fehlen einer Anti-Shine-Dalgarno-Sequenz, ebenso wie eines 5'-Methylguanosin-Caps und

der 5'-untranslatierten Region der mRNAs.

Die Einzelprozesse der mitochondrialen Translation — Initiation, Elongation und Termination
— sind bisher nur ansatzweise erforscht. Einzelne Komponenten wie die Elongationsfaktoren
EF-Tu, EF-Ts und EF-G und der Terminationsfaktor RF1 &hneln den ihnen homologen
Faktoren von E.coli und auch der Elongationszyklus zeigt eine nahe Verwandtschaft zu dem

prokaryotischen System (Rorbach et al., 2007).

Mitochondrien verwenden einen vom universellen nukledren Triplett-Code abweichende
genetischen Code (Barrell et al., 1979). So codiert in den Mitochondrien das Basentriplett

UGA flr die Aminosaure Tryptophan, wahrend es im universellen Code die Aufgabe des

Stop-Codons Ubernimmt. Andererseits sind die Tripletts AGA und AGG in den Mitochondrien
Stop-Signale, wahrend sie im universellen Code fir die Aminosaure Arginin stehen. Auch
das Triplett AUA wird abweichend, statt mit Isoleucin mit Methionin Gibersetzt und dafir AUU
und AUC als Isoleucin translatiert (s. Abb. 5).
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Standard- Mitochondrialer

Codon code Code

UGA Stop Trp

UGG Trp Trp

AUA lle Met

AUG Met Met

AGA Arg Stop

AGG Arg Stop

Abb. 5 Mitochondriale Abweichungen vom universellen Code nukledrer DNA.
Zum Schutz vor Reaktiven Sauerstoffradikalen wird vermehrt Methionin in mitochondrial codierte Proteine

eingebaut, das dann, an der Molekiloberflache positioniert, Oxidationsschaden vermindert.

Um die verbleibenden mdglichen 60 Tripletts den 20 Aminosauren zuzuordnen, ist dieselbe
Aminosaure durch mehrere Codons verschlisselt. Deren tRNAs bezeichnet man daher als
Isoakzeptoren, den Code als degeneriert. Fiir die Aminosaure Leucin sind dies tRNA(CUN
und tRNA""UYR) fiir Serin tRNASSACY) tRNASSACN)  Gleichzeitig kénnen auch verschiedene
Basentripletts mit der gleichen tRNA interagieren (Wobble-Hypothese), da die dritte Position

des Codons unibliche Basenpaare bildet (Barrell et al., 1980).

Die Translation beginnt mit der Anlagerung der mRNA an die kleine Ribosomen-Untereinheit,
anschliefiend folgt die Assoziation an die grof’e Untereinheit. Innerhalb des Ribosoms
befinden sich drei Zentren, die von jeder tRNA der Reihe nach durchlaufen und als A-

(Aminoacyl)-, P- (Peptidyl-) und E- (Exit-) Stellen bezeichnet werden.

Die Synthese lauft ab, indem eine aminoacylierte tRNA die A-Stelle besetzt, in der P-Stelle
die Aminosaure Uber eine Peptidbindung an das wachsende Protein knipft und in der E-

Stelle das Ribosom wieder deacyliert verlasst.

Zahlreiche Proteinfaktoren werden bei dem Durchlaufen der drei Phasen der Initiation,

Elongation und Termination bendtigt, auf die jedoch hier nicht im Detail eingegangen wird.
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3.3 tRNA

Die tRNA als Werkzeug zur Ubersetzung des Codes in die Aminosduresequenz nimmt eine
zentrale Rolle bei der Proteinsynthese ein. Die dreidimensionale Struktur und Faltung ist von
essentieller Bedeutung bei der Erkennung durch die jeweilige Aminoacyl-tRNA-Synthetase

(aaRS) wie auch bei der Einpassung in die Ribosomenbindestelle.

Der Gebrauch einzelner tRNAs korreliert mit der GroRe des tRNA-Pools in den
Mitochondrien und resultiert in einem spezifischen Codongebrauch (codon usage), der eine
grol’e Rolle bei der Regulation der Proteinbiosynthese spielt. Selten verwendete Codons
kénnen die Translation bremsen, wahrend haufig genutzte Codons die Translation be-

schleunigen kénnen.

Zudem sind die 13 mitochondrial codierten Proteine stark hydrophob, so dass sich dieses
Ungleichgewicht in einem unterschiedlichen Bedarf an den spezifischen tRNAs auswirkt. So
werden die tRNAs z.B: fur Serin, Isoleucin, Threonin und Leucin in weitaus héheren Mengen
bendtigt als andere (z.B. tRNA®) (Florentz et al., 2003).

Abgesehen von ihrer zentralen Funktion bei der Translation, sind sowohl tRNA als auch
aaRSs an weiteren zellularen Prozessen beteiligt. tRNAs sind bei der Expressionsregulation
ihrer aaRs involviert, weitere Funktionen der aaRSs beinhalten u.a. die Regulation ihrer
eigenen Expression, tRNA Transport, RNA-Splicing, Aminosauren-Biosynthese und

Apoptose.

3.3.1 Allgemeine Struktur der tRNA

Die Sekundarstruktur einer typischen tRNA beschreibt die Form eines Kleeblatts mit vier
Seitenarmen, die jeweils nach ihrer Funktion bzw. Struktur benannt sind (Goldman, 2008).
Der Akzeptor-Arm endet mit einer nachtraglich am 3'-Ende angehangten CCA-Sequenz, an

die schliel3lich die Aminosaure gebunden wird (siehe Abb. 6).

Der Anticodon-Arm enthalt das Nukleotid-Triplett in der Mitte seiner Schleife, die
Bezeichnung des TywC-Arms bzw. des D-Arms bezieht sich auf die Anwesenheit spezifischer
Basenmodifikationen (Dehydrouridin (D), Ribothymidin (T) und Pseudouridin (y). Zusatzlich
werden zahlreiche weitere Basen durch spezifische tRNA-Modifikationsenzyme post-trans-
kriptionell modifiziert (Bjork, 1995; Helm, 2006) (siehe 3.4.1.4). Ein zusatzlicher variabler Arm
ist bei einigen tRNAs zwischen dem T- und dem Anticodon-Arm positioniert und variiert stark

in seiner GrolRe.
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In der Tertiarstruktur ist die tRNA L-férmig gebogen und bildet zwei Doméanen, die

Uberwiegend aus Akzeptor- und Anticodon-Stamm bestehen (Steinberg et al., 1997).
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Abb. 6 Sekundar- und Tertiarstruktur eines tRNA-Molekiils.
Die unterschiedlichen Stdmme und Schleifen sind farblich gekennzeichnet. Die Sekundarstruktur hat die Form
eines Kleeblatts und entsteht durch intramolekulare Basenpaarungen. Die Tertiarstruktur der tRNA entsteht

Uberwiegend durch Wasserstoffbriickenbindungen und bewirkt eine dreidimensionale Faltung in L-Form.

3.3.2 Struktur mitochondrialer tRNAs

Die mitochondrialen tRNAs zeigen im Vergleich zu zytoplasmatischen tRNAs einen
ungewodhnlich hohen Anteil von Adenosin- und Uridin-Nukleotiden (Mittelwerte 35,9 % A;
28,4 % U; Jones et al., 2006) und sind in ihrer Struktur und Sequenz weit weniger stark
konserviert als die tRNA der Prokaryonten und die nuklear codierten tRNA der Eukaryonten.
Die Lange der mitochondrialen tRNAs liegt im Bereich von 73 bis 95 Nukleotiden und ist

damit klrzer als die ihrer zytoplasmatischen Variante (aus: http://www.mitomap.org, 2009).

Die strukturellen Eigenschaften der mt-tRNAs sind von essentieller Wichtigkeit fur ihre

Funktionalitat in verschiedenen Bereichen der mitochondrialen Biogenese.

Dazu gehort die optimale Identifikation und Bindung der entsprechenden aaRS, Interaktion
mit Translations-, Initiations- und -Elongationsfaktoren und den Ribosomen und schlief3lich
die Erkennung durch Enzyme wie RNase P, Nucleotidyl-Transferase und post-

transkriptionale Modifikationsenzyme, die zu der Reifung der tRNA beitragen.
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Die 14 tRNAs, die vom schweren H-Strang der mtDNA transkribiert werden, haben in der
Regel einen niedrigen Guanin-Gehalt ("leichte tRNAs"), die 8 tRNAs des leichten L-Stranges
weisen entsprechend einen niedrigeren Cytosin-Gehalt auf ("schwere tRNAs") (Anderson et

al., 1981). Eine Ausnahme bilden die beiden tRNAs flir die Aminosaure Leucin.

Abgesehen von den beiden tRNA fir Serin besitzen alle mt-tRNAs die regulare
Kleeblattform, jedoch mit zum Teil starken Abweichungen und GréRenvariationen in der D-
und T-Domane. Die Abwesenheit ganzer Struktur-Domanen (tRNAS™SY) sowie einiger
konservierter Sequenz-Modifikationen wie TyC ist nicht untblich. Die leichten tRNAs weisen
hingegen zahlreiche Fehlpaarungen auf, im Gegensatz zu den schweren tRNAs, die
zahlreiche GT-Paarungen haben. Die Tertiarstruktur der beiden tRNAs fir Leucin sowie
Glutamin und Asparagin ist stark konserviert und schlief3t auch Interaktionen der D- und T-
Schleifen ein. Somit weisen diese Molekile eine Form auf, die damit sehr stark der
klassischen tRNA-Struktur entspricht.

Zusatzlich haben mitochondriale tRNAs im Vergleich zu ihrem zytoplasmatischen Pendant
eine niedrigere thermodynamische Stabilitdt resultierend aus einem erniedrigten GC-Gehalt
in der Stammregion und trunkierten D- und T-Doménen. Diese Instabilitdt macht tRNAs

anfallig fur strukturelle Stérungen und Deaktivierung durch pathogene Mutationen.
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Abb. 7  Strukturbezogene Pravalenz von pathogenen Basenaustausche bzw. -deletionen im tRNA-Molekiil.

Die tRNA ist in der kleeblattfdrmigen Sekundarstruktur dargestellt. Die Anticodon-Region ist nahezu frei von
Veranderungen, da Mutationen in diesem Bereich einen gravierenden Effekt auf die Erkennung der passenden
Triplettsequenz der mRNA hatte und zu defizienten Proteinen flihren wirde. Positionen einer Mutation, die nur
ein tRNA-Gen betreffen, sind, wie in der Legende angegeben, in griin dargestellt, Positionen, die zwei Gene
betreffen in blau. Mutationen, die in drei oder mehr Genen lokalisiert sind, sind rot gekennzeichnet (Quelle:
Wittenhagen and Kelley, 2003).
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Die Haufigkeitsverteilung der Mutationen in einer humanen mitochondrialen tRNA erstreckt
sich Uber alle Domanen der Kleeblattstruktur (s. Abb. 7). Jedoch sind die Nukleotide des
Anticodon, mit nur einer einzigen Mutation (Moraes et al., 1993a), am seltensten betroffen,

da diese die Proteinsynthese empfindlich stéren wirde und somit flr die Zelle letal ware.
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Mutationen, die mit einem klinischen Phénotyp assoziiert sind, treten in den verschiedenen Genen der
mitochondrialen tRNA in unterschiedlicher Haufigkeit auf. Die drei Molekile mit der hdchsten Dichte an
Mutationen sind tRNA"“YR: {RNA"™ und tRNA"™ (Quelle: Wittenhagen et al., 2003).(Daten aus:

http://www.mitomap.org, 2009).

Abb. 8 gibt einen Uberblick Uber die Verteilung der pathogenen Mutationen innerhalb der
mitochondrialen tRNA-Gene. Fir jedes Molekul ist bereits mindestens eine Mutation
verzeichnet worden, drei tRNAs sind jedoch deutlich starker betroffen als die anderen und
konzentrieren 50 % der bekannten pathogenen Mutationen auf sich. Dies sind tRNA"®,
tRNA"® und tRNA"R " wobei letztere im Zusammenhang mit (iber 20 verschiedenen
Mutationen steht und so als Mutations-hot spot bezeichnet wird. Eine mégliche Erklarung,
warum diese tRNA im Fokus der Mutationen steht, ist ihre der zytoplasmatischen tRNA-
Struktur stark ahnelnde Form, die durch die damit verbundenen starkeren Wechselwirkungen

eine gewisse Toleranz gegeniber dem moglicherweise dramatischen Effekt dieser
Mutationen aufweist.

Wie bereits beschrieben, besitzen die anderen mitochondrialen tRNAs mit trunkierten T- und
D-Domanen eine geringere Thermostabilitit und der strukturstérende Effekt eines
Basenaustauschs oder einer Deletion konnte dort weniger tolerierbare Malie annehmen, als

wie es moglicherweise bei der tRNA"“"R) der Fall ist.
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3.4 Prozessierung und Modifizierung der mtRNAs

Die polyzistronischen Primartranskripte werden prozessiert und polyadenyliert. Die
Generierung der individuellen Transkripten erfolgt durch zwei spezielle mitochondriale
RNasen. Schon wahrend dieser Reaktionen kommt es zu spezifischen Basen-Modifikationen
der mt-tRNA. Alle diese Prozesse sind von essentieller Bedeutung fiir die Funktionalitat der
reifen mtRNA.

3.4.1 Prozessierung der primaren Transkripte

Die Transkription mitochondrialer Gene resultiert, wie bereits in 3.2.2 beschrieben, in drei
polyzistronischen Einheiten, deren einzelne Transkripte bei der Restriktion der tRNAs
generiert werden. Dies geschieht durch die beiden Endonukleasen RNase P und RNase Z,
die spezifisch am 5’- bzw. am 3’-Terminus der tRNA schneiden. Die Erkennung der exakten
Restriktionsstelle erfolgt Uber raumliche Strukturen durch Auffaltung der tRNA. Da alle
mitochondrialen tRNAs durch das gleiche Enzym prozessiert werden, scheint es sich bei

dem Strukturmotiv um die allen tRNAs gemeinsame L-Form zu handeln.

Im Anschluss daran durchlduft das tRNA-Molekul zahlreiche chemische Basen-
modifikationen und nach Anknipfung der Triplettsequenz CCA am 3’-Ende die ATP-
abhangige Acylierung mit der entsprechenden Aminosaure. Die Zuordnung der Aminosaure
zu dem passenden Anticodon erfolgt Gber die jeweilige Aminoacyl-tRNA-Synthetase, die ihre

tRNA durch strukturelle Wechselwirkungen erkennen.
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Abb. 9 Prozessierung primarer Transkripte.

Mitochondriale tRNAs werden als polyzistronische Transkripte generiert und dann durch spezifische Endo-
nukleasen am 5’-und 3’-Ende prozessiert. Durch die Restriktion des 3’-Endes durch die RNase Z wird die Addition
der drei Nukleotide CCA an das 3’-Ende der tRNA mit dem Enzym CCAse ermdglicht. Das tRNA-Molekiil unter-
geht wahrend der Reifung weiteren chemische Modifizierungen einzelner Nukleotide/Basen (im Schema nicht
gezeigt). Nach Erkennung durch die cognate Aminoacyl-tRNA-Synthetase (aaRS) erfolgt die ATP-abhangige

Veresterung der passenden Aminosaure (aa) an die CCA-Squenz am 3'tRNA-Terminus (Levinger et al., 2004a).
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3.4.1.1 5'-End-Prozessierung durch Endonuklease RNase P

5’-End-Prozessierungen erfolgen sowohl im Kern als auch in den Mitochondrien. Katalysiert
wird diese Reaktion jedoch durch isoenzymatische Varianten der Endonuklease RNase P .
Im Gegensatz zum nuklearen Enzym besitzt die mitochondriale RNase P keine katalytische
RNA-Untereinheit und ist daher nach neuen Erkenntnissen kein Ribonukleoprotein
(Rossmanith et al., 2008). Das Enzym besteht aus drei Untereinheiten, von denen MRPP1
und MRPP2 dem Enzym die tRNA-Bindungskapazitat verleihen.

MRPP1 wird zudem aufgrund seiner Homologie zur Hefe-Methytransferase Trm10 ebenfalls
eine zusatzliche Funktion bei der m'Gg-Methylierung mitochondrialer tRNAs zugedacht
(Nachbargauer, Holzmann, Rossmanith, unpublizierte Daten). Sequenz-Analyse der dritten
Untereinheit MRPP3 deckte Ahnlichkeiten mit Domanen spezifisch fiir Metallonukleasen auf
(Dupureur, 2008) und veranlasst so zur Spekulation, dass MRPP3 eine neuartige
Metallonuklease-Domane hat und so RNA hydrolisiert ahnlich dem Mechanismus, der fir

Ribonukleoproteine angenommen wird (Steitz and Steitz, 1993).

3.4.1.2 3'-End-Prozessierung durch Endonuklease RNase Z

Im Gegensatz zur RNase P ist die Endonuklease RNase Z sowohl in Mitochondrien als auch
im Nukleus aktiv (Takaku et al., 2003). In Eukaryoten wird es zusatzlich von ELAC2 codiert,
das als Resultat einer Duplikation des kurzen ubiquitdr vorkommenden ELAC1-Gens
angenommen wird, sich jedoch durch abweichende Substratspezifitdt und zusatzliche
Aktivitaten im RNA-Metabolismus unterscheidet. Die lange Form der RNase Z prozessiert
das Substrat bis zu 1.600-fach effizienter als die kurze Form. Sie besitzt ein starkes
mitochondriales Importsignal und kann sowohl nuklear als auch mitochondrial codierte pra-

tRNAs prozessieren (Dubrovsky et al., 2004).

RNase Z prozessiert in vitro wie auch in vivo nur bereits 5'-geschnittene Transkripte. Die
Mechanismus ergibt somit eine definierte Prozessierungs-Reihenfolge (Manam and Van
Tuyle, 1987; Kunzmann et al., 1998), bei der zuerst RNase P den 5'-Leader des Transkripts
entfernt und nachfolgend RNase Z am 3'-Ende der tRNA endonukleolytisch aktiv wird. Es
wird angenommen, dass eine lange 5'-Leadersequenz die Aktivitdt der RNase Z behindert
(Nashimoto et al., 1999).
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3.4.1.3 CCA-Addition

Die CCA-Addition am 3’-Terminus der tRNA ist einer der essentielle Schritte der tRNA-
Reifung in Mitochondrien. In humaner mtDNA ist die CCA-Sequenz im Gegensatz zu
nukledrer DNA nicht in den tRNA-Genen codiert, sondern wird post-transkriptional durch die
Aktivitat der ATP (CTP):tRNA Nukleotidyltransferase, auch CCA-addierendes Enzym
genannt, synthetisiert. Dabei handelt es sich um eine Matritzen-unabhangige Polymerase. In
Bakterien und Hefe wurde gezeigt, dass das Enzym eine bestimmte Struktur, die aus der
Interaktion der D- und T-Schleifen hervorgeht, erkennt (Spacciapoli et al.,, 1989). Da
mitochondriale tRNAs keine Consensus-Sequenz der D- und T-Schleifen aufweisen, ist der
benannte Erkennungsmechanismus nicht eins zu eins uUbertragbar. Der Mechanismus ist in
Mitochondrien noch nicht entschlisselt, jedoch ergaben Forschungen, dass zumindest der T-

Arm eine wichtige Rolle bei der effizienten CCA-Addition spielt (Nagaike et al., 2001).

3.4.1.4 Modifizierung
Bislang sind ca. 100 verschiedenen Basenmodifikationen in tRNAs beschrieben worden

(Helm et al., 2006). Deren Funktionen kénnen in zwei Kategorien unterteilt werden:

- Modifikationen im tRNA-Zentrum, die die Auffaltung zur Tertiarstruktur unterstiitzen und
- Modifikationen in der Anticodon-Schleife, die in die Codon-Erkennung involviert sind und

Einfluss auf den Aminoacylierungsprozess haben (Nakanishi and Nureki, 2005).

Diese finden laut der reinforcement-Theorie sukzessiv hintereinander statt, wobei zuerst
Modifikationen in der Akzeptor-Domane die T-Schleife stabilisieren und Interaktion mit der D-
Schleife unterstiitzen und dadurch die nachfolgende Modifikation in der Anticodon-Domane
erleichtern (Helm, 2006).
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Abb. 10 Lokalisation unterschiedlicher Basenmodifikationen in der tRNA-4VYR).

Dihydrouridin (D) befindet sich in der entsprechend benannten D-Schleife und ist dort ein wichtiger Fakter bei der
Auffaltung in die L-formige Tertiarstruktur, Pseudouridin ist in der TyC —Schleife lokalisiert. Eine Taurin-
Methylierung der Base Uracil im Anticodon der tRNA ist essentiell fir die Codonerkennung bei der Translation
und erleichtert die Wobble-Bindung (Quelle: Florentz et al., 2003).

Jede mitochondriale tRNA enthalt im Schnitt ca. 7-20 post-transkriptional modifizierte Basen.
Haufig modifiziert sind in der Regel die wobble base des Anticodons und die Base, die 3’
zum Anticodon positioniert ist, was so mdglicherweise die Effizienz der Wobble-Codon-
Erkennung erhoht. Einige modifizierte Nukleotide wie Dihydrouridine oder Ribothymidin sind
hochkonserviert innerhalb der tRNA und dienen dadurch als Namensgeber der beiden tRNA-
Stdmme. Im Gegensatz zu den zytoplasmatischen tRNAs sind Modifikationen der mt-tRNA in

der Regel in ihrer Haufigkeit und Variabilitat reduziert.

Einige Basenveranderungen kompensieren den Verlust von Sekundar- oder Tertidrstrukuren,
indem sie die Faltung unterstiitzen, wie fiir tRNA""“"YR) ynd tRNA"® in vitro gezeigt wurde
(Helm, 2006; Sohm et al., 2003).

Die mitochondrialen Enzyme, die diese Modifikationen katalysieren, sind zum Teil spezifisch
und in einem eigenstandigen Gen im Kern codiert, es kdnnen jedoch auch Enzyme sein, wie
die humane Pseudouridin-Synthase (Pus1p), die sowohl im zytoplasmatischen als auch
mitochondrialen Kompartiment vorkommen und mit aller Wahrscheinlichkeit auch in beiden
aktiv sind. Einige spezifische mt-tRNA Modifikationsenzyme sind auch im Zusammenhang
mitochondrialer Erkrankungen identifiziert worden. Hypomodifikationen der tRNA sind eine
haufige Ursache flir mitochondriale Dysfunktion mit pathologischem Verlauf wie z.B.

Muskelschwéache, Laktatazidose, oder Myoklonusepilepsie (Kirino et al., 2005).
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In Abb. 10 ist die Basenmodifikation der tRNA"*""UR) dargestellt. Diese besitzt die tblichen
Modifikationen des T- und D-Arms und weist eine Taurinmethyl-Gruppe an der Wobble-Base

Uracil auf. Zusatzlich sind weitere von Guanin- und Cytosin-Basen methyliert.

3.4.2 Aminoacylierung

Die 20 proteinogenen Aminosauren werden durch die passende, spezifische Aminoacyl-
tRNA-Synthetase aktiviert und mit dem 3'OH-Ende der entsprechenden tRNA verestert. Die
Beladung der zwei Isoakzeptoren von Serin wie auch von Leucin erfolgt in beiden Fallen
durch nur jeweils eine Synthetase (Szymanski et al., 2001). Die Reaktion kann man in zwei
Teile gliedern. Bei der ersten Teilreaktion wird die Carboxylgruppe der Aminosaure durch
eine Anhydridbindung mit ATP aktiviert. Die anschlielende Hydrolyse bewirkt, dass das
Reaktionsprodukt Aminoacylat mit der passenden tRNA reagiert und schlie3lich die
Aminoacyl-tRNA, Pyrophosphat und AMP vorliegen (Ibba and Soll, 2000).

Die Synthetasen lassen sich aufgrund ihrer Struktur, dem Reaktionsmechanismus sowie
ihrer Entwicklung zwei Klassen zuordnen. Die Enzyme der Klasse | besitzen eine
charakteristische katalytische Domane mit einer sog. Rossmann-Faltung und Ubertragen den
aktiven Aminoacylrest von Adenylat auf die 2'-OH-Gruppe, wahrend die Klasse || Enzyme mit
einer Zentrum aus R-Faltblatt- und a-helix Strukturen das Adenylat auf die 3'-OH-Gruppe des

3'-terminalen Adenosins der tRNA transferiert.

Die hohe Beladungsspezifitit der tRNA-Synthetasen wird durch eine Vielzahl von
Interaktionen mit der Struktur der passenden tRNA gewahrleistet. Fehler werden durch eine
pra- und post-transfere Editierung erkannt und korrigiert und letztendlich wird damit eine 99

prozentige Fehlerfreiheit erzielt.
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3.5 Mitochondriale Erkrankungen (Mitochondriopathien)

Die erste Beschreibung einer mitochondrialen Erkrankung bei einem Patienten mit
Belastungsintoleranz, Muskelschwache und einem nicht-thyroidal bedingten Hyper-
metabolismus wurde Ende der 50er Jahre von Ernster et al. veroffentlicht (ERNSTER et al.,
1959). Der biochemische Nachweis einer mitochondrialen Dysfunktion wurde kurz darauf an
dieser Patientin von LUFT et al., 1962 erbracht. Anfang der 60er Jahre wurden in dem
Zusammenhang histologischen Veradnderungen des Muskels durch eine Akkumulation
groBer Mitochondrien, sogenannte ragged red fibres (RRF) diagnostiziert (ENGEL, 1963).
Mitochondriale Erkrankungen sind seitdem im Zuge immer neu diagnostizierter Falle ins

Zentrum der Aufmerksamkeit gerickt.

Aufgrund ihrer Schlusselstellung im aeroben Energiestoffwechsel der Zelle fuhrt eine
Stérung der Mitochondrienfunktion meist zu einem klinischen Mischbild (Syndrom), bei dem

insbesondere Gewebe mit hohem Energiebedarf betroffen sind. Dazu zahlen:

- Gehirn (Epilepsie, Ataxie, mentale Retardierung, Schlaganfall-ahnliche Episoden)
- Muskulatur (Myopathie, Kardiomyopathie)

- Endokrine Organe (Hypothyreose, Hypoparathyreoidismus, Diabetes mellitus)

- Sinnesorgane (Retinitis pigmentosa, Innenohrschwerhdrigkeit)

Neben dem Auftreten schwerer degenerativer Erkrankungen von Nerven, Muskeln und
anderen stark energiekonsumierenden Geweben werden auch der Prozess des Alterns
sowie neurodegenerative Erkrankungen wie Alzheimer, Chorea-Huntington und Parkinson in

Zusammenhang mit mitochondrialen Veranderungen gebracht.

Mitochondriopathien konnen in jedem Alter auftreten (Leonard and Schapira, 2000). Jedoch
manifestieren sich Defekte der nukledren DNA meist in der frihen Kindheit, mtDNA-

Mutationen zu einem spateren Zeitpunkt der Kindheit oder erst im Erwachsenenleben.

Durch das Vorhandensein eines eigenstadndigen Genoms der Mitochondrien kann eine erste
Unterteilung mitochondrialer Erkrankungen in zwei Gruppen erfolgen, basierend auf
Mutationen nukledrer DNA oder Defekte durch Mutationen der mtDNA, die sowohl rRNA und

tRNA als auch Proteine betreffen konnen.

26



Einleitung

3.5.1.1 Mitochondriale Erkrankungen durch nukleare DNA-Mutationen
Ca. 1.500 im Zellkern codierte Proteine werden in die Mitochondrien importiert und
Ubernehmen dort die verschiedensten Funktionen. Eine Unterteilung der Mutationen, die

direkt die Atmungskette betreffen erfolgt in:

1. Gene fur Untereinheiten der Atmungskettenkomplexe (Mutation in Komplex Il-Untereinheit
SDHA (Leigh-Syndrom), verschiedenen Komplex I-Untereinheiten (NDUFV1 (Leigh-
Syndrom), NDUFS2 (Kardio-, Enzephalomyopathie))).

2. Gene fir Proteine, die eine Rolle bei Import, Assembly und Qualitdtskontrolle der
Atmungskettenkomplexe spielen (Transporterprotein  TIMM8, Assembly-Protein SURFI
(Leigh-Syndrom), Paraplegin, eine AAA-Protease-Untereinheit der inneren mitochondrialen

Membran (Rugarli and Langer, 2006) (Heriditare Spastische Paraplegie).

3. Defekte der an der Replikation und Stabilitat der mtDNA beteiligten Enzyme, die zu
Deletionen und Depletionen im mt-Genom fihren. (Mutationen der DNA-Polymerase y (POL
G: PEO), der Twinkle Helikase (C100RF2: PEO) und des Adenin-Nuklease-Translokators
(ANT1:PEO).

3.5.1.2 Mitochondriale Erkrankungen durch mtDNA-Mutationen

Mutationen der mtDNA, die zu einem Defekt der Proteinsynthese fiihren, sind in der Regel
rearrangements, Mutationen in tRNA Genen oder Mutationen in rRNA-Genen. Im Gegensatz
dazu betreffen nur 38% der mitochondrialen Mutationen proteincodierende Gene und flhren

zu einem Aktivitatsverlust einer einzelnen betroffenen Komplex-Untereinheit.

58 % der 115 pathologischen Mutationen betreffen tRNA-Gene, die selbst nur 10 % des

mitochondrialen Genoms ausmachen.

Die Mehrheit der tRNA-Mutationen sind heteroplasmatisch und zum Teil mit ragged red
fibores (RRF), einer erhohten MitochondrienAkkumulation, im Skelettmuskel assoziiert.
Gewohnlich zeigt sich ein neuromuskularer oder kardiologischer Phanotyp. rRNA-Mutationen
gehen in der Regel mit Aminoglycosid-induzierter, nicht-syndromischer Taubheit (Prezant et
al., 1993) und Kardiomyopathie (Arbustini et al., 1998) einher.
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Sind Komplex |-Untereinheiten (ND1, 2, 4, 6) betroffen, resultiert dies oft nicht in einem
multisystemischen Defekt, sondern mit Fokus auf den optischen Nerv (LHON = Lebers
Heriditare Optikusatrophie). Cytochrom b-Mutationen dufRern sich mit Belastungsintoleranz
und Myalgie sowie COX-positive RRF im Skelettmuskel (Bennett et al., 2009). Komplex V-
Defekte haben einen multisystemischen Phanotyp und Mutationen der ATPase werden in

der Regel mit dem NARP- und Leigh-Syndrom assoziiert (Barrientos et al., 2002).

Die 4977 bp lange common deletion tritt in Folge von KSS, CPEO des Alterungsprozesses
besonders in Geweben mit hohem Energieverbrauch und niedriger Teilungsrate auf
(Wallace, 1992).

3.5.2 Pravalenz und Pathophanotyp mitochondrialer Erkrankungen

Die Pravalenz mitochondrialer Erkrankungen mit 4,7 Patienten:100.000 bei Neugeborenen
entspricht in der GroéRenordnung den Daten von Erwachsenen ab 18 Jahren mit
12,4:100.000, wenn man die Tatsache mit einbezieht, dass viele Erkrankungen sich erst im
Erwachsenenalter manifestieren. Dies entspricht also im Durchschnitt einer Inzidenz von
1:8.500 (Chinnery et al., 2000).

Der Pathophanotyp mitochondrialer Erkrankungen ist extrem heterogen und betrifft einzelne
Gewebe, davon bevorzugt Gewebe mit hohem Energieverbrauch, kann jedoch auch
systemisch in Erscheinung treten. In den Geweben kénnen mosaikartig nur einzelne Zellen
betroffen sein, wenn die Mutation in der frihen Oogenese eingetreten ist und durch

Segregation eine sehr hohe Mutationslast an einzelne Zellen weitergegeben wird.

Durch die Heterogenitat und unterschiedliche Auspragung des Schweregrads kommt es
klinisch zu ausgesprochen vielgestaltigen Kombinationen unterschiedlicher Symptome.
Typische Kombinationen werden zu Mischbildern (Syndromen) zusammengefasst, die

wiederum durch unterschiedliche Mutationen hervorgerufen werden kénnen.
¢ Chronisch progrediente externe Ophthalmoplegie (CPEO)

Spat einsetzende progrediente Augenbewegungsstérungen zumeist aufgrund einzelner
Deletionen der mtDNA (Moraes et al., 1989).

e Kearns-Sayre-Syndrom

Zusatzlich neben den Symptomen einer CPEO treten degenerative Veranderungen der
Netzhaut und eine Kardiomyopathie mit Reizleitungsstérungen ebenfalls im Zusammenhang
mit Deletionen in der mtDNA auf (Kearns, 1965).
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e Myoklonus-Epilepsie mit ragged red fibres (MERRF)

Neben einer Epilepsie treten auch schwere neurologische Symptome und Demenz sowie
Muskelschwache auf. Der GroRteil der Falle ist auf drei Punktmutationen im Gen der tRNA"®
(A8344G, T8356C, G8363A) zuriickzufihren.

¢ Mitochondriale Enzephalomyopathie, Laktatazidose und Schlaganfall (MELAS)-
Syndrom

Zusatzlich zu den im Namen erwahnten Symptomen sind die Patienten oft kleinwlichsig und
leiden zusatzlich unter Migrane oder Diabetes mellitus. Mehrere unterschiedliche Punkt-
mutationen (A3243G, T3271C, A3251G) im Gen der tRNA"UYR) sind dafiir ursachlich
(Hirano et al., 1992).

e Leber'sche hereditare Optikusneuroretinopathie (LHON)

Eine spezielle Form einer Sehnervschadigung mit Netzhautveranderungen, zumeist durch
Mutationen in mitochondrialen Untereinheiten des Komplex | der Atmungskette (Mackey et
al., 1996).

e Leigh-Syndrom (NARP)

auch subakute nekrotisierende Enzephalomyopathie genannt, tritt bereits im ersten bis
zweiten Lebensjahr mit geistiger Retardierung, Muskelschwache und Ataxie in Erscheinung.
Es sind verschiedene mitochondriale und nukledre Mutationen beschrieben, die zu diesem
Syndrom flihren (Ciafaloni et al., 1993).

¢ Mitochondriale Myopathie (MM)

MM tritt im Zusammenhang zahlreicher Syndrome, wie z.B: MELAS auf (Uberblick in
DiMauro, 2006). Eine Pravalenz von 50% wurde in einer Studie mit MELAS-Patienten
(Karppa et al., 2005) beschrieben. Die in dieser Arbeit untersuchte Mutation A3302G der
tRNA“UYR) wurde urspriinglich mit dem klinischen Phénotyp einer isolierten mitochondrialen

Myopathie beschrieben (s. 3.5.5).
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3.5.3 Heteroplasmie und Schwellenwert

Eine Zelle enthalt einige hundert bis zu mehreren tausend mtDNA-Molekiile. Heteroplasmie
kann sich sowohl in Form unterschiedlicher Nukleoide als auch in unterschiedlichen mtDNA-
Molekiilen (intermitochondrial) &uBern. Ubersteigt der Grad der Heteroplasmie einen

spezifischen Schwellenwert, tritt der klinische Phanotyp auf.

Der Schwellenwert ist abhangig von der Schwere der Stérung sowie der Wichtigkeit der
oxidativen Phosphorylierung als Energielieferant des betrachteten Zelltyps. Das bedeutet flr
metabolisch sehr aktive Gewebe einen niedrigeren Schwellenwert (Taylor et al., 2000).
tRNA-Mutationen weisen in der Regel einen relativ hohen Schwellenwert von ca. 80% auf,
Mutationen in proteincodierenden Genen der mtDNA bewirken manchmal schon bei ca.

50 % einen pathogenen Phanotyp.

Heteroplasmiegrade sind nicht immer stabil und kénnen sich verlagern. Das geschieht
sowohl auf zelluldrer Ebene durch mitotische Segregation, als auch auf mitochondrialer
Ebene, indem mutierte mtDNA einen Vor- oder Nachteil bei der Replikation aufweist und sich

so im im Laufe der Zeit durchsetzt bzw. verdrangt wird.

Eine Steigerung der Replikationsrate eines mtDNA-Molekils im Vergleich zu einem anderen
resultiert dann in einer Anderung des Heteroplasmiegrads innerhalb der Zelle, intracellular
drift genannt (Jenuth et al., 1996).
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Abb. 11 Veranschaulichung der Heteroplasmie.

Heteroplasmie wird durch das Vorhandensein vieler mtDNA-Molekile pro Mitochondrium bzw. viele
Mitochondrien pro Zelle moglich. Dabei liegen sowohl Populationen mit mutierter wie auch Wildtyp-Sequenz in
der Zelle vor. Uberschreitet der prozentuale Anteil der mutierten DNA einen zell- bzw. gewebespezifischen
Schwellenwert tritt ein phanotypischer Effekt ein, bei weiterer Zunahme wirkt die Mutation schlieBllich letal
(Levinger et al., 2004a).

Der Heteroplasmiegrad schwankt jedoch in unterschiedlichen Geweben und selbst in
benachbarten Zellen (Shoubridge, 1994) und bedingt die haufig unterschiedliche
Erstmanifestation von Symptomen, selbst bei Patienten mit gleichem Genotyp (de Vries et
al., 1994). Der Heteroplasmiegrad mutierter mtDNA kann sich im Alter erhéhen (Weber et al.,

1997). Dies erklart die Tendenz zur Progredienz der Erkrankung mit fortschreitendem Alter.

Bei der Ubertragung der Mutation auf die ndchste Generation kénnen durch den Effekt des
genetischen Flaschenhalses (genetic bottleneck) bei der Oogenese starke Anderungen des
Mutationsgehalt und somit der Schwere der Erkrankung bei den Nachkommen auftreten
(Poulton et al., 1998).
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3.5.4 Mutation der tRNAUUUR)

Das Gen, das die mitochondriale tRNA"“YR) codiert, ist ein sogenannter hot spot fiir
Mutationen. Von 150 dokumentierten pathogenen Mutationen des mt-Genoms treten allein
Uber 20 Mutationen im Gen der tRNA"UUYR auf. Die Basenaustausche oder auch

Basendeletionen betreffen 18 der 76 Nukleotide innerhalb dieser tRNA.

Dabei sind die Basen des Anticodon bis auf eine detektierte Mutation am wenigsten
betroffen, da dies zu einer nicht tolerierbaren Stérung des Translationsapparates durch

mangelnde Codonerkennung flihren wiirde (Moraes et al., 1993b)

Obwohl in humanen Mitochondrien Leucin mit 16 % die am haufigsten verwendete der
insgesamt 20 Aminosauren darstellt, wird das UUR-Codon weitaus weniger verwendet als
das CUN-Codon (UUR: 12%; CUN: 88%). Das Vorkommen eines starker frequentierten Iso-
Akzeptors kann daher bewirken, dass Mutationen in der tRNA-“"UR) weniger letal sind und
daher haufiger auftreten. Ebenso ist die im Vergleich zu anderen mt-tRNAs hohere
strukturelle Stabilitat, die eine groRere Toleranz fur destabilisierende Mutationen ermoglicht,

mdglicherweise ein Grund fiir die Anhaufung der Mutationen in der tRNA-UVUR).

Die klinische Symptome von tRNA"“"WR_Mutationen sind entsprechend divers. Diese sind,
neben weiteren komplexen Syndromen, MELAS, Kardiomyopathie, PEO, Diabetes und
Taubheit (Servidei, 2004).
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In Tabelle 2 sind einige von ihnen aufgelistet, eine standige Aktualisierung der Daten ist

unter http://www.neuro.wustl.edu/neuromuscular/mitosyn.html zu finden:

A B
Phanotyp  Mutation Amino acid
MELAS  A3243T, A3243G, A3252G, o
C3256T, G3244A, T3258C, 1 o Pedatric MNC mp3ats
T3271C, T3291C 5-.6-C /:G _ MMnp 3302
MM G3242A, A3243G, A3243T, MELAS, DMFD T-A
T3250C, A3254G, A3280G, p3d3  AT1 I
A3288G, A3302G 6 e-¢ ¢
. - . / .t TCTCCTTA
KSS G3249A, G3255A Dihydrouridine  ‘cCGy....6T i1 A TY¥C
Loop ‘C G%t.l‘.l'.l‘-a AGAGG  ;C Loop
MERRF  G3255A Topaatee, T
PEM 3271del T MM np 3250 - C “,// I
CPEO  C3254T Wnes281 -6 o AT e eAS o sz
MELAS np 3252 - T G C AT = PEM np 3271
MMC A3260G, C3303T MERRF / MELAS np 3256~ // TTA AA
DMDF A3243G Adult MMC np 3260 Anticodon

DM A3243G, T3271C ) )
Pathological Mutations in tRNALeu(UUR)

Abb. 12 Mutationen der tRNA"*"""R) und ihre Phanotypen.
(aus: MITOMAP: A Human Mitochondrial Genome Database. http://www.mitomap.org, 2009)

A) Zuordnung der im tRNA"*““YR.Gen |okalisierten Mutationen zu den wichtigsten klinischen Ph&notypen
mitochondrialer Erkrankungen.

Leu(UUR)

B) Darstellung einiger Mutationen der tRNA und ihre entsprechenden resultierenden Phanotypen. (MM:

Mitochondrial Myopathy; MMC: Maternal Myopathy and Cardiomyopathy; PEM: Progressive Enzephylopathy ;
MELAS: Mitochondrial encephalomyopathy, lactic acidosis, and stroke-like episodes; MERRF: Myoclonic Epilepsy
with Ragged Red Fiber; DMFD: Diabetes Mellitus and Deafness)

Eines der dominantesten Charakteristika dieser tRNA Mutationen ist die Abwesenheit von
COX-negativen ragged red fibres, die bei einem Groldteil der Patienten mit tRNA-Mutationen

vorhanden sind (Petruzzella et al., 1994).
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3.5.5 A3302G-Mutation der mt-tRNA"“““Rklinische Deskription der Falle

ALeu(UUR

Von den 20 verschiedenen Mutationen des hot spot tRN ) gehért die Mutation an

Position nt3302 zu den bislang relativ wenig untersuchten mitochondrialen tRNA-Defekten.

Auf molekularer Ebene handelt es sich um eine A—G-Transition, die am Aminoacylierungs-
Stamm der mitochondrialen tRNA"""YR) |okalisiert ist und bislang im Verdacht stand, (iber
eine veranderte RNA-Prozessierung zu einer Stérung der mitochondrialen Translation zu
fuhren (Bindoff et al., 1993).

Dabei beschrankt sich der Defekt ganz spezifisch auf Skelettmuskelgewebe, was mit
gewebespezifischen Unterschieden des RNA-Prozessierungsmechanismus zusammen-
hangen konnte. Die ersten pathophysiologischen Untersuchungen an dieser Mutation
wurden 1993 an Patientenbiopsien durchgefiuhrt und ergaben multiple Stérungen der

Atmungskette, die Uberwiegend Komplex | betreffen.

Der Nukleotidaustausch an Position 3302 wurde bislang bei zwoIf Personen mit teilweise
verwandtschaftlicher Beziehung diagnostiziert und aufdert sich klinisch in einem schweren
gewebespezifischen Atmungskettendefekt aufgrund einer mitochondrialen Myopathie mit
letalem Ausgang (Bindoff et al., 1993; van den Bosch et al., 2004; Hutchison et al., 2005).

Obwohl im Muskel der Patientin die A3302G Mutation in homoplasmatischen Mengen
vorliegt und eine isolierte Myopathie diagnostiziert wurde, zeigte die Analyse der
Fibroblasten trotz des Mutationsgehalts in diesem Gewebe keinen biochemischen Defekt
(Watmough et al., 1990). Die Gewebespezifitdt der A3302G-Mutation wurde von Bindoff
nach Auffinden von unterschiedlichen Prozessierungsintermediaten der Transkriptions-
vorstufe RNA19 in Muskel und Fibroblasten, mit einer veranderten Schnittfolge der
Endonukleasen RNase P und RNase Z erklart (siehe Abb. 13). Erfolgt der erste Schnitt mit
dem 5'-schneidenden Enzym RNase P, so entsteht ein 16S+RNA"""R_|ntermediat, wird
zuerst 3'-terminal der tRNA durch die RNAse Z geschnitten, ergibt sich ein
tRNAUURLND1-Intermediat. SchlieRlich werden unter normalen Bedingungen beide
Intermediate in die drei einzelnen Produkte prozessiert. Die A3302G-Mutation ist unmittelbar
am 3-Ende der tRNA"“"YR) |okalisiert und steht daher im Verdacht, einen inhibitorischen
Effekt auf die Prozessierung auszuliben. Da die Endonukleasen die spezifische Schnittstelle
der tRNA (ber deren Faltung in eine dreidimensionale Struktur erkennen, kann die Mutation

die Prozessierung sowohl am 5'- als auch am 3'-Ende der tRNA stéren.
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16STRNA L ND1
16SrRNA L L ND1
Fibroblasten [ Toil [N  Skelettmuskel
L
= ND1
———1
16S rRNA

Abb. 13 Gewebsspezifische Prozessierung von RNA19

Schema der Prozessierungswege der Transkriptionsvorstufe RNA19, die die Transkripte 16S rRNA, tRNALeUUUR)

(L) und ND1 enthalt. Zur Erklarung der gewebespezifischen Pathogenitat der Mutation A3302G in Muskel wurden
unterschiedliche Prozessierungswege postuliert. Angezeigt sind die zwei Wege der Prozessierung, die sich aus
der Schnittfolge der prozessierenden Endonukleasen RNase P und RNase Z ergeben und entsprechend
unterschiedliche Intermediate aufweisen. Nach Bindoff erfolgt der linke Weg in Fibroblasten lber den ersten
Schnitt am 3-Ende der tRNA"YR ynd ergibt das 16S+ tRNA"““R.|ntermediat, der rechte Weg soll in

Muskelzellen ablaufen und durch die Aktivitat der RNase P ein tRNA-*""“R+ND1-Intermediat erzeugen.

Im Zuge neuerer Untersuchungen von Hutchison et al., 2005, wurden jedoch zusatzliche
Symptome im Zusammenhang mit der A3302G-Mutation bei der Anamnese vier weiterer
Patienten diagnostiziert, so dass die Schlussfolgerung gezogen wurde, dass die Mutation
mehr als nur eine Myopathie verursacht und daher besser, wie bei den anderen der Fall, als

eine Enzephalomyopathie angesehen werden sollte.

3.5.6 Das Zybridmodell

Mutationen der mitochondrialen DNA sind nicht nur in eine Vielzahl von unterschiedlichen
Krankheiten involviert, wobei sie zumeist einen ernsten multisystemischen Defekt
hervorrufen. Eine weitere typische Eigenschaft ist die hohe Variabilitdt bzw. die groRe
Bandbreite an Symptomen, in der sich die gleiche Mutation in unterschiedlichen Individuen
darstellt. Andererseits kdnnen auch ganz unterschiedliche Mutationen in verschiedenen
Individuen einen gleichen Phanotyp bewirken. Diesen Effekt findet man auch in

unterschiedlichen Geweben und Zellarten.
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Um die Pathomechanismen von Mutationen der mtDNA zu analysieren, kann es von Vorteil
sein, diese isoliert von sekundaren Einflissen zu betrachten. Durch das Zybridsystem
kénnen die Auswirkungen einer Mutation in einem anderen, eventuell neutralen Zell-Hinter-
rund untersucht werden. Zudem ermdglicht die Untersuchung verschiedener Mutationen bei
Heteroplasmiegraden in einem konstanten, definierten Zellhintergrund eine bessere

Vergleichbarkeit der erhaltenen Daten.

Der zentrale Nutzen dieses Systems in dieser Arbeit sollte jedoch sein, dass eine
mitochondriale Mutation mit gewebsspezifischem Effekt unter Muskel-Kulturbedingungen in
einer Zelllinie untersucht werden kann, die die gleiche Herkunft aufweist wie das betroffene
Gewebe. Somit ermoglicht das System zusatzlich im umgekehrten Fall die Untersuchung

des Einflusses des zellularen Hintergrundes auf die Pathogenitat der mtDNA-Mutation.

King und Attardi stellten mit der Methode der Fusion zweier verschiedener Zelllinien zu
Zybridzellen ein effizientes Werkzeug bereit, um Mitochondrien in einem spezifischen
Zellhintergrund zu studieren (King and Attardi, 1989).

Bei der zur Generierung des Zybridsystems verwendetenen Zelllinie handelt es sich um eine
embryonale Rhabdomyosarkomzelllinie, die von Dr. Vergani, Padua, ltalien zur Verfugung
gestellt wurde. Die Generierung der Zybride mit homoplasmatischen Gehalt der A3302G-
Mutation erfolgte im Labor von Prof. Wiesner durch Dr. Maniura Weber, die aus
Vergleichszwecken mitgefihrten RD-Zellen mit der homoplasmatischen A3243G-Mutation

stammen ebenfalls aus dem Labor von Dr. Vergani.
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Abb. 14 Schema der Zybridherstellung.
(Quelle: van den Ouweland et al., 1999). Die schwarzen Punkte und kleinen Kreise symbolisieren in diesem Bild
mtDNA und nicht Mitochondrien.

Die mtDNA der Akzeptorzellen wurde durch Langzeit-Behandlung mit Ethidiumbromid
eliminiert. Ethidiumbromid ist ein lipophiles Kation, das durch die zwei Membranen des
Mitochondriums in die Matrix gelangt und dort mit dem relativ frei zuganglichen mtDNA-
Molekll interagiert. Dabei interkaliert es in die Doppelhelix des negativ geladenen DNA-
Moleklls an. Dadurch wird eine Replikation der DNA verhindert, da Enzyme, Replikations-

faktoren und ahnliche Molekiile nicht mehr binden kénnen (King and Attardi, 1989).

Die Zellteilung findet jedoch nach wie vor statt und fiihrt bereits nach wenigen Zyklen zu
einer starken Reduktion des Gehaltes an mitochondrialer DNA in der Zelle. Eine vollstandige
Eliminierung der mtDNA kann schlieBlich erreicht werden und die als rho® bezeichneten
Zellen sind nun auf anaerobe Energiegewinnung durch die zytosolische Glykolyse
angewiesen. Diese Zellen verlieren also die Fahigkeit zur oxidativen Phosphorylierung, dabei
muss jedoch betont werden, dass sie weiterhin Mitochondrien enthalten (in Abb. 6 nicht

gezeigt).
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Die von Patienten stammenden Donorzellen werden enukleiert und enthalten als sogenannte
Zytoplasten nur noch die mitochondriale DNA. Enukleierung erfolgt durch Zentrifugation

unter Gabe des Actin-Polymerisationsinhibitors Cytochalasin B, der das Zytoskelett zerstort.

Die Fusion von Zytoplast und rho®-Zellen wird durch Zusatz von Polyethylenglykol erreicht,
dass durch sein hohes Dipolmoment die Hydrathillen von den Membranen abzieht und
somit hydrophobe Wechselwirkungen ermdglicht. Es entstehen eine Reihe von Zybrid-
zelllinien, die den gleichen nukledren Hintergrund, aber einen unterschiedlichen Anteil an
mtDNA-Molekile mit Mutation enthalten (King and Attardi, 1989).

In dieser Arbeit wurde die embryonale Rhabdomyosarkomzelllinie RD fiir die Herstellung von
rho®-Zellen benutzt und dient in den durchgefilhrten Versuchen als Kontrolle und

Referenzwert.

Rho?-Zellen sind nur dann noch Uberlebensfahig, wenn man sie mit Uridin und Pyruvat
supplementiert, da die Zellen die Energie in Form von ATP auf dem Weg der anaeroben
Atmung, der Glykolyse, bereitstellen, was die Zugabe von Pyruvat als zytosolischen NADH-
Oxidationsmittel erfordert. Durch die fehlende Atmungskette ist die Pyrimidinsynthese
gestort, da das Schllisselenzym Dihydroorotat-Dehydrogenase ausfallt, die die Ubichinon-

abhangige Oxidation von Dihydroorotat zu Orotat katalysiert (Loffler et al., 1997).
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4 Zielsetzung

Wie bereits erwahnt, zeigen mitochondriale Zytopathien eine grofe klinische Variabilitat, die
von einer ebenso grof3en genetischen Heterogenitat begleitet wird. Dazu aufRern sich ihre
Pathophanotypen in einer Uberraschenden Zellspezifitat, d.h. jede Mutation beeintrachtigt

nur die Funktion einer begrenzten Zahl von Geweben. Die Ursache hierflr ist unbekannt.

In dieser Arbeit wird die Transition A3302G in der tRNA""“YR (MTTL1) untersucht, die zu
einer isolierten, letalen Myopathie flihrt. Um die pathophysiologischen Konsequenzen der
Mutation zu studieren, werden transmitochondriale Zybridzellen mit der mtDNA einer
Patientin verwendet. Dabei wird die Madoglichkeit genutzt, diese Mutation in einer
Rhabdomyosarkom-Zellinie unter proliferierenden, aber vor allem auch unter postmitotischen

Bedingungen zu untersuchen, um der Situation in vivo so nahe wie moglich zu kommen.
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5 Material

5.1 Chemikalien und Gerate
5.1.1 Chemikalien

Acrylamid

Agarose

Ammoniumacetat

PageBlue Protein Staining Solution
3-Mercaptoethanol
R-Glycerophosphat

Borsaure

Bradford Reagenz

Bromphenolblau

BSA (Bovine Serum Albumin, fatty acid free)

BSA (Bovine Serum Albumin)

Casyton ®

Complete® Mini EDTA-free Proteaseinhibitor-Coktail

Dithiothreitol
Dimethylsulfoxid
Eisessig
Ethanol
Glyzerin
Glyzin
H,0O-a.a.i.
H3PO,
Harnstoff
HCI

Hepes

Fluorescence Mounting Medium

Roth (Karlsruhe)
Sigma (Deisenhofen)
Sigma

Fermentas (St. Leon-Rot)
Roth

Sigma

Merck (Darmstadt)
Bio-Rad (Munchen)
Roth

Sigma

Sigma

Innovatis (Reutlingen)
Roche (Grenzach)
Roth

Sigma

Roth

Roth

Roth

Roth

Berlin Chemie (Berlin)
Roth

Merck

Roth

Sigma

DAKO (Hamburg)

40



Material

KCI

KH,PO,

Mannitol

Methanol

Mg, Cl

MOPS

Natriumacetat

NaCl

NaF

Na,-EDTA

Na,-EGTA

Nas-Citrat

Na;-VO,

NP40

PBS

Peressigsaure
Phenymethylsulfonylfluorid (PMSF)
Ponceau Farbung
Sodium-Dodecyl-Sulfate (SDS)
Sucrose

SYBR® Green | nucleic acid gel stain

Szintillationsfllissigkeit Rotiszint

N,N,N',N'-Tetramethylendiamine (TEMED)

Tris Base
Tris HCI
Trizol

Tween® 20

Roth

Sigma

USB (Staufen)
Roth

Merck

Sigma

Roth

uSB

Sigma

Sigma

Sigma

Roth

Sigma

Sigma
Gibco™/Invitrogen (Karlsruhe)
Sigma

Sigma

Serva (Heidelberg)
Roth

Roth
Invitrogen
Roth

Roth

Roth

Roth
Invitrogen

usSB

Western LightningTM Chemiluminescence Reagent Plus

Perkin Elmer Life Sciences Inc.
(Rodgau-Jugesheim)
- Enhanced Luminol

- Oxidizing Reagent

NEL 104
NEL 105
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Xylencyanol FF

Fixierer GBX Processing Chemicals Kodak

Entwickler GBX Processing Chemicals Kodak

Merck

Sigma

Sigma

Alle weiteren nicht aufgefiihrten Chemikalien wurden von den Firmen Fermentas (St. Leon-

Roth, Invitrogen (Invitrogen), Merck (Darmstadt), Roth (Karlsruhe), Serva (Heidelberg) und

Sigma (Minchen) bezogen.

5.1.2 Losungen

Coomassie

DNA-Loading dye (10 x)

Elutionspuffer

Entfarber |

Entfarber I

MACS-Medium 1

MACS-Medium 2

8 Stk.
40 % (viv)
10 % (viv)

50 % (viv)
20 mM

0,06 % (w/v)
0,06 % (w/v)
180 mM

0,5M
1mM

0,1%

50 % (v/v)
7 % (vIv)
5 % (viv)
7 % (vIv)
1x

10 mM

1x
10 mM
0,05 % (v/v)

Tabletten Serva Blue R
Methanol

Eisessig

Glyzerin

EDTA
Xylencyanol FF
Bromphenolblau
Tris-HCI (pH 7,5)

NHAc
EDTA
SDS

Ethanol 96 %

Eisessig

Ethanol 100 %
Peressigsaure

PBS (-Mg,-Ca)

EDTA

PBS (-Mg,-Ca)

EDTA

Trypsin (w/o Phenol red)
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MACS-Homogenisationspuffer

MACS-Waschpuffer

MACS-Inkubationspuffer

Messmedium E

MOPS (10 x)

PCA-Extraktionspuffer

RNase-freies Wasser

Sammelgelpuffer

SDS-Probenpuffer (6 x)

SDS-Laufpuffer (10 x)

67 mM
50 mM
50 mM
10 mM
0,2 % (w/v)

0,25M
3mM
10 mM

50 mM
50 mM
10 mM
0,2 % (w/v)

0,3M

10 mM

5 mM

0,1 % (wiv)
10 mM

04M
0,1M
0,01 M

0,3M
1T mM

0,1 % (v/v)

0,4 % (w/v)
05M

125 mM

3 mM

20 Y%(v/iv)

9 % (w/v)
0,05 % (w/v)
10 % (v/v)

250 mM
2M
1 % (wlv)

Sucrose

Tris/HCI pH 7,4

KCI

EDTA

BSA (fatty acid free)

Sucrose
EGTA/Tris
Tris/HCI pH 7,4

Tris

KCI

EDTA

BSA (fatty acid free)

Mannitol
KCI
MgCl,
BSA

KH,PO, (PH 7,4)

MOPS
Natriumacetat
EDTA (pH 8,0)

Perchlorsaure
EDTA (pH 8)

DEPC in MQ-H,O

SDS
Tris (pH 6,8)

Tris/HCI (pH 6,8)
EDTA

Glyzerin

SDS
Bromphenolblau

R-Merkaptoethanol

Tris Base
Glyzin
SDS
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SSC (20 x)

TAE

TBE

TBS (10 x)

TBS-T (1 x)

TE

TOTEX-Puffer

Trenngel-Puffer

tRNA-Proben-Puffer

0,3M
3M

40 mM
40 mM
1TmM

89 mM
89 mM
2 mM

1,5M
200 mM
1TmM

1 x
0,05 % (v/v)

10 mM
1TmM

20 mM
400 mM
20 %

1 % (viv)
1 mM
0,5mM
0,5mM
10M
10M

5 mM
0,5 mM
1 mM

0,4 %
1,5M

50 %
20 mM
0,06 %
0,06 %
180 mM

Nas-Citrat
NaCl

Tris Base
Essigsaure
Na,-EDTA x 2 H,O
MQ- H,O

Tris Base
Borsaure
Na,-EDTA

NaCl
Tris-HCI (pH 7,5)
Na,-EDTA

TBS
Tween 20 (v/v)

Tris-HCI
Na,-EDTA (pH 8,0)

Hepes pH 7,9
NaCl
Glyzerin
NP40

MgCl,
Na,-EDTA
Na,-EGTA
R-Glycero-P
NaF

DTT
NazVO,
PMSF

SDS
Tris (pH 8,8)

Glyzerin
Na2-EDTA
Xylencyanol FF
Bromphenolblau
Tris/HCI (pH 7)
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tRNA-Aminoacylierungsgel

Northern Blot Waschldsungen

Waschlésung |

Waschlésung I

Western Blot Stripping-Puffer

Western-Blot-Puffer

5.1.3 Zellkulturmaterialien

Dulbecco's Modified Eagle's Medium (D-MEM)

Einfriermedium
FBS (Fotales Rinder Serum)

Na-Pyruvat

Penicillin/Streptomycin Losung (100 U/ml;10 ug/ml)

PBS
Plasmocin
Trypsin-EDTA
Uridin

6,5 % (f.c.)
8 M
0,1 M

2x
0,1 % (v/v)

0,1 x
0,1 % (v/v)

100 mM

Acrylamid 40 %, (19:1)
Harnstoff
NaOAc (pH 5,0)

SSC
SDS

SSC
SDS

R-Mercaptoethanol

50 mM Tris/HCI (pH 6,8)

2 % (viv)

SDS

25 mM Tris Base

192 mM Glyzin

20 % (viv) Methanol

1% (viv) SDS
Gibco™

10 % DMSO in FBS
PAA (Pasching, Osterreich)

Gibco™

Gibco™

Gibco™

Invivogen (San Diego, California)

Gibco™

Sigma
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5.1.4 Gerate

Agarosegel-Kammer (EasyCast)
CASY®1 Modell TT Zellzahler
Fluoreszenzmikroskop (Axiophot)
Geltrockner Model 583

Genie Blotter Tank-Blotkammer
Glas-Homogenisator
Hybridisierungsofen

Carestream Molecular Imaging
Inkubator HeraCell

Medical X-Ray Film (Super RX)
Mikrotiterplattenleser (uQuant)
Mikro-Zentrifuge (1K17)

NB-Membrane (GeneScreen Plus®)
(Wellesly, USA)

O, Control Box (CB1-D3)
Oxygen electrode (DW1)
PAGE-System Tall Mighty Small
PCR-Thermocycler

Phosphorimager

Scientific Imaging Film, Biomax MR, Single Emulsion

SDS-PAGE-Kammer Tall Mighty Small
Spektrophotometer
Szintillationszahler LS 6500

Teflon Pistil

Thermomixer

UV-Crosslinker UVC500

UV-Kuvette

WB-Membrane (Optitrat BA-S 85 Reinforced NC)
Whatmanpapier

Zentrifuge (4K15)

Zentrifuge (5417C)

Owl Scientifics (Portsmouth, USA)
Scharfe System (Reutlingen)
Zeiss (Gottingen)

BioRad (Minchen)

Idea Scientific Company (USA)
B.Braun (Melsungen)

Amersham Pharmacia (UK)

Gel Logic 2000 (New Haven, USA)
Heraeus (Hahnau)

Fuji (Dusseldorf)

BioTek Instruments (Winooski, USA)
Sigma

PerkinEImer Life Sciences Inc.

Hansatech (King's Lynn, UK)
Hansatech

Hoefer (San Francisco, USA)
MJ Research (Waltham, USA)
Molecular Dynamics

Kodak (Stuttgart)

Hoefer

Beckman (Krefeld)

Beckman

B.Braun (Melsungen)
Eppendorf (Hamburg)

Hoefer

Eppendorf

Schleicher & Schuell (Dassel)
Schleicher & Schuell

Sigma

Eppendorf
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5.2 Material fir molekularbiologische Arbeiten

5.2.1 Kits

Hyperfilm ECL (Western Blot) GE Healthcare (Miinchen)
Hyperfilm MP (Northern Blot) GE Healthcare

Qiaquick PCR Purification Kit (Cat. 28106) Qiagen (Hilden)

Random Primed DNA-Labeling Kit Boehringer (Mannheim)
Gel filtration column Clontech (San Jose, USA)
Pure-Link RNA Mini Kit Invitrogen

5.2.2 Enzyme und Marker

Hae Il R0108S, 10.000 U/ml New England Biolabs
(Frankfurt a. M.)

Mse | R0525S, 10.000 U/ml New England Biolabs

Tag-Polymerase EP0282 Fermentas

Jump Start Accu Tag- D5809, 2,5 U/l Sigma

Polymerase

Proteinase K E00491, lot. 1401, 600 U/ml Fermentas

Klenow-Fragment EP0051, 10.000 U/ml Fermentas

1 kb DNA-ladder GeneRuler™, #SM0311 Fermentas

100 bp DNA ladder plus ~ GeneRuler™, #SM0321 Fermentas

Prestained Protein ladder PageRuler™, #SM0671 Fermentas
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5.2.3 Nukleotide und Oligonukleotide

dNTP Mix,10 mM

Bezeichnung

3302-sense Primer

3302-antisense
Primer

3243-sense Primer

3243-antisense
Primer

Leucin-Sonde sense

antisense

D11S533 sense
D11S533 antisense
Mycoplasma-B

Mycoplasma-A

R0191, lot. 8401

5'-
Position

Nt 3232
Nt 3957

Nt 292
8

Nt 3305

Nt 3232
Nt 3305

5.2.4 Radiochemikalien

[*°S]-L-Methionine (37 TBg/mmol)

[a-*2P]-dCTP (185 TBg/mmol)

Fermentas

Sequenz

5-TAA GAT GGC AGA GCC CG-3&
5-TGC GGC GTATTC GAT GTT-3’

5-CCT AGG GAT AGC GCA-3’

5°-TAA TAC GAC TCA CTA TAT TGT TAA GAA GAG GAA
TTG-3

5'-TAA GAT GGC AGA GCC CG-3’

5'-TAA TAC GAC TCA CTA TAT TGT TAA GAA GAG GAA
TTG-3

5'-GCC TAG TCC CTG GGT GTG GTC
5'-GGG GGT CTG GGAACATGT CCCC
5-GGCGAATGGGTGAGTAACAC
5-CGGATAACGCTTGCGACCTAT

Hartmann Analytics

Hartmann Analytics
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5.2.5 Antikorper

5.2.5.1 Erster Antikorper

Antikorper
Anti-human-R-Actin (goat)

Anti-human Complex |, 15 kDa SU

(mouse)

Anti-human Complex |, 39 kDa SU

(mouse)

Anti-human Complex Il, 70 kDa SU

(mouse)

Anti-human-Complex Il core 2
(mouse)

Anti-human-Complex IV, SU |
(mouse)

Anti-human-Complex IV, SU I
(mouse)

Anti-human-Complex IV, SU IV
(mouse)

anti-o-sarcomeric actin
(mouse ascites)

anti myogenin F5D
(mouse)

Anti-myosin light chain 20 kD
(mouse ascites)

5.2.5.2 Zweiter Antikdrper

Antikérper

Anti-mouse IgG (H+L) (goat);
HRP-conjugated

Anti-mouse IgG, IgM (goat);
HRP-conjugated

Anti-rabbit (goat), HRP- conjugated
Anti-goat (donkey), HRP- conjugated

Firma, Artikel-Nr.
Sigma A1978
Molecular Probes A21342

Molecular Probes A11140

Molecular Probes A11142

Molecular Probes A11143

Molecular Probes A6403

Molecular Probes A6404

Molecular Probes, A21347

Sigma M2172

Santa Cruz sc-12732

Sigma M4401

Firma, Artikel-Nr.
Dianova 115-035-003

Dianova 115-035-044

Dianova 111-035-003
Dianova 705-035-003

Endkonzentration
0,5 pg/ml
0,1 pug/ml

0,5 pg/ml

0,1 pug/ml

0.4 pg/ml

2 pg/ml

2 ug/ml

0,5 pg/ml

0,15 pg/ml

0,5 pg/ml

1:1000

Endkonzentration
1:10000

1:10000

1:10000
1:10000
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5.3 Zelllinien

143B: Humane Osteosarcomzellen

143B/3302 100 %:
homoplasmatische Zybrid-Zellen; Durch Fusion von 143B rho%Zellen mit
entkernten A3302G-Patientenfibroblasten wurden Klone isoliert, die zu 100 %
die A3302G Mutation in ihrer mtDNA enthalten.

143B/3302 70%:
heteroplasmatische Zybrid-Zellen; Durch Fusion von 143B rho®Zellen mit
entkernten A3302G-Patientenfibroblasten wurden Klone isoliert, die zu 70 %
die A3302G Mutation in ihrer mtDNA und zu 30 % das Wildtyp-Molekdl

enthalten.
RDWT: Humane embryonale Rhabdomysarkomzelllen
RD3302: Zybrid-Zellen; Mitochondrien aus Osteosarkomzybridzellen mit der A3302G-

Mutation wurden in einen Rhabdomyosarkom-Hintergrund gebracht und RD-

Zell-Klone, mit homoplasmatischen Gehalt der 3302-Mutation wurden isoliert.

RD3243: Zybrid-Zellen, Mitochondrien aus Osteosarkomzybridzellen mit der A3243G-
Mutation wurden in einen Rhabdomyosarkom-Hintergrund gebracht und RD-
Zell-Klone, mit homoplasmatischen Gehalt der 3243-Mutation wurden isoliert.
Diese Zellen wurden uns durch Frau Dr. Lodovica Vergani, Neuromuscular
Center, Department of Neurological Science, Padua, Italien) zur Verfligung

gestellt.
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6 Methoden

6.1 Zellkultur
6.1.1 Kultivierung von Zellen

Die Zellen wurden konstant unter folgenden Bedingungen gehalten:

5% CO,
95 % Luftfeuchtigkeit
37 °C Wachstumstemperatur

Die Kultivierung erfolgt in DMEM-Medium mit Zugabe von 10 % FBS, 2,5 M Na-Pyruvat,
100 pg/ml Penicillin, 100 U/ml Streptomycin und 200 mM Uridin.

Na-Pyruvat dient den Zellen sowohl als Nahrstoff wie auch als Oxidationsmittel fir

zytosolisches NADH.

Desweiteren sind Zellen mit Mutationen in der mitochondrialen DNA, die zu einem Defekt der
Atmungskette flihren, auf die externe Zugabe von Uridin angewiesen, da das flur die
Uridinsynthese zustandige Enzym Dihydroorotat Dehydrogenase Uber Ubichinon an die
Atmungskette gekoppelt ist. Die Kontrollzelllinien wurden mit den gleichen Substanzen

supplementiert um die Vergleichbarkeit zu gewahrleisten.

6.1.2 Einfrieren, Auftauen und Passagieren von Zellen

Zellpellets wurden in FBS supplementiert mit 10 % DMSO resuspendiert und bei =80 °C in
einem Isopropyl-Behélter schrittweise Uber Nacht herunter gekuhlt. Die Langzeit Kryokonser-

vierung erfolgt bei —196 °C in Fllssigstickstoff.

Zum Auftauen von Zellen werden diese kurz im Wasserbad auf 37 °C erwarmt und in 5 ml
Kulturmedium aufgenommen. Zum Abtrennen des Einfriermediums werden die Zellen zentri-

fugiert und in frischem Kulturmedium aufgenommen und auf 10 cm Kulturschalen ausgesat.

Zellen wurden in der Regel bei Erreichen von 90 % Konfluenz, Zellen mit Mutation schon bei

70-80 % Konfluenz trypsinisiert und zu mindestens 5 % Konfluenz wieder ausgesat.
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6.1.3 Zellzahlung

Die Zellzahl wurde in der Regel mit dem Casy-Zellzahlgerat bestimmt. Die Zellen wurden
dazu geerntet, zentrifugiert, das Pellet mit PBS gewaschen und in einer der Konfluenz
entsprechenden Menge an PBS resuspendiert. 10 bzw. 100 ul der Suspension wurden dann

in 10 ml Casyton Messmedium gemessen.

Das Casy Zellzahlgerat leitet einzelne Zellen durch eine definierte Pore und detektiert diese
mittels Pulsfeld-Analyse. Zusatzlich kann durch die Amplitude des Widerstands das Zell-
volumen gemessen werden. Es wurden jeweils dei Messungen durchgefiihrt und der Mittel-

wert als die Zellzahl genommen.

6.1.4 Nachweis des 143B-Langenpolymorphismus

Um die Fusion von mutierter mtDNA aus 143B-Zybriden mit Rhabdomyosarkomazellen
nachzuweisen, wurde ein Langenpolymorphismus an Locus D11S533 der nukledren DNA
genutzt, welcher sich durch eine repetititve Hexanukeotidsequenz charakteristischer Lange
fur 143B-Zellen darstellt. Dabei zeigen 143B-Zellen nach Amplifikation dieser Region eine
Bande bei 530 bp, RD-Zellen jedoch bei 438 bp.

PCR-Programm:

Stufe | Temperatur Zeit

1. 94 °C 2 Min.

2. 94 °C 30 Sek.

3. |eo°c 30 Sek. 30 Zyklen
4. 72 °C 1 Min.

5. 72 °C 10 Min.

6. 4°C ©

Jeweils 10 pl des PCR-Produkts wurden mit 2 pyl 6 x Orange Loading dye (Fermentas)

vermischt, auf ein 1 %iges Agarosegel aufgetragen und unter UV-Licht detektiert.

6.1.5 Mycoplasmen-Kontamination

6.1.5.1 Mycoplasmen-Behandlung

Zellen mit Mycoplasmakontaminationen wurden einer mehrwochigen Behandlung mit
Plasmocin (Invivogen) unterzogen. Dabei handelt es sich um ein Kombinationsprodukt aus
zwei verschiedenen Antibiotika, die sowohl gegen extrazellulare wie auch intrazellulare
Mycoplasmen gerichtet sind. 37,5 ug/ml Plasmocin wurde dem Kulturmedium zugesetzt und

kontaminierter Zellen Uber 1-2 Wochen bei regelmafiigen Mediumwechsel damit versorgt.
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Um ein Wiederaufkeimen der bekampften Kontamination zu verhindern, wurden die Zellen
weitere 2 Wochen mit 12 pug/ml Plasmocin behandelt. Wahrend der gesamten
Behandlungsphase und bis mehrere Wochen danach wurden keine weiteren Antibiotika wie
Penicillin und Streptomycin zugesetzt um eine Maskierung einer wiederaufkeimenden

Kontamination zu umgehen.

Die Zellen wurden nach der Behandlung eine gewisse Zeit in Kultur gehalten und dann

Medium-Uberstand zum Nachweis der erfolgreichen Behandlung mittels PCR entnommen.

6.1.5.2 PCR zum Nachweis von Mycoplasmenkontaminationen

Um Mycoplasmenkontaminationen auszuschlieRen, wurde zur Kontrolle eine PCR mit dem
universellen Mycoplasmen-Primerpaar AB (Sigma) durchgefihrt, die bei Mycoplasmen-
kontamination der Zelle eine 500 bp-groRe Sequenz amplifizieren. Dazu wurde ein Aliquot
Medium nach flihestens 2 Tagen den Zellkulturschalen enthnommen und im Brutschrank bei
37°C Uber Nacht gelagert. 2 pl dieses Mediums wurde dann als Template fir die PCR
eingesetzt. Weiterhin wurde eine Negativkontrolle mit H,O sowie eine Positivkontrolle, die

aus einer friiheren positv getesteten Kultur enstammte, mitgeftihrt.

PCR-Ansatz

1x Taqg-Polymerase-Puffer
1,5 mM MgCl,

0,25 mM dTNP

0,2 mM Mycoplasma-Primer A
0,2 mM Mycoplasma-Primer B
5U Tag-Polymerase

Die resultierenden Amplifikate wurden auf einem 1 %igen Agarosegel aufgetrennt.
Kontaminierte Zellkulturen zeigten eine Bande bei 500 bp, nicht kontaminierte Kulturen

hingegen keine.

6.2 Nukleinsauren
6.2.1 RNA-Extraktion

6.2.1.1 RNA aus Zelllinien
Zellen wurden trypsiniert und zentrifugiert und das Pellet mit PBS gewaschen. Die RNA-
Extraktion erfolgte mit dem Invitrogen RNA Pure-Link-Kit gemal Herstellerangaben. Die

Quantifizierung der RNA erfolgte dann am Photometer in 0,2 M Tris pH 7,2.
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Bei grolien Praparationsmengen erfolgte eine Phenolextraktion mit Trizol (Invitrogen). Dazu
wurden die Zellen auf Eis mit einem Zellschaber von der Schale gekratzt, zentrifugiert und
zweimal mit kaltem PBS gewaschen. Das Pellet wurde in entsprechender Menge Trizol
resuspendiert und nach Herstellerangaben extrahiert. Das resultierende RNA-Pellet wurde
luftgetrocknet und schlie3lich in DEPC-H,0 geldst. Schwer I6sliche Pellets wurden auf 60 °C

erhitzt.

Das resultierende RNA-Pellet wurde anschliefsend in 30 pl 0,1 M Natriumacetat-Puffer/1 mM
EDTA pH 4,5 resuspendiert.

Zur Untersuchung der Aminoacylierung von tRNA, wurde das resultierende RNA-Pellet in
30 ul 0,1 M Natriumacetat pH 4,5/1 mM EDTA resuspendiert.

6.2.2 RNA aus Gewebe

RNA wurde aus unterschiedlichen humanen Gewebeproben extrahiert. Muskelproben wurde
aus der Klinik und Polyklinik fir Orthopadie, Haut aus der Klinik und Poliklinik far
Dermatologie und Venerologie und Herzventrikel sowie -vorhof aus der Klinik Il fir Innere

Medizin der Universitat Koln zur Verfugung gestellt.

Das tiefgefrorene Gewebe wurde gewogen und dann unter Zugabe von flissigem Stickstoff
zu einem Pulver zermdrsert. Dabei wurde ein Antauen der Proben unbedingt vermieden. Das
Pulver wurde zusammen mit einem Volumen Trizol in ein Reaktionsgefal® tberflhrt und
grindlich durch Pippettieren gelést. Im Anschluss wurde es mit einem Glas-Teflon-
Homogenisator mit mehreren Stélen, entsprechend der Gewebeart, weiter aufgeschlossen.
Nach einem Zentrifugationsschritt und wiederholtem AufschlieRen des restlichen Gewebe-
pellets wurde die Uberstande vereint und die Trizol-Extraktion gemaR Herstellerangaben
durchgeflhrt.

6.2.3 DNA-Extraktion

DNA aus Zellen wurde mit dem Qiagen DNA-Extraction Kit gewonnen und mit MQ-H,O
eluiert. Die Lagerung erfolgte bei —20 °C.
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6.24 PCR

PCR wurde in der Regel in dem MJ Research PTC-100 Thermo Cycler durchgeflihrt. Es

wurde Reagenzien von Fermentas eingesetzt und eine BSA stabilisierte Tag-Polymerase.
Zur Amplifikation der tRNA"*“"YR) wurde die Jump Start Accu Tag-Polymerase (2,5 U/ul) von

Sigma benutzt.

Programm 1: Amplifikation der tRNA-"“"UUR_gequenz

Stufe | Temperatur | Zeit

1. 94 °C 2 Min.
2. 94 °C 30 Sek.
3. 52,4 °C 30 Sek.
4. 72 °C 1 Min.
5. 72 °C 10 Min.
6. 4°C 09

30 Zyklen

Programm 2: Charakterisierung A3302G Transversion

Stufe | Temperatur | Zeit

1. 94 °C 2 Min.
2. 94 °C 30 Sek.
3. 53,7 °C 30 Sek.
4. 72 °C 1 Min.
5. 72 °C 10 Min.
6. 4°C 0

30 Zyklen

Programm 3: Charakterisierung A3243G Transversion

Stufe | Temperatur | Zeit

1. 94 °C 2 Min.
2. 94 °C 30 Sek.
3. 48 °C 30 Sek.
4. 72°C 1 Min.
5. 72°C 10 Min.
6. 4°C 0

30 Zyklen
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Programm 4: Nachweis des 143B Polymorphismus

Stufe | Temperatur | Zeit

1. 94 °C 2 Min.

2. 94 °C 30 Sek.

3. |60°C 30 Sek. 30 Zyklen
4. 72 °C 1 Min.

5. 72 °C 10 Min.

6. 4°C 0

Programm 5: Detektion von Mycoplasma-Kontamination

Stufe | Temperatur | Zeit

1. 94 °C 1 Min. —

2 60 °C 1 Min. 30 Zyklen
3. 72 °C 1,5 Min. <«

4 4°C ©

PCR-Produkte wurden mit dem Qiagen Purification Kit aufgereinigt, mit dem Photometer
quantifiziert und mittels Agarosegelelektrophorese verifiziert. Die Primer wurden von Sigma-
Aldrich bezogen.

6.2.5 Agarose Gelelektrophorese

In der Regel wurden je nach erwarteter BandengréRe oder Auftrennungsbedarf 1-2 %ige
Agarosegele verwendet. Die Elektrophorese lief in einer OWL Midi oder Mini Gelkammer in
TAE-Puffer bei 80-100 mA. Ca. 2-10 ug der Proben wurden mit 10 x DNA-Ladepuffer von
Fermentas vermischt. Die Geldokumentation erfolgte an der Gelogic-Station T2000 und

durch Kodak-Software, die densitometrische Auswertung mit der Programm AIDA.

6.2.6 RFLP-Analyse

Zur Charakterisierung der Zellen hinsichtlich ihres Heteroplasmiegrades an A3302G- bzw.
A3243G-Mutation wurde ein diagnostische Restriktionsanalyse mit entsprechenden
Restriktionsenzymen vorgenommen (Sambrook et al., 1989). Dabei wurde DNA an
spezifischen Erkennungsstellen von Endonukleasen geschnitten. Verandert die Mutation die
spezifischen Erkennungssequenz, und somit die Schnittstelle, resultiert dies in einem

veranderten Bandenmuster.
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6.2.6.1 Msel-Verdau

Der Ansatz erfolgte mit einem Endvolumen von 15 pl:

PCR-Probe (1 ug) 10 pl
10 x NEB-Puffer 4 1,5 pl
10 x BSA (1 mg/ul) 1,5 pl
Msel (10.000 U/ml) 2 ul

Der Verdau erfolgte Uber Nacht bei 37 °C.

6.2.6.2 Haelll-Verdau

Der Ansatz erfolgte mit einem Endvolumen von 15 pl:

PCR-Probe (1 ug) 10 pl
10 x NEB-Puffer 4 1,5 pl
Hae Il (10.000 U/ml) 1,5 ul
H,O-MQ 2 ul

Der Verdau erfolgte 1-2 Stunden bei 37 °C.

6.2.7 DNA-PAGE

Um eine genaue Unterscheidung der zum Teil sehr nahe beieinanderliegenden RFLP-
Produkte zu erreichen, wurden diese in einem 6 % igen Polyacrylamid-Gel aufgetrennt. Es
wurde das Elektrophoresesystem Tall Mighty Small von Hoefer fiir 12,5 x 10 cm lange Gelen

sowie 1 x TBE als Laufpuffer verwendet.

6 %iges Acrylamidgel:

AA/BA 40 % (37,5:1) 9,96 ml
H,O-MQ 25,87 ml
10 x TBE 3,636 ml
10 % APS 120 pl
TEMED 48 ul

Die Konzentration der PCR-Proben betrug in der Regel 0,05 pg/ul. 200 ng wurden auf das
Gel aufgetragen. Dazu wurden die Probe mit MQ-H,O auf ein Volumen von 10 ul gebracht
und mit 2 ul Probenpuffer (O'range Loading dye, Fermentas) versetzt. Das Gel der Msel
geschnittenen Proben lief bei 100 V bis die Lauffront das Gel-Ende erreicht hatte, die mit

Haelll geschnittenen Proben 30 Minuten langer.
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6.2.8 Sybrgreen Farbung

Elektrophoretisch aufgetrennte DNA-Molekile wurden durch 15-mindtige Inkubation bei
Dunkelheit in Sybrgreen-Farbelésung (1 x Sybrgreen-Lésung in MQ-H,O; Invitrogen) ange-
farbt. Im Anschluss wurde bei Bedarf ein 10 mindtiger Waschschritt durchgefiihrt. Das Gel
wurde unter UV-Licht fotografiert, die quantitative Auswertung der Banden erfolgte mit dem

Programm AIDA.

6.2.9 Szintillations-Zahlung

Durch Flussigkeitsszintillation wurde der Einbau des radioaktiven Nukleotids der Norther Blot
Sonden quantifiziert. 1 ul der radioaktiven Probe wurde mit 5 ml Szintillationscocktail
(Rotiscint, Roth) vermischt und gegen einen Nullwert aus reiner Scintillationsfllssigkeit

gemessen.

6.2.10 Photometrie von Nukleinsauren

Konzentrationsbestimmungen von DNA und RNA wurden am Spektrophotometer in UV-
Kunststoffkiivetten durchgefihrt. Als Messmedium wurde 0,2 M Tris pH 7,2 verwendet. Es
wurde die Absorption bei 260 nm bestimmt sowie zusatzlich der Absorptions-Quotient
260/280 nm als Nachweis der Reinheit der Probe ermittelt. Dieser sollte nach (Sambrook et

al., 1989) zwischen 1,8 und 2,0 liegen.

Es gilt: 1 OD2go = 40 pg/ml (Sambrook et al., 1989)

6.2.11 Northern Blot

RNA-Extrakte wurden zur Analyse der Expression auf 1,2 %igen Agarosegelen in einer Midi
Owl Elektrophoresekammer aufgetrennt und Uber Nacht auf Nitrozellulosemembran

transferiert.
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Die Agarose wurde in DEPC-H,O geschmolzen und dann MOPS und Formaldehyde laut

nachfolgendem Rezept zugefligt.

1,2 %iges Agarosegel:

1,2 % (w/v) Agarose
1x MOPS
22M Formaldehyd

Die Proben wurden mit Fermentas RNA Loading dye versetzt und 15 min. bei 65 °C erhitzt.
Die Elektrophorese erfolgte dann in 1 x MOPS-Laufpuffer in a.a.i.-H,O fur 3-4 Std. bei 80 V.

Als Marker wurde Ribo Ruler high range von Fermentas benutzt.

Im Anschluss wurde das Agarosegel 2 x 10 min. in H,O geschwenkt, um das Formaldehyd
zu entfernen und durch Saugtransfer in 10 x SSC Blotpuffer Uber Nacht geblottet. Zur
Fixierung erfolgte ein Cross-linking 1 min. 120.000 pJ/cm?

Um den Marker sowie die 28S- und 18S-rRNA sichtbar zu machen, wurde das Gel in 0,04 %
Methylenblau und 0,5 M NaOAc pH 5,2 inkubiert, dann kurz in MQ-H,O entfarbt.

Nach mehrstindiger Prahybridisierung, wurde die Membran mit unterschiedlichen Sonden
(Siehe Tabelle in 5.2.3) hybridisiert und auf einem P-imager Screen wie auch auf Kodak X-

Ray-Filmen exponiert.

6.2.12 Saure denaturierende PAGE

Um Information Uber den Aminoacylierungs-Zustand der tRNA der unterschiedlichen Zell-
Linien zu erhalten, wurde ein saures, denaturierendes Polyacrylamidgel mit 8 M Harnstoff als

denaturierendes Agens verwendet (Chomyn 1996).

Die Malie des Gels betrugen 60 x 20 cm und war 1 mm dick. Alle Puffer wurden mit a.a.i.-
bzw. DEPC-H,0 angesetzt.

6,5 %iges saures, denaturierendes Acrylamidgel:

6,5 % (w/v) Acrylamid (19:1)
8M Harnstoff

0,1M NaOAc (pH 5,0)
0,5 % (wiv) APS

0,35 % (v/v) TEMED

Vor dem Laden des Gels wurden der Harnstoff aus den Proben-Taschen entfernt. Die
Elektrophorese fand unter konstanten Bedingungen bei 4 °C im Kuhlraum statt. Nach einer

60 minttigen Vorlaufphase bei 30 mA erfolgte der Lauf fiir insgesamt 52 Stunden bei 30 mA.
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Der Puffer wurde regelmafig zweimal taglich gewechselt und ein zusatzliches Pumpsystem

sorgte flr eine durchgangige Umwalzung zwischen den beiden Puffertanks.

Die Proben wurden unterschiedlich vorbereitet. Zum Erhalt der aminoacylierten tRNA wurden
10 pyg der RNA in 0,3 M NaOAc pH 4,5 /1 mM EDTA aufgenommen, dann das gleiche
Volumen an Probenpuffer hinzugefiigt, wobei darauf geachtet wurde, dass die Proben zu

jeder Zeit auf Eis gehalten wurden.

Ein anderer Teil der Proben wurde deaminoacyliert und dazu ebenfalls 10 ug RNA in 0,3 M
NaOAc pH 4,5 /1 mM EDTA aufgenommen, dann jedoch das doppelte Volumen an 0,5 M
Tris pH 9 zugefiigt und 15 Min. bei 75 °C inkubiert, danach wurde die Probe wieder auf Eis
gelagert. AnschlieRend wurden noch das 2,25-fache Volumen an Probenpuffer zugefligt. Die

Proben wurden gut vermischt und mit Ladespitzen sorgfaltig aufgetragen.

Nach dem Lauf wurde das untere Drittel des Gels in H6he der Banden der beiden Farbstoffe
Xylencyanol und Bromphenolblau auf 20 x 20 cm zurechtgeschnitten und in einer grof3en
Tankblottkammer auf Nitrocellulosemembran (Genescreen) Ubertragen. Als Blotpuffer wurde
0,25 x TBE verwendet, Laufzeit betrug 15 min. bei 150 mA dann 30 min. bei 500 mA.

Nach dem Blotten wurde die Membran auf Whatmanpapier transferiert und in einem UV-
Crosslinker 1 min. mit 120000 mJ/cm? bestrahlt.

Die Membran wurde dann tber Nacht bei 55 °C hybridisiert.

6.2.13 Native PAGE

Zur Analyse der tRNA unter nativen Bedingungen wurde ein1,5 cm dickes, 20 x 20 cm
groBes 8 %-iges Polyacrylamidgel eingesetzt. Alle verwendeten Puffer wurden speziell fur
das Arbeiten mit RNA nur mit a.a.i.-H,O bzw. DEPC-H,O hergestellt. Das Gel lief ca. 4 h bei
20 mA in einer gekihlten OWL Gelkammer, als Laufpuffer wurde 1 x TBE benutzt.

8 %iges natives Acrylamidgel:

1x TBE

8% Acrylamid (29:1)
1,4 % TEMED

0,35 % APS

Die im Polyacrylamidgel aufgetrennte tRNA wurde mittels Elektroblotting auf eine
Nitrocellulosemembran (Genescreen) Ubertragen. Als Blot-Puffer wurde 0,25 x TBE
eingesetzt, in dem zuvor Schwamme, Membran sowie das Whatmanpapier equilibriert
wurden. Der Transfer erfolgte zuerst bei 15 Minuten bei 150 mA, anschliefiend 30 Minuten
bei 500 mA.
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Zur Fixierung der tRNA auf der Membran erfolgte eine UV-Bestrahlung von 120 mJ/cm? fiir 1
min. im UV-Crosslinker (Sambrook et al., 1989).

6.2.14 Random primed Labeling (RPL) der PCR-Sonden

Bei den Sonden, die zur Hybridisierung des Northern Blots verwendet wurden, handelt es
sich um aufgereinigte PCR-Produkte, die intern mit o-*P-dCTP markiert wurden. Dazu
wurde das Random primed labeling (RPL)-Kit von Roche gemafl Anleitung verwendet, fir
die nachfolgende Aufreinigung das Nucleotide Removal Kit von Clontech. Der erfolgreiche
Einbau von Radioaktivitat wurde im Szintillationszahler verifiziert. Die Sonde wurde in 10 ml

Hybridisierungslésung gegeben und vor der Verwendung 5 min. im Wasserbad aufgekocht.

6.2.15 Hybridisierung

Die Prahybridisierung der Membran erfolgte flir 10 Stunden in ca. 10 ml Hybridisierungs-

I6sung bei 65 °C unter standiger Rotation im Drehofen.
Die Hybridisierung erfolgte Gber Nacht bei sondenspezifischer Temperatur.

Der Blot wurde der Glasréhre entnommen und zweimal fir je 15 Minuten in niedrigstringenter
Waschlésung bei 55 °C, dann erfolgte, falls notwendig, ein zusatzlicher Waschschritt mit
Waschlosung |. Diese enthalt eine niedrige Salzkonzentration, die eine starke Ablosung der
unspezifisch gebundenen radioaktiven Sonde bewirkt, Waschlésung Il hat eine hohe
Salzkonzentration und bewirkt damit eine schwachere Abtrennung der Sonde. Der Blot

wurde in Folie eingeschweil3t und exponiert.

6.2.16 RNase-Protection Assay

Ribonuclease Protection Assay (RPA) ist eine hochsensitive und spezifische Methode zur
Detektion von RNA-Spezies. Der Ansatz basiert auf der grolien Geschwindigkeit und der
hohen Bindungsefizienz an die korrespondierenden Promotoren der DNA-abhangigen RNA-
Polymerasen der Bakteriophagen SP6, T7 und T3. Ein cDNA-Fragment wird dazu hinter den
Bakteriophagenpromotor in ein Plasmid geklont und kann so als Vorlage fir die Synthese
radioaktiv markierter anti-sense RNA-Sonden verwendet werden. Diese Sonde wird dann zu
einer RNA-Probe gegeben und bildet ein Doppelstrangmolekil mit der komplementaren
Sequenz des zu detektierenden RNA-Molekiils. Ein darauffolgender RNase-Verdau mit den
Enzymen RNase A und T1 filhrt zu einem vollstédndigen Abbau einzelstrangiger RNA. Ubrig
bleibt die gesuchte RNA-Spezie, die in einem Acrylamidgel aufgetrennt und radioaktiv

detektiert und somit einer quantitativen Analyse zugefiihrt werden kann.
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6.2.16.1 Sonden-Herstellung und -Markierung

Die Synthese der Sonden erfolgte durch die Transkription von Plasmid Template DNA mit
RNA Polymerase aus Bakteriophagen SP6 bzw. T7. Die Plasmide phL2/Xbal und
phE2/EcoRl, die die Sequenz der Gene fiir tRNA"""UR) pzw. tRNA®" inklusive der 5'Leader-
und der 3’-Trailersequenz enthielten, wurden von Prof. Walter Rossmanith zur Verfigung

gestellt.

Die Plasmide waren mit unterschiedlichen Restriktionsenzymen bereits geschnitten worden,
zudem enthielten sie unterschiedliche Transkriptionspromotoren so dass zur Synthese des
Transkripts bei pHL2 die T7-RNA-Polymerase und bei phE die SP6 RNA-Polymerase
verwendet wurde. Folgender Transkriptionsansatz wurde vorbereitet und mit 1 pl Plasmid (50
ng/ul) bei 39 °C fir 90 Minuten inkubiert.

In vitro-Transkriptionsansatz

0.5 ul H.O

2.0 ul 5 x in vitro-Transkriptionspuffer (Promega)

1.0 pl 5 mM ACG-Mix

0.5 ul Rnasin plus 40 U/pl

4.0 pl [o*2P]-UTP 800 Ci/mmol

1.0 ul T7 RNA-Polymerase (Fermentas) 20 U/ul bzw.
SP6 RNA-Polymerase (Promega) 20 U/ul

9.0 ul >

Die Reaktion wurde mit 50 pl Guanidinum-Mix gestoppt und 2.5 pl Lineares Polyacrylamid
zugegeben. Die Transkripte wurden mit 150 pl 100 % Ethanol Gber Nacht bei 4°C gefallt.
Nach 10 minutiger Zentrifugation bei 16.000 x g wurde die RNA mit 70 % Ethanol prazipitiert,
pelletiert und luftgetrocknet. Zur Losung des Pellets in F2-Probenpuffer erfolgte eine

Inkubation 10 Minuten bei 60 °C dann 3 Minuten bei 90 °C im Thermomixer.

6.2.16.2 Gelextraktion der markierten in vitro-Transkripte

Ein 8 %iges Harnstoff-Polyacrylamidgel diente zur Aufreinigung der Sonden und der
Abtrennung nicht eingebauter radioaktiver Nukelotide. Das 1 cm dicke Gel wurde fir einen
10 minltigen Vorlauf bei 600 V gestartet. Als Laufpuffer diente 0,5 x TBE, der Harnstoff
wurde vor Auftragung der Proben aus den Ladetaschen entfernt. Das Gel lief 20 Minuten bei
200 V zum Probeneinlauf und dann ca. 1,5 Stunden bei 600 V.
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Zum Ausschneiden der Sonden wurden diese zuerst mit Hilfe des Phosphorimager Screens
lokalisiert und dann mit einem Skalpell aus dem Gel herausgenommen und in ein mit
Elutionspuffer vorbereitetes Reaktionsgefal® Uberfihrt und wahlweise Uber Nacht bei
Raumtemperatur oder 2-3 Stunden bei 45 °C inkubiert. Das Eluat wurde dann in eine neues

Reaktionsgefalt tUberfihrt und die Radioaktivitat mit dem Geigerzahler abgeschatzt.

6.2.16.3 Probenvorbereitung
DNAse-Verdau der RNA-Proben erfolgte nach folgendem Protokoll:

DNAse-Digestion-Mix 26 X
1M TrispH 7.6 0,2 pl
100 mM DTT 0,5 ul
1 M MgCl, 0,05 ul
10 pg/ul S. cerivisiae tRNA 0,5 pl
RNAsin 40 U/pl 0,2 ul
DNAse | 10 U/pl 0,2 ul
H.0 5,35 ul

7 ul des Verdau-Ansatzes wurden mit 1 ug RNA verdinnt in 3 ul bei 37 °C fur 15 Minuten
inkubiert. Ein Volumen der Probe, die ca. 60.000 Zerfalle pro Minute (cpm) entspricht wurde
entnommen, die Reaktion mit GUA-Mix gestoppt, LPA hinzugegeben und 100 % Ethanol 30
Minuten bei Raumtemperatur prazipitiert, dann zentrifugiert. Das mit 70 %igen Ethanol
gewaschene Pellet wurde nach dem Trocknen in 10 ul Hybridisierungspuffer 10 Minuten bei
45 °C im Thermoschiittler gelést. Dann wurden die Proben 5 Minuten auf 90 °C erhitzt und
bei 45 °C uberNacht inkubiert.

Hybridisierungspuffer

80 % Formamid

40 mM PIPES (pH 6,4)
1 mM EDTA

400 mM NaCl

Auf die Proben wurde 100 pl, auf die Negativ-Kontrolle 110 pyl RNase Restriktionspuffer
gegeben, dann bis auf die Kontrolle 10 yl RNase-Mix hinzugefiugt und 90 Minuten bei 30 °C
inkubiert. Nachfolgend erfolgte die Deaktivierung der Enzyme durch 30 Minuten Inkubation
bei 37 °C mit 6 pyl 10 % SDS und 4 pl Proteinase K (10 mg/ml).
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RNase-Restriktionspuffer:

600 mM NaCl

10 mM Tris/HCI (pH 7,4)

5 mM EDTA

RNase-Mix:

300 pl RNase Restriktionspuffer
1ul RNase A (50 U/ml)

2 ul T1-RNase (366 U/ml)

Die Nukleinsdureprazipitation erfolgte durch Zufigen von 100 pl Phenol-Chloroform-
Isoamylalchol. Durch die 10 mindtige Zentrifugation bei 22.000 x g wurden die Proben durch
Trennung in zwei Phasen aufgereinigt. Die obere Phase, die die Nukleinsaduren enthielt
wurde vorsichtig in ein neues Reaktionsgefall Gberfiihrt und mit Ethanol gefallt. Das Pellet
wurde in 10 yl F2-Probenpuffer bei 45 °C geldst und dann 3 Minuten bei 90 °C denaturiert.

Die elektrophoretische Auftrennung erfolgte wie zuvor beschrieben mit einem 8%igen Harn-
stoff-Polyacrylamidgel. Das Gel wurde 40 Minuten bei 80 °C im Vakuum-Geltrockner

getrocknet und auf Phosphorimager-Screen exponiert.

6.2.17 Real time gPCR

Fir die Real-Time gPCR wurden RNA-Extrakte mit einer Konzentration von 0,25 pg/ul
verwendet, die zur Vermeidung moglicher DNA-Verunreinigungen zuerst DNAse verdaut

wurden.

DNAse-Verdau

1Xx DNAse-Puffer
1 U/l RNase-Inhibitor (Rnasin)
0,07 U/ul DNAse | (RNase-frei)

Die Proben wurden bei jedem nun folgenden Schritt wegen der geringen Volumina kurz
abzentrifugiert und immer in einem Eisbad abgekulhlt. Nach einer 30 minltigen Inkubation
bei 37 °C wurde 1 yl 10 mM EDTA (Endkonzentration 2 mM) zugegeben und 5 Minuten bei
90 °C gekocht. Die cDNA Synthese wurde dann nach 5 minatiger Inkubation bei 70 °C mit

dem zugegebenen Primer mit folgendem Protokoll durchgefuhrt:
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cDNA-Synthese:

1Xx RevertAid M-MuLV reaction buffer

0,5 U/ul dAGCT mix

0,5 U/l RNase-Inhibitor (RNasin)

10 U/pl RevertAid M-MuLV Reverse Transkriptase

Die Inkubation erfolgte fur 90 Minuten bei 42 °C. Dann wurden die Proben 1:100 mit 0,5 x
TE-Puffer auf eine Konzentration von 1,25 pg/ml verdinnt und weitere 10 Minuten bei 70 °C

inkubiert. Die Proben wurden entweder sofort weiterverwendet oder bei —20 °C gelagert.

Die Real-Time gPCR wurde in 96-Loch Mikrotiterplatten in einem MX3005P Thermocycler

von Stratagene durchgefuhrt und mit der MX Pro Software ausgewertet.

6.2.18 Autoradiographie

Die Detektion radioaktiver Sonden auf Northern Blots sowie Chemilumineszenz Meerettich-
Peroxidase assoziierter Antikdrper auf Western Blots erfolgte Uber Autoradiographie mit
hypersensitiven Filmen. Zusatzlich wurden Northern Blots zur quantitativen Auswertung auf
P-imager screens exponiert, zur Maximierung des Signals auch bis zu mehreren Tagen bei —
80 °C.

Die Expositionsdauer der Immunfluoreszenz-markierten Proteine war stark vom jeweiligen
Antikorper abhangig und variierte zwischen 3 Sekunden und 24 Stunden. Die Expositions-

dauer der radioaktiven Proben lag zwischen 12 Stunden und 2 Tagen.

6.3 Proteine
6.3.1 Protein-Extraktion

Zellen wurden zwei mal mit PBS gewaschen und 5 Minuten bei 200 x g bei 4 °C zentrifugiert.
Das Zellpellet wurde mit einem zweifachen Volumen Totex-Puffer resuspendiert und 10
Minuten auf Eis unter wiederholtem Vortexen inkubiert. Im Anschluss wurden die Proben
Uber Nacht bei —80 °C gelagert, am folgenden Tag auf Eis aufgetaut und wiederum 10
Minuten wiederholt bei 4 °C inkubiert und gevortext. Die ungeldsten Zellbestandteile wurden
bei 15.000 x g, 4°C fur 10 Minuten in der gekuhlten Zentrifuge abzentrifugiert, das Zelllysat

abgenommen und bei —20 °C gelagert.

Die Proteinkonzentration wurde, anhand einer 0-10 ug/ml BSA-Eichreihe, mit dem Biorad
Protein Assay nach (Bradford, 1976) in einem Mikrotiterplatten-Lesegerat, ermittelt. Der die
Absorption beeinflussende Extraktionspuffer, wurde zum Ausgleich der Eichreihe und dem

Blindwert in entsprechender Menge zugeflgt.
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6.3.2 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (PAGE)

Fir die denaturierende Auftrennung der Proteine nach (Laemmli, 1970). wurde das Hoefer
Elektrophoresesystem Tall Mighty Small fir 10 x 10,5 cm grolie Gele verwendet. Die Dicke

der Gele betrug 1 mm, das Sammelgel enthielt 4 %, das Trenngel 12,5 % Acrylamid.

Trenngel Sammelgel
12,5% (30 ml) 4 % (15 ml)
H.O 4,24 mi 3,12 ml
AA/BA 40 % (37,5:1) 3,14 ml 0,48 ml
Trenn-/Sammelgelpuffer 2,5 ml 1,2 ml
TEMED 6,6 pl 4,8 pl
APS 10 % 100 pl 24

Die Proben wurden mit Lammli Probenpuffer versetzt und 10 min. bei 90 °C aufgekocht und

im Anschluss auf Eis gelagert. In der Regel wurden 40 ug Protein aufgetragen.

Die Elektrophorese lief unter konstanten Bedingungen bei 15-20 mA in Lammli-Laufpuffer.
Im Anschluss wurden die Proteine auf Whatmanpapier Ubertragen und im Vakuumtrockner 2
Stunden bei 80 °C getrocknet.

6.3.3 Immunoblotting

Das Blotten fand unter konstanten Bedingungen fir 90 Minuten bei 20 mA statt. Bei der

verwendetet Membran handelte es sich um eine Nitrocellulosemembran (Genescreen).

Nach dem Transfer der Proteine auf Nitrocellulose werden zuerst die freien Bindungsstellen
auf der Membran abgesattigt, um eine unspezifische Bindung des Antikérpers zu verhindern.
Dazu wurde die Membran fur 2 Stunden bei Raumtemperatur oder Gber Nacht bei 4°C in 5 %
Magermilchpulver in TBS-T inkubiert. Alle Antikérper wurden in 5 % Magermilchpulver in

TBS-T wie angegeben verdinnt (siehe Tabelle in 5.2.5).

Die Inkubation mit den primaren Antikorpern erfolgte flr 1 Stunde bei Raumtemperatur bzw.
Uber Nacht bei 4 °C unter stetiger Rotation. Vor und nach Inkubation und Blockierung

erfolgten jeweils Wachschritte mit TBS-T fiir insgesamt bis zu 40 Minuten.
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Um die spezifische Bindung der Antikdrper an die Epitope des Antigens nachzuweisen, wird
ein Spezies-spezifischer Sekundar-Antikdrper verwendet, der mit Meerettich-Peroxidase
[horse raddish peroxidase (HRP)-Konjugat (Santa Cruz Biotechnology, Heidelberg)]
gekoppelt ist. Er wurde 1,5 Stunden auf der Membran belassen. Die Detektion erfolgte mit

Hilfe verstarkter Chemolumineszenz.

Hierfir wurden je 1 ml Luminol-Reagenz und oxidierendes Reagenz auf die Membran
gegeben und flr genau zwei Minuten inkubiert. Das oxidierte Luminol dient nun als Substrat
der Meerettich-Peroxidase und wird zu einem Fluoreszenzlicht-emittierenden Produkt
umgesetzt, das durch Auflegen eines Rontgenfiimes (BIOMAXtv, Kodak, Fernwald)
nachgewiesen werden kann. Die Expositionsdauer variiert dabei sehr stark zwischen drei
Sekunden und 24 Stunden in Abhangigkeit von eingesetztem Antikérper und Qualitat des
Blots.

6.3.4 Blot-Stripping

Um gebundene Erst- und Zweit-Antikérperkomplexe von der Blot-Membran abzulésen und
damit eine erneute Antikdrper-Inkubation zu ermdglichen, wurde diese fir 30 Minuten bei
55°C im Wasserbad unter permanenten Schitteln in ausreichend Stripping-Puffer inkubiert.
Danach erfolgten ein Waschschritt mit TBS-T und ein erneutes Blockieren Uber Nacht mit
5 %iger Milch in TBS-T.

6.3.5 Tricin-SDS-PAGE

Die Verwendung von Tricin-SDS-Gelen ermdglichte eine verbesserte Auflosung von
Proteinen im niedermolekularen Bereich. Insbesondere Membranproteine wurden gleich-
mafig gut und mit hoher Bandenscharfe aufgetrennt. Dazu wurde eine Kammer mit zwei

getrennten Pufferbehaltern bendtigt.

Anodenpuffer: 20 mM Tris/HCI pH 8,9

Kathodenpuffer: 0,1 M Tris, 0,1 M Tricin, 0,1 % (w/v) SDS
Acrylamid: 30 % (v/v) AA/BA 29:1

Puffer: 3 M Tris/HCI pH 8,45, 0,3 % (w/v) SDS

2 x Probenpuffer: 0,9 M Tris/HCI pH 8,45, 0,24 % (v/v) Glycerol, 0,08 % (v/v) SDS, 0,015 %

(w/v) Coomassie, 0,005 % (w/v) Phenolrot

67



Methoden

10% iges Tricingel: 4%iges Sammelgel
10 ml AA/BA 30 % (viv) 29:1 1,25 ml

10 ml Puffer 2,5 ml

3,1 ml Glycerol -

6,8 mi MQ-HO 6,25 ml

100 ml 10 %APS 50 pl

40 pl TEMED 20 pl

Die Proben wurden mit 2 x Probenpuffer versetzt, 5 min. bei 90 °C inkubiert, kurz auf Eis
gekuhlt und aufgetragen. Der Einlauf der Proben ins Sammelgel fand bei 30 mA statt. Das
Gel lief dann bis zu 3 Stunden bei konstant 60 mA, bis die Lauffront das Gelende erreicht
hatte.

6.4 Biochemische und physiologische Messungen
6.4.1 Wachstum

Zur Bestimmung der spezifischen Wachstumsrate wurden jeweils 20.000 Zellen in 6-Loch-
Platten (Flache/well: 9,62 cm? ) ausgesat. Die Zellzahl wurde jeden Tag zur gleichen Zeit am
Casy-Zellzahlgerat in Dreifachbestimmung ermittelt. Ein Mediumwechsel erfolgte taglich. Die

Verdopplungszeit wurde mit folgender Formel bestimmt: to=In2/b,

wobei b der Exponent der halblogarithmischen Kurve aus der Auftragung von Zellzahl gegen
die Zeit ist.

6.4.2 Laktat-Messung

Die unterschiedlichen Zelllinien wurden zu gleichen Zellzahlen in 6-Loch-Platten ausgesat,
dabei handelte es sich jeweils um eine Dreifachbestimmung der Zellen fiir einen 0-Stunden
Kontrollwert und einen 24-Stunden-Messwert der Anreicherung von Laktat im Medium pro
Zellzahl. Den Zellen wurde zuerst 24 Std. Zeit gegeben um an der Zellkulturschale
anzuwachsen. Dann wurde bei den sogenannten "0-Stunden"-Proben die Zellzahl bestimmt
und bei den "24-Stunden"-Proben das Medium erneuert. Diese Zellen inkubierten weitere 24

Stunden und wurden dann nach Entnahme einer Mediumprobe ebenfalls gezanhlt.

Die Mediumproben wurden dann mit einem automatischen Blutanalysesystem (Institut fir
Experimentelle Medizin, Universitat Koln, Prof. J.H. Fischer) gemessen, auf die zuvor

ermittelte Zellzahl normiert und statistisch ausgewertet.
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6.4.3 Adeninnukleotid-Bestimmung

Zellen wurden flr eine funffach-Bestimmung des Adeninnukleotidgehalts so ausgesat, dass
die 10 cm-Schalen nach 24 Stunden ca. 90 % konfluent waren. Am nachsten Tag wurden die
Zellen zweimal mit PBS gewaschen und die Schale auf Eis platziert. 500 pl einer
Perchlorsaure-Lésung (3 M PCA, 1 mM EDTA) wurden auf die Zellen gegeben und diese mit
einem Zellschaber innerhalb weniger Sekunden abgekratzt, in ein Reaktionsgefall tGberflhrt
und unmittelbar in Flissigstickstoff schockgefroren. Zur Weiterbehandlung wurden die

Proben auf Eis aufgetaut und 15 min. bei 21.000 x g bei 4 °C zentrifugiert.

Die Nukleotid-Messung erfolgte mit dem sauren Uberstand, der dazu zuerst durch Gabe
entsprechender Mengen 2 M KOH-Losung neutralisiert, die ausgefallene Lauge
abzentrifugiert und der resultierende Uberstand quantifiziert wurde. Der Nukleotidgehalt der
Proben wurde im Institut fur Experimentelle Medizin der Universitadt Kéln von Herrn Dr.

Fischer in einer Reversed-Phase-HPLC ermittelt.

Das Pellet diente zur Bradford-Bestimmung, da die Proteinkonzentration als Referenz zu den
Nukleotidmessungen bendtigt wurde. Dazu wurden zuerst die Pellets in je 200 uyl 0,1 M
NaOH dber Nacht bei Raumtemperatur geldost. Dieses Lysat wurde ebenfalls an der
Feinwaage gewogen und dann die Proteinkonzentration quantifiziert. Dabei wurde bedacht,
die entsprechende Menge an NaOH-Lésung auch der Eichreihe und dem Blindwert
zuzufligen. Es wurde die Adeninnukleotidkonzentration pro mg Protein, die Energieladung
ECP (Energy Charge Potential) (der molare Gehalt an hoch energetischen Bindungen in der
Adeninnukleotid-Fraktion) der Zelle mit der Formel ECP=[ATP+0,5 x ADP])/TAN sowie der
gesamt Adeninnukleotidgehalt TAN (Total Adenine Nucleotides) mit TAN=ATP+ADP+AMP

errechnet.

6.4.4 RNA-Prozessierungs-Assay

6.4.4.1 Herstellung von Mitochondrien-Extrakten

Mit der MACS-Beads-Methode (siehe 6.5.2) isolierte Mitochondrien wurden zuerst mit einer
bestimmten Menge an Puffer A (ca. 30 pl/10” Zellen) durch Pipettieren geldst, dann mit dem
gleichen Volumen an Puffer B lysiert. Die Extrakte inkubierten 10 min. bei wiederholtem
Vortexen und wurden dann 10 min. bei 20.000 x g zentrifugiert. Der Uberstand wurde in eine
neues Reaktionsgefall Gberfihrt. Alle Schritte fanden bei 4 °C statt.
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Puffer A Puffer B

20mM  Tris/HCI (pH 7,6) 200 mM KCI

15% Glycerin 20 mM Tris/HCI (pH 7,6)

1 mM EDTA 15% Glycerin

1 mM DTT 1 mM EDTA

0.2% Proteinase inhibitor cocktail 1 mM DTT
0.2% Proteinase inhibitor cocktail
2% Tween-20

6.4.4.2 In vitro-Transkription und radioaktive Markierung
Als Substrat fir den Nachweis des RNase-Restriktion dienten in vitro-Transkripte und

Plasmide, die von Prof. Rossmanith aus Wien zur Verfligung gestellt wurden.

Die in vitro transkribierte mitochondriale pre-tRNA*“"YR) yon 156 nt Lange enthielt 35 nt
einer poly-linker-Sequenz, gefolgt von 12 3’ terminalen Nukleotiden der 16S-rRNA, der
Sequenz der tRNA und endete mit einer Rsa | Restiktionsstelle 34 Nukleotide hinter dem 3'-
Ende der tRNA""""R) in Bereich der NADH-Dehydrogenase Untereinheit 1 (ND1).

Zum Vergleich der tRNA-Prozessierung wurde ein weiteres Transkript der tRNA fur Glutamat

hergestellt.

Die in vitro-Transkription wurde gemaf nachfolgendem Rezept durchgefuhrt.

Transkriptions-Mix

0,5 H.O

2,0 ul 5 x in vitro-Transkriptionspuffer

1,0 pl 5 mM ACG-Mix

0,5 ul RNasin plus 40 U/pl

4,0 pl a*?P-UTP 800 Ci/mmol

1,0 pl T3 RNA-Polymerase 17  U/ul  oder

SP6 RNA-Polymerase (Promega) 20 U/ul

Zu einem Mikroliter Plasmid wurden neun Mikroliter Transkriptions-Mix hinzugeftigt und 90
Min. bei 39 °C inkubiert. Die Reaktion wurde mit 50 pyl Guanidinum-Mix (4 M guanidine
thiocyanate, 1 M NHj-acetate, 10 mM EDTA) gestoppt und 5 % lineares Polyacrylamid als
Tragermaterial fur die eingesetzten kleinen Volumina beigemischt. Das Transkript wurde

Uber Nacht mit 100 % Ethanol prazipitiert und im Anschluss mit 70 %-igem Ethanol gefallt.
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6.4.4.3 Gelextraktion der markierten Sonde

Das Pellet wurde in Ladepuffer gel6st, aufgekocht und, nach 10 Min. Vorlauf bei 600 V, auf
ein 8 %iges Urea-Polyacrylamidgel aufgetragen. Der Einlauf der Proben ins Gel erfolgte bei
200V, dann lief das Gel weitere 90 Minuten bei 600 V. SchlieRlich wurden die Banden zuerst
durch eine kurze Exposition auf dem Phosphorimager-Schirm lokalisiert und dann ausge-
schnitten und in ein Reaktionsgefal® mit Elutionspuffer (0,5 M NH;Ac, 1 mM EDTA, 0,1 %
SDS) gegeben und 2-3 Stunden bei 45 °C im Schdttler inkubiert.

6.4.5 Polarographie

6.4.5.1 Allgemeiner Aufbau und Funktionsweise der Apparatur

Der zur Messung des Sauerstoffverbrauchs von Zellen verwendete Polarograph (Hansatech)
ist nach dem Prinzip der Clark-Elektrode aufgebaut, dabei befinden sich in einer Mess-
kammer eine Platin-Kathode und eine Silber/Silberchlorid-Anode in einer KCI-reichen

Elektrolytlésung.

Durch Anlegen einer polarisierenden Spannung wird der Elektrolyt ionisiert, folgende

elektrochemische Reaktionen finden statt:
Silberanode: Ag+ ClI— AgCl + e
Platinkathode: O, +2H,0+4e - H,O,+ OH + 2 — 3 OH"

Der Sauerstoff wird an der Kathode zu H,O, und weiter zu OH™-lonen reduziert. An der
Anode findet eine Oxidation von Silber zu Silberchlorid statt. Daraus resultiert ein Strom,

dessen Starke proportional zu der Sauerstoffkonzentration in der Losung ist.

Das Reaktionsvolumen betrug 250 ul. Die Messungen erfolgten in einer luftdicht verschlos-
senen und auf 37 °C temperierten Kammer bei gleichmafigem Ruhren mit 850 U/min. Eine
Nullwerteichung wurde vorab durch Hinzufigen von Natriumdithionit, das O, vollstandig

reduziert, durchgefuhrt.

Die Ausgangskonzentration des verwendeten Puffers entsprach der einer voll gesattigten
Lésung und lag so bei 37 °C bei einem Wert von ca. 216 nmol O,/ml. Die Clark-Elektrode ist
bei der verwendeten Apparatur durch eine sauerstoffdurchlassige PTFE-Membran mit der
Reaktionskammer verbunden. Die Zugabe der Substrate und Chemikalien erfolgte Uber eine
Mikroliterspritze. Zwischen den einzelnen Messungen wurde die Messkammer mehrfach mit
MQ-Wasser und 70 % Ethanol gespllt. Die Werte wurden an einem Linseis Plotter

aufgezeichnet und mit Excel ausgewertet.
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6.4.5.2 Polarographische Messung von Zellen
An zwei Clark-Elektroden wurde der Sauerstoffverbrauch intakter Zellen anhand der Verstoff-
wechselung endogener Substrate ebenso wie der Sauerstoffverbrauch von mit Digitonin

permeabilisierten Zellen bei externer Zugabe verschiedener Substrate gemessen.

Die Zellen wurden bis Erreichen von ca. 80% Konfluenz kultiviert. 24h vor der Ernte erfolgte
ein Mediumwechsel, um die Zellen optimal mit Nahrstoffen anzureichern. Das zur Messung
eingesetzte Pellet enthielt schlieRlich ca. 10°-10 Zellen und wurde in PBS resuspendiert. Die

genaue Zelldichte in der Suspension wurde mit dem Casy Counter Zellzdhlgerat bestimmt.

Die Messungen wurden nach der von Rustin et al. beschriebenen Methode in zwei

Messkammern durchgefiihrt (Rustin et al., 1999).

Die erste Messung der permeabilisierten Zellen diente der Analyse der Pyruvatoxidation via
Komplex | (MPox), welche neben der Atmungskette auch die Pyruvatdehydrogenase und
den Krebszyklus umfasst. Geringe Mengen an Malat (50 mM) zur Aufrechterhaltung des
Citratzyklus und NAD+ als Elektronenakzeptor werden hinzugegeben, um eine Limitierung
der Sauerstoffverbrauchsraten durch diese Reagentien auszuschliefen. Der ermittelte
Messwert entspricht state 4 der Atmung, also der Zustand nach vollstandiger
Phosphorylierung des zur Verfligung stehenden ADPs. Durch externe Zugabe von ADP
erfolgt dann ein Anstieg des Sauerstoffverbrauchs, der als state 3 bezeichnet wird. Aus
diesen Parametern erhalt man Ruckschlisse auf den Respiratorischen Kontrollindex (RCI)
(state3/state4), der eine Aussage Uber die Kopplung zwischen Substratoxidation und ATP-
Bildung erméglicht. Bei Schaden der mitochondrialen Innenmembran ist er verandert, da
durch den entstehenden Protonenrickfluss ohne ATP-Synthese eine erhdhte State 4-
Atmung zu verzeichnen ware. Je kleiner der Zahlenwert ist, desto geringer ist der
Kopplungsgrad, bzw. desto ausgepragter ist die Schadigung der inneren mitochondrialen

Membran.

SchlieRlich erfolgte die Messung der Malat-Glutamat-Oxidation (MGox) mit der Gabe von
jeweils 500 mM Malat und Glutamat. Die Verbrennung von Malat erfolgt Uber den
Citratzyklus durch die Umwandlung zu Oxalacetat. Die Zugabe von Glutamat bewirkt, dass
Oxalacetat nicht als Endprodukt akumuliert, sondern Uber die Aspartat-Aminotransferase
weitermetabolisiert wird. Ein auffalliger Wert bei der MPox-Messung bei einem normalen

MGox-Wert kann somit Rickschlisse auf einen Defekt der Pyruvatdehydrogenase geben.

KCN ist ein Inhibitor des Komplex IV und erlaubt den mitochondrialen Sauerstoffverbrauch
von den extramitochondrialen, in der Zelle sauerstoffverbrauchenden Vorgangen zu
separieren. Die KCN-insensitive Atmung beruht dabei groftenteils auf Oxidase und

Oxygenasereaktionen in verschiedenen Kompartimenten der Zelle.
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Die zweite Messreihe dient der Analyse der vier nachffolgenden Komplexe der Atmungskette
mit Ausnahme von Komplex I. Dieser wird dazu durch Rotenon inhibiert. Die Zugabe von
ATP bewirkt zum einen die Aktivierung des Komplex V Uber die extramitochondriale
Umwandlung zu ADP und fuhrt gleichzeitig zu einer Deplatzierung von Oxalacetat, das sonst
als natirlicher Antagonist die Succinatdehydrogenase inhibiert. Die Einspeisung der

Elektronen des Substrats Succinat erfolgt nun via Komplex Il.

Die Hemmung von Komplex V durch Oligomycin bewirkt einen Abfall der Atmungsketten-

aktivitat durch einen Riickstau an H* im intermembranéren Spalt der Mitochondrien.

Erst durch physikalische Entkopplung der inneren Membran durch CCCP wird diese
durchlassig fur H*, der Riickstau wird wieder abgebaut und fiihrt zu einer Beschleunigung
des Sauerstoffverbrauchs. Dieser wird nun als Succinatoxidation (Sox) gemessen. Auch hier
erlaubt der Vergleich der Oxidationsraten nach Gabe von Oligomycin mit der nach
Entkopplung durch CCP Rickschlisse auf die Kopplung von Oxidation und

Phosphorylierung und ebenfalls auf die Integretitat der inneren mitochondrialen Membran.

Blockiert man nun Komplex Il mit dem spezifischen Inhibitor Malonat, kann die Atmungskette
ab Komplex IlI untersucht werden. Glycerin-3-Phosphat schleust Elektronen Uber die G3P-
Dehydrogenase in den Pool der Quinone und damit die Atmungskette ein. Diese O,-
Verbrauchsrate (GPox) gibt daher Rickschlisse Uber den Verbrauch von G3P-DH, Komplex
Il und IV der Atmungskette.

Zu der Zellsupension in einem Gesamtvolumen von 250 uyl wurden die Reagenzien in unten
aufgelisteten finalen Konzentration zugefiigt. Der Sauerstoffgehalt in der Reaktionskammer

mit einem Volumen von 250 pl Zellsuspension betrug 54 nmol.

1. Messung: MPox, MGox:

10 mM Pyruvat, 0,2 mM Malat, 1 mM NAD+, 10 mM Malat, 10 mM Glutamat, 1,5 mM KCN

2. Messung: Sox, GPox:

10 mM Succinat, 0,6 mM ATP, 4 uM Rotenon, 3 yM Oligomycin, 2,5 yM CCP, 10 mM
Malonat, 10 mM Glycerin-3-Phosphat, 1,5 mM KCN

Die Darstellung des Sauerstoffverbrauchs erfolgte graphisch auf Millimeterpapier Gber einen
Schreiber/Plotter. Dabei bedeutete in dem Diagramm mit der Zeit in Sekunden auf der X-
Achse sowie Sauerstoff in nmol auf der Y-Achse, ein steiler Anstieg der Steigung einen
starken Sauerstoffverbrauch und ein Abflachen der Kurve eine niedrige Aktivitat der

Atmungskette bis hin zum vdlligen Stillstand nach Zugabe der Inhibitoren.
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6.4.5.3 Polarographische Messung an isolierten Mitochondrien
Die Messung des Sauerstoffverbrauchs diente zum Nachweis der Funktionalitat und
Unversehrtheit isolierter Mitochondrien. Wiederum wurden die einzelnen Komplexe der

Atmungskette Uber die Oxidation verschiedener Substrate ndher analysiert.

Die Mitochondrien-Isolation erfolgte dafur an RDWT-Zybriden nach der MACS-Beads-
Methode (siehe 6.5.2). Die Mitochondrien-Suspension (4,5 pg/ul) wurde Uber die Messung

des Proteingehalts quantifiziert.

Bei der ersten Messreihe wurden 20 ug, in der zweiten 50 ug in einem Gesamtvolumen von
250 pl an Messmedium E eingesetzt. Die Abfolge der Substrate war identisch zu der
Messung intakter Zellen, nur dass hier auf die Zugabe von Digitonin verzichtet wurde, da es

sich ja um isolierte Mitochondrien handelte.

6.4.6 Spektrophotometrie

Die spezifische Auswirkung von Mutationen der mitochondrialen DNA auf einzelne Komplexe
der Atmungskette kann durch spektroskopische Aktivitdtsmessungen an durch einen Gefrier-
Tau-Schritt gewonnenen Zelllysaten untersucht werden. Im Gegensatz zur Methode der
Polarographie konnen hier durch definierte gekoppelte Assays einzelne Atmungsketten-
komplexe unabhangig voneinander angesprochen werden und die quantitative Umsetzung

eines Substrates spektrophotometrisch erfasst werden.

Zellen wurden bis zu einer Konfluenz von 80 % herangezogen und das Medium 24 Stunden
vor der Ernte erneuert. Das resultierende Zellpellet wurde in PBS resuspendiert und die

genaue Zellzahl der Suspension mit dem Zellzahlgerat bestimmt.

Der Versuch wurde an einem Varian Cary 50 Scan Spektrophotometer (Varian Inc.
Spectroscopy Instruments, Mulgrave, Australien) durchgefihrt und umfasste die Messung
der Aktivitat der Succinat-Ubichinon-Dichlorphenol Indophenol-Reduktase (KIl), Succinat-
Cytochrome c-Reduktase (KII+KIIl), Decylubichinon-Cytochrom c¢-Reduktase (KIll) und
Cytrochrom c- Oxidase (KIV). Zusatzlich wurden die Aktivitdt der Enzyme des Citratzyklus,

Aconitase, Citrat-Synthase und Fumarase erfasst.

Die Werte der Spektrophotometrischen Messung wurde auf die Proteinkonzentration der
Probe bezogen, die jeweils im Anschluss nach der Bradfordmethode ermittelt wurde. Alle
Messungen wurden nach der in Rustin et al. veréffentlichten Methode durchgefiihrt (Rustin et
al., 1999).
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Die Bestimmung der Citrat-Synthase-Aktivitdt in Mitochondrienextrakten, die zur
Untersuchung der tRNA-Prozessierung mit den in 6.4.4 beschiebenen RNA-Prozessierungs-
Essays eingesetzt wurden, erfolgte an einem Beckmann DU-600 Spektrophotometer

(Beckmann Instruments, Fullerton, CA, USA.

Die Citrat-Synthase ist das am haufigsten benutzte Markerenzym der Mitochondrienmatrix.
Bei einer Schadigung tritt das Enzym aus dem Mitochondrium aus und ist daher auch ein

wichtiger Indikator flir die Integritat der Mitochondrien.

6.4.6.1 Hoechst 33342-Farbung
Die Zellkerne von Muskelzellen fusionieren im Zuge ihrer Entwicklung von Myoblasten zu

Myotuben

Der Fluoreszenz-Farbstoff Hoechst 33342 wurde als Nachweis der Differenzierung durch
Anfarben der Zellkerne der verschiedenen Rhabdomyosarkomzelllinien nach Behandlung mit

dem Differenzierung induzierenden Agens TPA eingesetzt.

Die vorbehandelten Zellen wurden auf der Kulturschale kurz mit PBS gewaschen und mit
einem Uberschuss an 4 %iger Paraformaldehyd-Lésung fixiert. Nach 10 bis 15 mindtiger

Inkubation bei Raumtemperatur erfolgten drei weitere Waschschritte.

Der in PBS vorverdinnte Hoechst 33342-Farbstoff wurde in einer Endkonzentration von 10
MM auf die Zellen gebracht und 30-60 Minuten inkubiert. Bevor das Mounting Medium
aufgetragen wurde, erfolgten drei weitere Waschschritte mit PBS. Die Messung erfolgte an
einem Inversen Fluoreszenzmikroskop bei 461 nm Wellenldnge. Vor und zwischen der

Prozedur blieben die Zellen lichtgeschutzt bei 4 °C.

Mounting Medium:

2449 Polyvinylalkohol (Mowiol)

6g Glycerol

6 ml H,O

12 ml 0,2 M Tris (pH 8,5)

25% 1,4-Diazobicycle-(2,2,2)-octan
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6.5 Mitochondrien-Extraktion

6.5.1 Herstellung von Lysaten aus Gewebe

Humaner Adduktoren-Muskel aus dem Oberschenkel wurden von der Klinik fir Orthopadie
der Universitat Koln zur Verfligung gestellt. Die Probe wurde sofort nach Entnahme auf Eis in
MACS-Puffer 1 Uberfihrt und gewaschen. Fett und anderes Gewebe wurden mit einem
Skalpell entfernt und abgewaschen und der Muskel in kleine Stucke geschnitten. Der
anschliel’ende Proteolyse mit MACS-Puffer 2 erfolgte im Kaltraum bei 30 minttiger Rotation.
Die nachfolgende 5 minltige Zentrifugation bei 200 x g ergab ein Pellet, dass zur weiteren
Homogenisierung 1:5 bis 1:10 mit Homogenisierungspuffer resuspendiert und mit dem
Elektropotter mit 10 StoRen bei 1.600 rpm zerkleinert wurde. Dieser wurde dann bei 1.000 x
g 10 Minuten bei 4 °C zentrifugiert, der Uberstand abgenommen und das verbleibende Pellet
noch einmal in Homogenisierungspuffer resuspendiert und gepottert. Nach erneuter
Zentrifugation wurden die Ubersténde vereint und die Mitochondrien 10 Minuten bei 8.000 x
g bei 4 °C pelletiert.

Das Pellet wurde in einem kleinen Volumen an Waschpuffer resuspendiert und ein Aliquot
fur die Proteinbestimmung entnommen. Die restlichen Mitochondrien wurden daraufhin mit

Inkubationspuffer auf eine Konzentration von 200 ug/ml Protein verdinnt.

4 x 10" Zellen wurden in 15 cm Schalen herangezogen, mit PBS gewaschen und nach 5
minutiger Inkubation mit Trypsin geerntet. Das Zellpellet wurde dann in PEB-Puffer

resuspendiert und, wie in 6.5.2 beschrieben, weiter verwendet.

PEB-buffer:

1Xx PBS (-Mg,-Cl)

2 mM EDTA

0,5 % BSA (fatty acid free)

6.5.2 Mitochondrien-Extraktion

Zur hocheffizienten und schnellen Isolierung von Mitochondrien wurden Micro-Beads der
Firma Milteny eingesetzt. Dabei handelt es sich um superparamagnetische Partickel von ca.
50 nm Grole, die an monoklonale Antikdrper gekoppelt werden. Der Antikdrper erkennt
spezifisch ein Transportprotein der dufleren Mitochondrienmembran, TOM22, und erméglicht
somit eine magnetische Aufreinigung von Mitochondrien aus Zell sowie auch Gewebe-

Lysaten.
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Zellen wie auch Gewebe wurden individuell vorbereitet (siehe 6.5.1) und mit den Antikdrpern
30 min. bei 4 °C unter permanenter Rotation inkubiert. 5-10 yg MACS-Beads wurden pro
400 ug Zell- oder Gewebe-Lysat eingesetzt, daher erfolgte zuvor eine Konzentrations-

bestimmung mit der Bradford-Methode am Photometer.

Eine mit Metallstrangen durchzogene MACS-Saule wurde an einem starken Magneten, dem
sogenannten MACS-Separator angebracht, mit Waschpuffer aquilibriert. AnschlieRend
wurden die vorbereiteten Lysate auf die Saule gegeben. Durch die magnetische Anziehung
verblieben die an die Beads gekoppelten Antikérper-assoziierten Mitochondrien auf der
Saule, wobei Zelltrimmer und andere Partikel durch mehrere Waschschritte von der Saule
gewaschen wurden. Schlielllich wurde die Saule von dem Magneten entfernt und die
Mitochondrien konnten mit geringem Puffervolumen, dass mit einem Stempel durch die
Saule gedrickt wurde, eluiert werden. Die extrahierten Mitochondrien verblieben in einem
intakten, respirierenden Zustand, wie durch anschlieRende polarographische Messung des

Sauerstoffverbrauchs verifiziert werden konnte.

6.6 Statistische Auswertung

Zur Errechnung der statistischen Signifikanz der Messwerte wurde ein zweischwanziger
Student’s t-Test mit ungepaarter, ungleicher Verteilung durchgefiihrt. Der P-Wert wurde als
signifikant dargestellt, wenn dieser kleiner oder gleich 0,5 war. Generell erfolgt die

Fehlerangabe in dieser Arbeit als Standardabweichung.

6.7 Software

AIDA 2.1 Raytest IsotopenmeRgerate GmbH, Straubenhard
Fast PCR Institute of Biotechnology, University of Helsinki, Helsinki
Chromas Lite 2.01 Technelysium Pty Ltd., Australien

Stratagene MxPro 4.01 Real-Time

gPCR software Stratagene (La Jolla, Kalifornien)

Kodak Molecular Imaging Software Kodak (Stuttgart)
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7 Ergebnisse

7.1 Genetische Charakterisierung der Zybridzelllinien
7.1.1 Diagnostischer Restriktionsverdau

Die in dieser Arbeit verwendeten Zelllinien wurden im Falle der RD3302-Zybride in unserem
Labor fusioniert und bis zum Zeitpunkt der Untersuchung kryokonserviert. Die RD3243-
Zybride wurden freundlicherweise von Dr. Lodovica Vergani, Neuromuscular Center,
Department of Neurological Science, Padua, ltalien zur Verfigung gestellt. Bei der als
Wildtyp (RDWT) bezeichnenten RD-Zelllinie handelt es sich um kauflich erwerbliche humane
embryonale Rhabdomyosarkomzellen. Von diesen Zellen wurden rho®Zellen hergestellt, die
zur Fusion mit Mitochondrien aus 143B-Zybriden mit einer Mutation an nt3302 wie auch
nt3243 verwendet wurden (s. Punkt 3.5.6) (Vergani et al, 2007).

Die RD3302-Zybride enthalten eine Transition von Adenin zu Guanin an Position nt3302 der
mitochondrialen DNA, die damit am 3'-terminalen Ende der tRNA""“YR |okalisiert ist. Um
nachzuweisen, dass die verwendete Zelllinie diese Mutation in ihrem Genom aufweist, wurde
eine analytische Restriktion mit dem Enzym Endonuklease Mse | durchgefihrt. Dazu wurde
eine 725 bp lange mtDNA-Sequenz von nt3232 bis nt3957 amplifiziert und anschlieRend
selektiv degradiert. Das Enzym Mse | erkennt die palindromische 4-Basen-Sequenz T|TAA
und schneidet die Wildtyp-mtDNA in 4 Fragmente (s.Abb. 15). Die Mutation an Position 3302
entfernt eine der drei Msel-Restriktionsstellen, der enzymatische Abbau der mutierten DNA
ergibt somit also nur drei Fragmente. Die Identifizierung der jeweils grofiten
unterschiedlichen Fragmente, beim Wildtyp von 486 bp und bei der Mutante von 521 bp
Lange, ist hinreichend zur Charakterisierung der mutierten Zybridzellen. In Abb. 15 sind die
Restriktionsschnittstellen wie auch das resultierende Fragment, das zur Unterscheidung von

Wildtyp und Mutanten verwendet wurde, schematisch dargestellt.
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mt-3232-s mt-3957-as
3264 3302 3785
32 | 35 | 486 172
Msel M Msel
=521 bp
= 725 bp

Abb. 15 Schema des diagnostischen Restiktionsverdaus.

Mse | -Restriktionsstellen auf dem 725 bp langen Ampklifikat des entsprechenden mitochodnrialen DNA-
Abschnitts. Durch den Basenaustausch an Position nt3302 in RD3302-Zybriden féllt an diesem Punkt eine
Schnittstelle des Enzyms weg. Es entstehen folgende Fragmente mit denen Mutante und Wildtyp unterschieden
werden kénnen: WT: 486 bp, 172 bp, 35 bp, 32 bp; MT: 521 bp, 172 bp, 32 bp.

Abbildung Abb. 16 zeigt die elektrophoretische Auftrennung der Restriktionsprodukte, die
den Nachweis fur den Besitz der Mutation erbringen. Das ungeschnittene PCR-Produkt
wurde als Kontrolle in Bahn 1 aufgetragen. Bahn 6 und 7 enthalten Proben der beiden
Osteosarkom-Zybridzelllinien, die die Mutation an nt3302 zu 70 % bzw. zu 100 % aufweisen.
Bei den heteroplasmatischen Zybridzellen (Bahn 6) sind somit beide Fragmente der
mutierten wie auch der Wildtyp-Version zur Verdeutlichung der unterschiedlichen Restriktion
zu erkennen. Gezeigt ist der Laufunterschied der Fragmente mit 521 bp Lange aus Zellen
mit der Mutation an nt3302 in Bahn 3, 6 und 7 im Vergleich zu den 486 bp groRen
Fragmenten der Wildtyp-Zellen in Bahn 2 und 5. Die Zelllinie RD3243 (Bahn 4) ergibt unter
diesen Diagnosebedingungen die gleiche Bande wie der Wildtyp, da sich die Transition an
nt3243 nicht auf Restriktionstellen des Enzyms Mse | auswirkt. Ein Nachweis durch den
Verdau mit dem Restriktionsenzym Haelll, welches durch eine zusatzlich Schnittstelle die
Mutation an nt3243 charakterisiert, erfolgte an dieser Stelle nicht, da die Beschreibung der
Zybridzelllinie RD3243 bereits in der Veroffentlichung Vergani et al., 2007 durchgefiihrt

wurde.
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Abb. 16 Elektrophoretische Auftrennung der Restriktionsfragmente.

Links: Darstellung der zwei diskriminierenden Fragmente aus der Restriktionsanalyse der Rhabdomyosarkom-
Zelllinien mit der Mutation an Position nt 3302 bzw. nt3243 der mitochondrialen DNA sowie dem Wildtyp. Zur
Kontrolle wurden die Osteosarkomzelllinie 143B und ihre korrespondierenden 3302-Mutanten, die die Mutation zu
homoplasmatischen (100 %) bzw. heteroplasmatischer (70 %) Anteilen enthalten, ebenfalls gezeigt. Rechts:
Auflistung der FragmentgréRen von Wildtyp und Mutante. Die Mutation an nt3302 eliminiert eine der drei
spezifischen Restriktionsstellen des Enzyms Mse |, das dadurch resultierende gréf3ere 521 bp-Fragment wird zur

Unterscheidung der Mutanten vom Wildtyp verwendet.

7.1.2 Bestimmung des Heteroplasmiegrades der RD3302-Zybride

Mit der angewandten Methode zur Charakterisierung der Mutante ist eine quantitative
Aussage Uber den genauen Anteil an Wildtyp-DNA allerdings nur eingeschrankt maoglich,
daher wurde zur prazisen Einschatzung des Heteroplasmiegrades eine Sequenzierung eines

ALeu(UUR

die gesamte tRN ) umfassenden PCR-Produktes durchgefiihrt.

Das Elektropherogramm in Abb. 17 zeigt einen Basenaustausch von Adenin zu Guanin an
der Position 41 des analysierten PCR-Fragments, die dem Mutationsort nt3302 der mtDNA
entspricht. Den Grad der Mutation kann man annahernd als homoplasmatisch bezeichnen,
da an der entsprechenden Position nur ein deutlicher Peak detektiert wurde, der das Guanin-
Nukleotid reprasentiert. Nur geringe Anteile des Signals des an Position 40 lokalisierten
Nukleotids Adenin reichen in das nachfolgende Signal hinein. Durch die Sequenzierung kann
somit der Mutationsgehalt bis zu einer Lesegenauigkeit von mindestens 98,5 % definiert
werden (Shendure and Ji, 2008).
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20 30 4 50
TTANGT HGNHNGTTCHAT TTICCTCTT CTl MACATAC CCATG G C GA

Abb. 17 Sequenzierung des tRNA"“"YR) _Gens aus RD3302-Zellen.

Elektropherogramm der DNA-Sequenz aus der Rhabdomyosarkomzelllinie RD3302 zum Nachweis der AG
Transition an Position nt3302 der mtDNA. Die Position nt3302 der mtDNA entspricht in dieser Darstellung
Nukleotid 41 des analysierten PCR-Fragments. Die Auswertung und Darstellung der Daten erfolgte mit dem

Programm Chromas.

Die RD3243-Zybride sind ebenfalls homoplasmatisch bezlglich der Mutation an nt3243. Dies
wurde bereits von Dr. Lodovica Vergani nachgewiesen und verdffentlicht (Vergani et al.,
2007).

7.1.3 Nachweis des Rhabdomyosarkom-Hintergrundes in mutierten RD-Zybriden

Nachdem nachgewiesen wurde, dass die RD-Zybride die Mitochondrien mit mutierter mtDNA
aus Osteosarkomazellen enthalten, wurde nun im DNA-Fingerprint verifiziert, ob es sich bei

dem nuklearen Hintergrund des Akzeptors um den der Rhabdomyosarkomzelllinie handelt.

Dazu wurde eine an dem Genort D11S533 auf Chromosom 11q13 des nukledaren Genoms
lokalisierte, hoch repetetive Sequenz aus Hexanukleotiden genutzt, die durch ihren hohen

Polymorphismusgrad ein eindeutiges Merkmal verschiedener Individuen darstellt.

Mittels PCR-Analyse konnte durch einen Langenpolymorphismus zwischen 143B und RD-

Genom unterschieden werden.

Dabei ergibt sich bei den 143B-Zellen eine Bande bei ca. 550 bp, bei RD-Zellen jedoch bei
ca. 500 bp. Die unterschiedliche GroRe der PCR-Amplifikate zeigt deutlich, dass die
verschiedenen RD-Zybride homozygot in Bezug auf ihren nuklearen Hintergrund, d.h. die
gleiche Akzeptorzelllinie verwendet wurde. Zudem wird ausgeschlossen, dass das Kern-

genom der Donorzelllinie 143B bei der Fusion ibernommen wurde.
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Abb. 18 Genetische Charakterisierung der nukledren Zellhintergrunds.

Dargestellt sind die PCR-Fragmente aus Donor- und Akzeptorzellen sowie der resultierenden transformierten RD-
Zybridzellen. PCR-Produkte des Locus D11S533 wurden auf einem 2 %igen Agarosegel elektrophoretisch
aufgetrennt. Die Bande der 143B-Zellen und 143B-3302-Zybride kann eindeutig von der Bande der Zellen mit

dem nukledren Rhabdomyosarkom-Hintergrund unterschieden werden.

7.2 Biochemische Charakterisierung der RD3302-Zellen
7.2.1 Wachstum

Das Zellwachstum als erster dulRerer Indikator des pathologischen Einflusses der Mutation,
konnte schon wahrend der Kultivierung der Zellen als verlangsamt beobachtet werden. Die
experimentelle Bestimmung der Verdopplungszeit mit dem Casy Zellzahl-Gerat Uber einen

Zeitraum von bis zu 150 Stunden bestatigte diese Beobachtung.

Der andeutungsweise sigmoide Verlauf der Wachstumskurve zeigte zudem, dass die
RD3302-Zellen eine verlangerte stationaren Phase bis Uber 24 Stunden nach der Aussaat
aufwiesen, und die exponentielle Wachstumsphase erst nach ca. 50 Stunden erreichen. In
dieser Phase ist die Abweichung der Proliferationsgeschwindigkeit der RD3302-Zellen nicht
ganz so stark wie zu Beginn von der Geschwindigkeit der Wildtypzellen, jedoch konnte man
auch hier erkennen, dass der Graph im weiteren Verlauf flacher wird. Dieses Ergebnis
spiegelt sich dann auch in den errechneten Verdopplungszeiten wider. Fir RDWT-Zellen
ergab sich, dargestellt in Diagramm B in Abbildung Abb. 19, eine Teilungs-Geschwindigkeit
von 22 (x£1,3) Stunden, die damit im Rahmen der flr diese Zelllinie bereits publizierten Werte
lag (Loh, Jr. et al., 1992; www.wipo.int : wo/1992/016560). Diese entsprechen damit auch
anndhernd der Verdopplungszeit der 143B-Zellen. Das stark verlangsamte Wachstum der
RD3302-Zellen zeigte sich in einer 1,7 fachen Erhéhung der Verdopplungszeit auf 36 (+1,8)

Stunden.
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Abb. 19 Messung des Wachstums der RDWT und RD3302 Uber einen Zeitraum von 160 Stunden.
A) Logarithmische Auftragung der Zellzahl gegeniiber der Zeit.

B) Errechnung der Verdopplungszeit aus der Steigung der Regressionsgeraden der Graphen aus A).
(Probenzahl n=3). p >0,05, *: P<0,05, **: p<0,01

In Abb. 19 ist der graphische Verlauf des Wachstums lber den Messzeitraum von 160

Stunden dargestellt.

Die Verzogerung des Anfangswachstums nach der Aussaat verstarkte sich zudem bei
geringer Zellzahl zum Start des Experiments deutlich. Die Zellen zeigten zudem nach einer
langeren stationdren Phase ein vom Wildtyp abweichendes Wachstumsmuster mit einer
wabenformigen Verteilung, gezeigt in Abb. 20. Zudem konnte die Konfluenz der Wildtyp-
Zellen auch nach langerer Zeit nicht erreicht werden, da es bei RD3302 im Bereich um die
Aussparungen zu einer lokalen Ansammlung der Zellen kam, welche dann wiederum zu
Stress und daraufhin zuerst zur Ablésung der Zellen vom Schalenboden und schlie3lich zum
Zelltod fuhrte. In der Stressphase nahm die Grof3e der Zellen deutlich ab und es zeigten sich
lange, schmale Fortsatze. Dieser visuelle Eindruck konnte durch Messungen mit dem Casy

Zellzahl-Gerat, das auch die ZellgréRRe erfasst, bestatigt werden, wie in Abb. 20 gezeigt wird.
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Abb. 20 Morphologische Veranderungen der RD3302-Zellen.

A) Lichtmikroskopische Aufnahmen der Zelllinien RDWT und RD3302 unter 200 facher VergroRerung. Die
Zelllinien unterscheiden sich morphologisch und zeigen im Laufe des Wachstums eine unterschiedliche
Verteilung auf dem Boden der Zellkulturschale. B) Statistische Auswertung der durchschnittlichen ZellgroRe
gemessen am Casy-Zellzdhlgerat. Fur n=6 wurde eine signifikante Verkleinerung der RD3302-Zybride detektiert.
Die ZellgréRRe von RD3243 ist unverandert zum Wildtyp. p >0,05, *: P<0,05, **: p<0,01

7.2.2 Laktatmessung

Zellen koénnen flexibel auf Stérungen im Stoffwechsel reagieren. Bei einem Defekt der
Atmungskette erfolgt in der Regel eine Umstellung der Energiegewinnung auf anaerobe
Glykolyse. Damit wird die Energiebereitstellung fir die Zelle gesichert. Da die Glykolyse den
Cofaktor NAD" fur die Oxidation von Glycerinaldehyd-3-Phosphat bendtigt, ist eine
Regeneration von NADH zu NAD" erforderlich, um die Reaktionskette am Laufen zu halten.
Dies geschieht durch die Reduktion des Endprodukts Pyruvat zu Lactat unter Aufnahme
zweier Elektronen von NADH, dass dadurch zu NAD® oxidiert wird und wieder in die
Glykolyse eingeschleust werden kann. Die Laktatmenge wurde nun in Anbetracht eines
wahrscheinlichen negativen Effektes auf die Atmungskette durch die Mutation der mitochon-

drialen DNA in den Rhabdomyosarkomzellen Uberprift.

Die Durchfihrung der Laktatmessung erfolgte mit einem Metabolit-Analysegerat
ABL16/EMP105, (n=4).
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Abb. 21 Laktat-Akkumulation im Zellkulturmedium der RD-Zelllinien nach 24 Stunden Inkubation.

Die mit einem Metabolit-Analyzer ermittelten Werte wurden vierfach parallel bestimmt und auf die Zellzahl und
Zeit bezogen. Beide Zelllinien zeigen im Zuge ihres Atmungskettendefekts einen signifikanten (p<0,001) Anstieg
der Laktatkonzentration im Vergleich zum Wildtyp (24 fmol/Zelle x Min.), der bei der RD3243-Zelllinie (34
fmol/Zelle x Min.) starker ausfallt als bei RD3302 (27 fmol/Zelle x Min.).

Bei beiden Mutanten zeigt sich nach 24 Stunden Wachstum eine zu RDWT signifikant
erhdhte Laktatkonzentration im Uberstand, die bei RD3243 mit 147 % deutlicher ausfallt als
bei RD3302 mit 113 % (Abb. 21).

7.2.3 Energiestatus der Zybridzellen

Alle Mutationen der mitochondrialen DNA betreffen direkt oder indirekt den Atmungsketten-
apparat und hangen somit unmittelbar mit dem Energiestatus der Zelle zusammen. Durch
die Beobachtung des verlangsamten Wachstums der an nt3302 mutierten Zybride und dem
moderaten, jedoch signifikanten Anstieg der extrazellularen Laktatkonzentration, erfolgte die

Analyse des Adeninnukleotidhaushaltes als logische Konsequenz.

In Anbetracht der Instabilitdt der Adeninnukleotide wurde bei der Perchlorsaure-Extraktion
der Zellen besonders auf eine grof3e Schnelligkeit der Zelllyse Wert gelegt, um die Stoff-
wechselvorgange méglichst abrupt zu stoppen und den Erhalt der energiereichen Nukleotide

gewabhrleistet.

Die Quantifizierung der verschiedenen Adeninukleotide erfolgte Uber reverse phase-HPLC
im Institut fir Experimentelle Medizin und wurde auf den Proteingehalt, der aus einer
Fraktion der Proben ermittelt wurde, bezogen. Die ermittelten Werte sind in Abb. 22

veranschaulicht.
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Abb. 22 Diagramm zur Darstellung des Nukleotidsgehaltes in RD-Zellen.

Die Messung der verschiedenen Adeninnukleotide sowie von Uridintriphosphat erfolgte chromatographisch und
wurde auf den Proteingehalt der Probe geeicht (nmol Nucleotide/mg Protein). Als TAN (Total Adenine
Nucleotides) wurde die Gesamtheit der Adeninnukleotide zusammengefasst, um die Reduktion des Gehalts in

den mutierten Zellen zu verdeutlichen.

Das niedrige Verhaltnis von AMP und ADP zu der energiereichen Verbindung ATP (siehe
Abb. 23) dient als Bestatigung fiir die schnell durchgefiihrte Extraktion, bei der die fragilen

energiereiche Bindungen optimal konserviert wurden.

Unter dem Begriff TAN (Total Adenine Nucleotides) wird der Gesamtgehalt an Adenin-
nukleotiden in der Zelle zusammengefasst. Dieser Wert ist bei RD3243 mit p<0,05 signifikant
erniedrigt, jedoch bei RD3302 nicht signifikant verandert. Eine Erniedrigung des Gesamt-
adeninnukleotidgehaltes erfolgt in der Regel Uber die Deaminierung von AMP zu Inosin 5'-
Monophosphat (IMP) (Sabina et al., 1990; Imai and Honjo, 1965). Ein alternativer Weg ist die
Dephosphorylierung zu Adenosin durch die AMP-Aminohydrolase, der jedoch nur in
Herzmuskel vorkommt. IMP kann weiter abgebaut und ausgeschieden werde oder (ber
einen anderen Reaktionsweg wieder in AMP umgewandelt werden. Unter normalen
Umstanden reguliert dieser Purinnukleotidzyklus den relativen Gehalt an AMP, ADP und

ATP, um somit stets einen hohen Energiestatus der Zellen zu erhalten.
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Zusatzlich zu den Veranderungen des Adeninnukleotidgehaltes zeigt sich zudem eine leichte
Umverteilung der Verhaltnisse. Im Gegensatz zu Wildtypzellen, die annaherungsweise kein
AMP aufweisen, ist dieser in beiden Mutanten gleichartig geringfiigig, jedoch signifikant,
erhoht. Beim Vergleich des ADP-Gehaltes zeigt RD3302 keine Veranderung zum Wildtyp,
aber daflir RD3243 eine signifikante Reduktion. Der steady state-Gehalt an ATP ist bei
RD3302 um 35 % und bei RD3243 um 40 % reduziert.

Somit unterscheiden sich beide mutierten RD-Zybride in Bezug auf den Energiehaushalt
nicht deutlich voneinander. Verglichen mit dem Wildtyp ist jedoch eine deutliche
Verringerung des ATP-Niveaus zu restmieren, die jedoch im Vergleich zu den selben

Mutationen in Osteosarkomzybriden eher moderat ausfallt (Kleist-Retzow et al., 2007).

Die relative Konzentration der Adeninnukleotide wird durch den Energiestatus der Zelle
bestimmt, sowie durch das Enzym Adenylat Kinase, dass die Reaktion ADP -> ATP + AMP
katalysiert.
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Abb. 23 Energiegehalt der RD-Zellen.

A) Darstellung der Relation des Energietragers ATP zu den beiden weniger energiereichen Nukleotiden ADP und
AMP (Angaben in %). Das Diagramm zeigt eine signifikante Erhéhung bei den RD3302-Zybriden zu Gunsten von
AMP und ADP. Bei den RD3243-Zellen konnte kein signifikanter Unterschied zum Wildtyp festgestellt werden. B)
Dementsprechend zeigt sich, bei der Darstellung des Energieladungspotentials ECP (dimensionslos), das sich
aus der Formel (ATP+ O0,5*ADP)/TAN errechnet und den Gehalt an energiereichen Bindungen der
Adeninnukleotide in der Zelle reprasentiert, eine mit p<0,001 signifikanten Erniedrigung bei den RD3302 und eine
tendenzielle Reduktion bei RD3243, die jedoch nicht signifikant ist (p=0,05). p >0,05, *: P<0,05, **: p<0,01
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Als Mal fir den Phosphorylierungsgrad wurde das Energieladungspotential (ECP)
dargestellt (Abb. 23) das mit der Formel [ATP+ 0,5*(ADP)/[ATP+ADP+AMP] errechnet wurde
(Atkins, 1968). Dabei zeigt sich zuerst einmal, dass die RDWT-Zellen mit 0,95 im oberen
Bereich der allgemein formulierten Normalwerte des Potentials zwischen 0,7 und 1,0 (Gupta
et al., 2001, Sellevold et al., 1986) liegen. Das Potential der RD3302-Zybride liegt zwar noch
in dem allgemein definierten Normbereich, weicht jedoch signifikant vom Wildtyp mit einer
Reduktion auf 0,89 ab. Der Wert der RD3243-Zellen ist nicht signifikant erniedrigt.

Obwohl damit alle drei Zelllinien im allgemeinen Normbereich der ECP-Werte liegen, muss
man diesen in Hinsicht auf das hohe Potential der Wildtypzellen relativieren und die starke
Reduktion als pathologisch bewerten. Das zeigt auch ganz klar eine andere Darstellung der
Energieverhaltnisse, die sich aus der Formel AMP+ADP/ATP ergibt, mit der man die Relation
des hochenergetischen ATP zu den niederenergetischen ADP und AMP verdeutlichen kann.
Es zeigt sich bei RD3302 eine signifikante Verdopplung im Vergleich zum Wildtyp. Das be-
deutet, dass RD3302 im Fazit eine weitaus niedrigere Energieladung aufweist als RDWT.
Auch die Ratio der RD3243-Zellen ist erhdht, jedoch nicht zu dem Ausmal} wie in RD3302-
Zellen und nicht signifikant zu den Werten des Wildtyps.

Alle drei Zelllinien weisen einen relativ hohen Gehalt an UTP auf. Ein hoher Gehalt an UTP
ist als fUr entartete Tumorzellen typisch beschrieben worden und scheint auch fiir diese
Tumorzelllinien zuzutreffen. In beiden Mutanten ist jedoch der Gehalt an UTP im Vergleich
zur Wildtypzelllinie erniedrigt. Dieses Ergebnis ist wahrscheinlich ebenso eine Konsequenz
aus der generellen Reduktion des Energieladungspotentials in diesen Zellen (De Abreu et
al., 1982).
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7.2.4 Polarographische Messung des Sauerstoffverbrauchs

Die Untersuchung der Atmungskette der Zellen in ihrem funktionellen Zusammenhang
erfolgte durch die polarographische Messung des Sauerstoffverbrauchs an einer Clark-
Elektrode. Die Atmung als zentrale Funktion der Mitochondrien ist ein wichtiger Indikator fir
den Zustand der Zellen und beschreibt damit die direkten Auswirkungen, die die Mutation der
mitochondrialen tRNA auf deren Funktion haben. Nach den eher moderaten Veranderungen
bei Laktatsynthese und Adeninnukleotidgehalt, sollte nun eine Untersuchung der

Atmungskette als primarer physilogischer Wirkungsort der Mutation erfolgen.

Die Untersuchung umfasste sowohl den Sauerstoffverbrauch intakter Zellen durch die
Oxidation endogener Substrate, wie auch nach externer Zugabe diverser Substrate (Pyruvat,
Malat, Succinat und Glycerin-3-Phosphat) an permeabilisierten Zellen. Frisch hergestellte
Zellsuspensionen der beiden Zelllinien RDWT und RD3302 wurden nach Eichung und
Vorbereitung der Elektrode in der Polarographiekammer Uber einen langeren Zeitraum

gemessen.

Dabei zeigt sich, dass die RD3302-Zybride im Vergleich zur Kontrollzelllinie RDWT einen um
Uber 60 % verringerten Sauerstoffverbrauch bei der Oxidation endogener Substrate
aufweisen. Ob dieses Ergebnis auf eine pathologisch verdnderte Atmungskette zurtick-

zufihren war, wurde durch die nachfolgenden Messungen weiterfihrend untersucht.

Nach Permeabilisierung der Zellen mit Digitonin konnten durch Zufligen diverser Substrate
die einzelnen Atmungskettenkomplexe im Zusammenspiel mit weiteren mitochondrialen
Stoffwechselprozessen charakterisiert und als Multienzymapparat unter in situ Bedingungen
analysiert werden. Dabei schleusen Pyruvat und Malat Elektronen via Komplex |, Succinat
Uber Komplex Il und Glycerin-3-Phosphat schliellich iber Ubichinon in die Atmungskette
ein. Die Oxidation von Glycerin-3-Phosphat wird durch das Enzym G3P-Dehydrogenase
katalysiert, welches an der Innenseite mit der mitochondrialen Membran assoziiert ist und

dort Gber FADH, Ubichinon reduziert und dadurch Elektronen zu Komplex Il transferiert.

Der Einsatz von zwei verschiedenen Substraten fir Komplex | ermdglicht Rickschlisse auf
verschiedene der Atmungskette vorgeschaltete Stoffwechselwege, darunter die Pyruvat-
dehydrogenase und auch den Tricarboxyl-Zyklus. Der Pyruvatdehydrogenase-
(PDH-)komplex ist das Bindeglied zwischen Glykolyse und Citratzyklus und katalysiert die

oxidative Decarboxylierung von Pyruvat zu Acetyl-CoA.
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Abb. 24 Graphische Darstellung des Sauerstoffverbrauchs der RD3302-Zybride im Vergleich zum Wildtyp.

Es wurden jeweils Einzelmessungen durchgefiihrt, bei der sowohl die Verwendung endogener Substrate (CO) als
auch die Metabolisierung extern zugegebener Substrate in Digitonin-permeabilisierten Zellen detektiert wurde.
Die Charakterisierung von Komplex | erfolgte nach Zugabe von Pyruvat in Gegenwart von Malat (MPox) sowie
von Malat in der Gegenwart von Glutamat (MGox), die Charakterisierung von Komplex Il entsprechend nach
Zugabe von Succinat (Sox) und von Komplex Ill und IV nach der Zugabe von Glycerin-3-Phosphat (GPox). Der

Sauerstoffverbrauch ist in fmol pro Minute pro Zelle angegeben. (n=1).

Der Sauerstoffverbrauch der an nt3302 mutierten Zellen nach Zugabe von Pyruvat wie auch

Malat sind um 70 % bzw. 72 % deutlich im Vergleich zu den Werten des Wildtyps erniedrigt.

Bei der nachfolgenden Messung war die Aktivitdt nach Hinzufliigen von Succinat bzw.
Glycerin-3-Phosphat ebenfalls mit 59 % bzw. 58 % deutlich, jedoch nicht so drastisch wie bei
der vorherigen Messung, erniedrigt. Vergleicht man nun den Sauerstoffverbrauch bei Gabe
von NADH-verknipften Substraten mit der Oxidationsrate von Substraten, die Elektronen
Uber einen nachfolgenden Komplex in die Atmungskette einspeisen, zeigen die RD3302-
Zellen eine Verminderung der Relativwerte im Vergleich zu den Wildtypzellen. Diese

Differenz wird allgemein als ein Indikator flr einen Komplex I-Defekt angesehen.
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Abb. 25 Relative Werte des Sauerstoffverbrauchs.

Zur Verdeutlichung eines Komplex I-Defekts wurde der Sauerstoffverbrauch bei NADH-vernipften Substraten, die
Elektronen Gber Komplex | in die Atmungskette einspeisen, mit den Werten nach Gabe von Succinat bzw. G3P, in
Relation gesetzt. Diese Ubertragen Elektronen an einem spateren Punkt in die Atmungskette. Bei RD3302 ist

dieser Quotient erniedrigt, was damit fiir einen Komplex I-Defekt spricht.

Setzt man den Sauerstoffverbrauch nach Gabe der Komplex |-Substrate Malat/Pyruvat in
Relation zu den Werten nach Succinat- bzw. G3P-Zugabe, so zeigt sich, dass es sich nicht
um eine gleichformige Reduktion der Gesamtaktivitdt handelt, sondern die relative Komplex
[-Aktivitat im Vergleich zur Wildtypzelllinie RDWT deutlicher reduziert ist.

Im Vergleich mit den in vorherigen Arbeiten ermittelten Daten von Wildtyp und Mutante der
Osteosarkomzelllinie (Kleist-Retzow et al., 2007) zeigt der RD-Wildtyp deutlich niedrigere
Werte, sowohl bei der Veratmung endogener Substrate (143B: 4 fmol, RDWT: 2,2 fmol), wie
auch nach Zugabe von Pyruvat (143B: 4,2 fmol, RDWT: 1,5 fmol), Malat (143B: 5,1 fmol,
RDWT: 1,4 fmol) und Succinat (143B: 6,3 fmol, RDWT: 1,3 fmol). Anscheinend
unterscheiden sich diese Zelllinien generell in ihren Atmungskettenkapazitaten bzw. in der

Ausnutzung bestimmter Reaktionswege zur Energiegewinnung.

7.2.5 Spektrophotometrische Messung der Enzym-Aktivitat

Die Ergebnisse, die durch die Polarographie gewonnen wurden, wurden zusatzlich erganzt
durch die spektrophotometrische Aktivititsmessung einzelner Komplexe unabhangig vom
Zusammenspiel der Atmungskette. Die maximale Enzymaktivitat wurde durch die
Quantifizierung des Substratumsatzes Uber eine Veranderung der Absorption eines an den

Komplex gekoppelten Essays analysiert.
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Die Messung umfasste Komplex Il + Ill Gber die Succinat-Cytochrome ¢ Reduktase-Aktivitat
(SCCR), Komplex Il alleine Uber die Succinat-Ubichinon-Dichlorphenol Indophenol-
Reduktase-Aktivitat (SQDR), Komplex Il tUber die Decylubichinon-Cytochrom c-Reduktase-
Aktivitat (QCCR) sowie Komplex IV Uber die Cytochrom c-Oxidase-Aktivitat (COX).

Zusatzlich wurden die Aktivitaten der Enzyme des Citratzyklus, Aconitase, Citrat-Synthase

und Fumarase, als Referenz erfasst.

ERD WT
ERD3302
ORD3243

frmol/Min. x mg Protein

SCCR SQDR QCCR cox Cs

Abb. 26 Spektrophotometrie der RD-Zellen.

Aktivitat der Atmungskettenkomplexe sowie des Markerenzyms Citrat-Synthase (CS) der beiden RD-Zybride mit
der Mutation an nt3302 und nt3243 im Vergleich zu der Wildtypzelllinie RDWT. Die Aktivitat von Komplex Il & 111
(SCCR), Komplex Il (SQDR), Komplex Ill (QCCR) und Komplex IV (COX) ist in fmol pro Minute pro mg Protein
angegeben. (n=4, MW+SD). Die Signifikanzabschatzung erfolgte mittels T-Test mit ns: nicht signifikant, p >0,05,
*: P<0,05, **: p<0,01.

Bei der kombinierten Messung von Komplex Il und Ill (SCCR) weicht nur der Werte von
RD3243 statistisch signifikant vom Wildtyp ab. Im Gegensatz dazu zeigt RD3302 keine
Veranderung zur Kontrolle. Die unabhangige Messung des ausschlief3lich nukledr codierten
Komplex II demonstriert deutlich das typische Bild von Zellen mit mitochondrialer DNA-
Mutation. Die Aktivitat beider mtDNA-Mutanten befindet sich im Normbereich und zeigt keine
Beeintrachtigung der maximalen Enzymaktivitdt. Die Werte von Komplex Ill hingegen
weichen wieder bei beiden Mutanten vom Wildtyp ab, wobei auch hier die RD3243-Zybride
einer drastischere Reduktion als RD3302-Zellen aufweisen, die sich ja schon in der SCCR

Messung andeutete.
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Am starksten wirken sich beide Mutationen auf Komplex IV der Atmungskette auf. Dessen
Aktivitat ist deutlich reduziert, wiederum bei RD3243 gravierend auf nur 2 % der Wildtyp-
aktivitat, bei RD3302 moderater auf 40 %.

Die Aktivitdt der Citrat-Synthase wurde als Referenz gemessen. Es handelt sich um ein
Schlisselenzym des Citratzyklus, das die Bildung von Citrat aus Oxalacetat und Acetyl-CoA
katalysiert. Um die Aktivitaten der Atmungskettenkomplexe der verschiedenen Zelllinien
miteinander zu vergleichen, wurde das Verhaltnis zur Citrat-Synthase-Aktivitat gebildet,
welche haufig als ein indirektes Mal fir den absoluten Mitochondriengehalt der Zelle

verwendet wird.

Die Citrat-Synthase-Aktivitaten der beiden Mutanten weichen leicht von den Werten fiir
RDWT ab. RD3302 ist um 24 %, RD3243 um 34 % reduziert. Bezieht man nun die Werte der
Atmungskettenkomplexe auf die Werte der Citrat-Synthase-Messung und somit auf die
Mitochondrienanzahl, ergeben sich nur geringfiigige Anderungen der Absolut-Werte. Die
Relation der Werte fir die Aktivitdt der einzelnen Amungskettenkomplexe der beiden

Mutanten zu der Kontrollzelllinie bleibt bestehen.

7.2.6 Steady state-Gehalt von Untereinheiten der Atmungskettenkomplexe

Die mitochondriale DNA codiert fiir 13 Proteine der Atmungskette. Die Auswirkung der tRNA-
Mutation auf das steady state-Niveau der Komplexe bzw. einzelner reprasentativer Unter-
einheiten wurde durch Immunoblotting mit spezifischen monoklonalen Antikérpern unter-

sucht.

Der steady state-Gehalt der mitochondrial-codierten Proteine wird bestimmt durch das
Zusammenspiel von Synthese und Abbau im Mitochondrium. Eine Mutation der tRNA, als
wichtiger Bestandteil des Proteinsyntheseapparates, kann die Translation direkt oder indirekt
negativ beeinflussen z.B. durch Inhibierung des Ribosoms, Beladung mit einer unpassenden
Aminosaure oder fehlende Aminoacylierung, oder sie kann durch eine herabgesetzte Kinetik
den Einbau falscher Aminosauren beginstigen/bewirken. Defekte Proteine werden
unmittelbar nach der Synthese erkannt und degradiert. Eine Stérung des Proteinsynthese-

apparates spiegelt sich daher auch in der Konzentration der Protein im Mitochondrium wider.

Die densitometrische Auswertung erfolgte zuerst durch Normierung auf das in allen Zelllinien
abundant exprimierte Protein R-actin, dann wurde das prozentuale Verhaltnis der Banden-

starke zur jeweiligen Kontrollzelllinie 143B bzw. RDWT errechnet.
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Abb. 27 Protein-steady state-Gehalt in Zybridzellen

A) Western Blot zur Untersuchung des steady state-Gehaltes von Proteinuntereinheiten der mitochondrialen
Atmungskettenkomplexe. Die Detektion von [3-actin erfolgte, um Beladungsunterschiede in der nachfolgenden
Auswertung rechnerisch auszugleichen. Weitere Antikdrper zur Detektion von Untereinheiten der Atmungsketten-
komplexe waren: Komplex |, Untereinheit 39 kD; Komplex I, Untereinheit 70 kD; Komplex Il, Untereinheit core2;
Komplex IV, Untereinheiten |, II, IV. Bei allen Untereinheiten mit Ausnahme der 70 kD Untereinheit von Komplex I
und der Untereinheit IV von Komplex IV handelt es sich um mitochondrial codierte Proteine. B) Diagramm der
densitometrischen Auswertung. Wahrend die kerncodierte Untereinheit des Komplex Il in Konzentrationen
vorliegt, die dem Wildtyp entsprechen, zeigt sich bei beiden Mutanten eine Reduktion der drei Untereinheiten von
Komplex IV und der Untereinheit von Komplex |. RD3243 zeigt zusatzlich eine Reduktion der Untereinheit von
Komplex Ill.

Abb. 27 zeigt die Auftrennung der Proteinextrakte von den drei RD-Zelllinien sowie zum
Vergleich auch der beiden 143B-Zelllinien im Western Blot. Dieser wurde mit sechs
verschiedenen Antikdérpern, gegen sowohl mitochondrial als auch Kkerncodierte
Untereinheiten der Atmungskettenkomplexe der RD-und 143B-Zybride, inkubiert. Um einen
Einflud von Beladungsunterschieden zu minimieren, wurde bei der Auswertung auf das

Signal des Referenzproteins R-actin standardisiert.

Beide RD-Mutanten zeigten eindeutig eine Reduktion der 39 kDa-Untereinheit von Komplex
I. Dieses Ergebnis stimmt mit den Werten der homoplasmatischen Osteosarkomazelllinie
143B/3302 Uberein, die ebenfalls einen deutlich verminderten Gehalt an dieser Untereinheit

von Komplex | zeigte.

Komplex Il der mitochondrialen Atmungskette ist ganzlich kerncodiert und sollte somit von
Defekten des mitochondrialen Syntheseapparates nicht betroffen sein. Stimmig dazu erweist
sich die 70 kDa Untereinheit von Komplex Il als unverandert im Vergleich zum Wildtyp. Das
trifft ebenso bei 143B/3302 zu.

94



Ergebnis

Die Detektion der Untereinheit core 2 als reprasentative Darstellung von Komplex Il ergab
ein sehr heterogenes Bild. RD3243 weist eine deutliche Reduktion des steady state-
Gehaltes auf, wohingegen diese bei RD3302 nahezu unverandert zum Wildtyp vorliegt. Die
Osteosarkomazybride zeigen ebenfalls keine Veranderung im Vergleich zu 143B, die
Zelllinien weisen jedoch im absoluten Vergleich mit den Rhabdomyosarkom-Zelllinien beide

einen geringeren Gehalt an dieser Untereinheit auf.

Zur Analyse von Komplex IV der Atmungskette standen Antikérper gegen drei Untereinheiten
zur Verfigung. Zwei davon gegen die mitochondrial codierte Untereinheiten COX | und COX
Il, sowie einer gegen die kerncodierte Untereinheit COXIV. Der Gehalt an COXI divergiert
stark bei den unterschiedlichen Zelllinien. Wahrend bei RD3302 keine Veranderungen
erkennbar sind, zeigt RD3243 eine leichte Reduktion des steady state-Niveaus und
143B/3302 eine gravierende Reduktion, die in meinen vorhergehenden Arbeiten bereits auf

8 % reduziert verglichen zu der Kontroll-Zellinie 143B detektiert wurde.

Ebenso unterschiedliche Resultate ergab die Detektion von COXIV. Diesmal war die
Untereinheit in beiden RD-Zybriden deutlich reduziert, im Gegenteil dazu in den 143B-

Zybriden unverandert stark in der Zelle vorhanden.

Die Untereinheit COXIl war in allen drei Mutanten im Vergleich zu den jeweiligen Wildtypen

stark reduziert.

7.2.7 Akkumulation der tRNA-Vorstufe RNA19

Zu den auffilligsten Merkmalen der Mutation an tRNA-UVUR)

Prozessierungsvorstufe RNA19, die die Transkripte der drei Gene fiir ND1, tRNA*“"R ynd

16 S rRNA umfasst. 1993 erfolgte die erste Beschreibung einer Patientin mit nahezu

gehort die Akkumulation der

homoplasmatischem Gehalt der Mutation in Muskel und zu hohem Heteroplasmiegrad in
Fibroblasten durch Bindoff et al., 1993 bei der er eine 1000 fache Erhéhung von RNA19 in

entsprechenden Gewebeproben detektierte.

Um die Zybride auf eine Ansammlung von RNA19 zu untersuchen, wurde ein Northern Blot
mit RNA-Extrakten der drei RD-Zelllinien sowie als Vergleich dazu der 143B- und
143B/3302-Zellen durchgeflhrt.

Zur GroRenzuordnung und ldentifizierung der Banden wurde zuvor ein RNA-Marker auf das
Gel aufgetragen und nach dem Blotting auf der Membran angefarbt, dieser ist jedoch nicht

radioaktiv und somit nicht auf der Exposition sichtbar.

Als Beladungkontrolle diente die Hybridisierung mit einer 28 S rRNA-Sonde, die zeigt, dass

vergleichbare Mengen der einzelnen Proben aufgetragen wurden.
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Als Sonde wurde ein PCR-Produkt innerhalb der Sequenzen des ND1-Gens verwendet, das
sowohl RNA19 als auch ND1 detektierte. Das Signal fir ND1 diente dadurch als interne
Bezugsgrofle, so dass das Verhaltnis RNA19/ND1 der verschiedenen Zelllinien miteinander

verglichen werden konnte.
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Abb. 28 A) Northern Blot zur Darstellung der RNA19-Akkumulation in Zybridzellen.

Zur Kontrolle wurden die jeweiligen Wildtypzellen mitgefiihrt sowie der RD-Zybrid mit der Mutation an nt3243. Die
Membran wurden mit einem radioaktiv markierten PCR-Produkt, dessen Sequenz innerhalb des ND1-Gens liegt,
hybridisiert und auf einem P-imager screen exponiert. DA die Vorstufe auch das Transkript von ND1 enthalt, zeigt
die Sonde zwei Signale, fir ND1 und RNA19. Bildet man nun das Verhaltnis von RNA19 zu ND1, kann man die
relative Menge in den Proben der verschieden Zelllinien miteinander vergleichen. B) Das Diagramm zeigt das
Ergebnis der densitometrischen Auswertung des mit den Sonden gegen ND1 und 16S rRNA hybridisierten
Northern Blots. Die dargestellten Werte wurden auf 28S rRNA normalisiert und auf die jeweilge Kontrollzelllinie
bezogen. Ein deutliches Ergebnis ist die Reduktion von ND1-mRNA und 16S rRNA bei RD3302. Die Ubrigen
Signale weichen nicht nennenswert vom Wildtyp ab, mit Ausnahme des RNA19-Signals bei 143B/3302, das sich
auch bezogen auf ND1 um dreifach erhoht erweist (siehe C). C) Es konnte bei beiden an nt3302 mutierten
Zybridzelllinien eine Akkumulation der Prozessierungsvorstufe RNA19 relativ zu dem ND1-Transkript gezeigt
werden. Diese fiel bei RD3302 mit fast 600 % doppelt so stark aus wie bei 143B/3302. Die RD3243-Zybride
zeigen keine RNA19-Akkumulation.

Die Exposition des hybridisierten Northern Blots in Abb. 28 A) zeigt auf einer Hohe von 1 kb
das Signal fir die mRNA von ND1, der mitochondrial codierten Untereinheit von Komplex |
der Atmungskette. Die gleiche gegen ND1 gerichtete Sonde detektiert auf einer Héhe von
2,6 kb das Signal fur die Transkriptionsvorstufe RNA19.
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Auch bei den beiden Wildtypzelllinien in Bahn 1 und 5 konnte ein Signal detektiert werden,
was bestatigt, dass RNA19 als eine normale Vorstufe in Zellen vorliegt. Diese wird jedoch
unter normalen Bedingungen zlgig durch die spezifischen RNasen weiterprozessiert und
ergibt schlieRlich die drei Endprodukte 16S rRNA, tRNA*“R) und die mRNA des Gens
ND1. Eine Anhaufung der RNA-Vorstufe, wie sie sich bei beiden nt3302 mutierten Zelllinien
darstellt, lasst somit eine Beeinflussung der Prozessierungsvorgange in den Mitochondrien

vermuten.

Auffallig ist, dass sich die beiden mutierten Zelllinien 143B/3302 und RD3302 (Bahn 2 und
3), trotz der gleichen Mutation, bezogen auf die Expression von ND1 und 16S rRNA deutlich
unterscheiden. Beide RNA-Spezies sind deutlich reduziert in RD3302, wohingegen dies in
143B/3302 nicht der Fall ist.

Die densitometrische Auswertung des Northern Blots in Abb. 28 B) zeigt bei beiden an
nt3302 mutierten Zybridzelllinien eine Anstieg der RNA19/ND1-Ratio, die bei RD3302 jedoch
nur um das 5,8 fache und bei 143B/3302 um das 3,6 fache, bezogen auf die jeweiligen
Wildtypen, erhoht ist und damit bei weitem nicht das Ausmal} der in Patientengewebe

akumulierten Vorstufe erreicht.

Die RD-Zybride mit der Mutation an nt3243 zeigten keinen besonderen Phanotyp in diesem
Experiment. Obwohl auch bei dieser Mutation eine Akkumulation von RNA19 in 143B-
Zybriden beschrieben wurde (King et al., 1992), stellt sich die RNA19/ND1-Ratio als nahezu

identisch zum Wildtyp heraus.

7.2.8 Untersuchung der Aminoacylierung von tRNA-“UR)

Eine wichtige Eigenschaft von tRNA-Molekilen ist ihre charakteristische 3D-Struktur, in die
sie sich nicht nur nach ihrer Fertigstellung auffalten, sondern die auch wahrend des
Prozessierungsvorgangs nach der Transkription zur Erkennung der Schnittstellen beitragt.
Die 3D-Struktur ist auch maBgeblich fiir die Erkennung durch die Aminoacyl-tRNA-
Synthetasen verantwortlich, die spezifisch ihre passende tRNA nach dem Schliissel-Schloss-
Prinzip erkennen. Mutationen haben je nach Lokalisation innerhalb des tRNA-Gerlsts keine
bis gravierende Auswirkungen auf die Faltung von Stdmmen und Schleifen, die durch die

Basenpaarungen komplementarer Nukleotide geformt werden.
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Die Mutation an nt3302 befindet sich unmittelbar am 3'-Ende des Aminosaure-
Akzeptorstammes der tRNA"R)_|n einem sauren Harnstoff Acrylamidgel erreicht man
eine exakte Auftrennung im niedermolekularen Bereich sowie eine Konservierung der
Aminosaureanbindung an die tRNA. So erhalt man Aufschluss Uber Strukturveranderungen

und Beeintrachtigungen der Aminosaure-Bindungseigenschaften der tRNA.

Die Proben der drei RD- sowie der beiden 143B-Zelllinien wurden jeweils unter sauren
Bedingungen zum Erhalt der Aminosaureanbindung vorbereitet sowie ein Aliquot parallel
dazu unter basischen Bedingungen erhitzt, wodurch die Deacylierung der tRNA bewirkt
wurde. Beide Proben der Zelllinie 143B wurden gemeinsam auf Bahn 9 des Gels in Abb. 29
aufgetragen, um so als GroRenmarker der acylierten und der deacylierten tRNA-Variante zu

dienen.

RD3243 RD3302 RDWT 143B/3302 143B

ac dac dac ac dac ac ac dac ac/dac

4 Leu-mut-tRNA="®
4—Leu-tRNA""""™/mut-
tRNALeu(UUR) tRNALeu(UUR)

<7

Abb. 29 Demonstration der veranderten Laufeigenschaften der A3302G--mutierten tRNA-UVUR)

Die Auftrennung von jeweils 15 ug RNA erfolgte in einem 6,5 % igen Acrylamidgel unter sauren denaturierenden
Bedingungen. Die RNA-Proben wurden zum Erhalt der Acylierung (ac) in Natriumacetat bei pH 4,5 geldst bzw.
durch Aufkochen in Tris pH 6,8 deacyliert (dac). Zur Darstellung des durch die Aminosaurebindung resultierenden
Laufunterschiedes der tRNA""""R) in der Elektrophorese wurden die acylierte und die deacylierte RNA-Proben
von 143B gemeinsam auf Bahn 9 aufgetragen. Der Grad der Aminoacylierung von mutierter und Wildtyp-
tRNA"““YR) wurde durch Hybridisierung des Northern Blots mit einer radioaktiv markierten PCR-Sonde detektiert

und durch Exposition auf einen P-Imager Schirm visualisiert.

Dabei migriert die acylierte tRNA aufgrund der anhdngenden Aminosaure langsamer in der
Gelelektrophorese und weist somit eine Bande auf, die oberhalb der Bande der deacylierten
tRNA verlauft. Da die tRNA auch in Wildtypzelllen in vivo nicht vollstandig acyliert vorliegt,
kann man bei den unter sauren Bedingungen praparierten Proben beide Banden der
beladenenen und unbeladenen tRNA erkennen. Jedoch dominiert die aminoacylierte
tRNAUYUR) mit einem Verhaltnis von 85:15 eindeutig (Maniura-Weber et al., 20086).
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Zusatzlich zu den beiden Banden ist unterhalb der deacylierten tRNA in der Regel eine
weitere jedoch sehr schwache Bande erkennbar (als "?" gekennzeichnet), die erfahrungs-
gemall mit der Leucin-Sonde detektiert wird und deren Identitdt unbekannt ist. Diese
erscheint regular in den unter basischen Bedingungen hergestellten Extrakten der beiden
Wildtypzelllinien RDWT und 143B (Bahn 5 bzw. 9), und auch bei Zellen mit der 3243-

Mutation.

Vermutlich handelt es sich um eine in geringeren Mengen vorkommende Faltungsvariante
der tRNA. Auch bei Hybridisierung mit einigen anderen tRNA-Sonden konnte eine jeweils

vergleichbare Bande detektiert werden.

Die beiden Zelllinien mit der Mutation an nt3302 zeigen ein verandertes Migrationsmuster.
Beide Banden, sowohl die acylierte als auch die deacylierte Variante der tRNA, sind
gleichermalien nach oben verschoben (Bahnen 3 und 4 fiir RD3302; Bahnen 7 und 8 fir
143B/3302). Indem man von den unter sauren Bedingungen gewonnenen Proben das
Verhaltnis der oberen zur unteren Bande erstellt, ergibt sich der Grad der Aminoacylierung.

Dieser ist bei den an nt3302 mutierten Zellen niedriger als bei den Kontrollzellen.

Die RD-Zybride mit der Mutation an nt3243 weisen sowohl in der acylierten Form in Bahn 1
als auch in der deacylierten Form in Bahn 2 ein dem Wildtyp entsprechenendes
Laufverhalten auf. Jedoch kann man auch hier in Bahn 1 erkennen, dass unter sauren

A-UUUR) in deacylierter statt in acylierter Form

Bedingungen ein grofRerer Anteil der tRN
vorliegt und somit die 3243-Mutation zwar keinen Einfluss auf die Migration, so doch einen

negativen Effekt auf den Aminoacylierungsgrades hat.

7.3 Auswirkung der 3302-Mutation auf die tRNA-Prozessierung in vitro
7.3.1 RNase P-Assay

Bei der mitochondrialen Transkription wird die mtDNA in mehrere polyzistronische RNA-
Fragmente umgeschrieben. Die weitere Prozessierung in die einzelnen Transkripte erfolgt
dann durch die Endonukleasen RNase P und RNase Z, deren spezifischen Schnittstellen am
5' bzw. 3' Ende der mt-tRNAs lokalisiert sind. Da die tRNA-Gene im mitochondrialen Genom
punktuell zwischen den einzelnen Protein- und rRNA-codierenden Genen verteilt sind, fuhrt

diese Prozessierung zu einer Trennung der verschiedenen Transkripte.
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Um den EinfluR der am 3-Terminus des tRNA"“""R.Genes lokalisierten Mutation auf die
Prozessierung zu untersuchen, wurde ein assay mit einem in vitro-Transkript der tRNA-“(VUR)
durchgefliihrt, das sowohl Uber eine 5'-Leader- wie auch eine 3'-Trailer-Sequenz verfugt und
somit eine der Transkriptionsvorstufe RNA19 ahnliche Variante darstellt. Dazu wurde das
rekombinante Enzym Rnase P verwendet und durch Probenentnahme nach unter-
schiedlichen Inkubationszeiten eine Veranderung der Prozessierungskinetik durch die
Mutation an Position nt3302 des in vitro-Transkriptes ermittelt. Zum Vergleich wurde die
Mutation an Position nt3243, die nicht direkt an den Restriktionsstellen der Prozessierung

ALUUUR) hefindet, ebenfalls

lokalisiert ist, sondern sich im Dihydrouridin-Loop der tRN
untersucht. Da der raumlichen tRNA-Struktur ebenfalls eine Rolle bei der exakten
Positionierung des Enzyms an den Schnittstellen zugedacht wird, ist die 3243-Mutation in

den in vitro-Transkripten ebenfalls von Interesse.

Rec RNAse P
Leu WT Leu 3302 Leu 3243
Min. 08346 912002 /609 120,36 912

\?
/

¥ e 47 N-

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15

Abb. 30 Kinetik des in vitro-Transkripts der tRNASUOUR) mt Wildtyp-Sequenz, A3302G und A3243G-Mutation.

Das Transkript tragt zudem eine 5'-Leader und eine 3'-Trailer-Sequenz, um die Bedingungen einer RNA19-
Prozessierung nachzustellen. Alle in vitro-Transkripte wurden intern radioaktiv markiert und in einem
Prozessierungs-Essay mit rekombinanter RNase P unterschiedlich lange verdaut. Nach 3, 6, 9 und 12 Minuten
wurden Proben aus dem Ansatz enthommen und die Reaktion gestoppt. Die 0-Minuten Probe wurde durch
Entnahme vor Zugabe des rekombinanten Enzyms simuliert. Die Analyse der Restriktionsprodukte erfolgte durch
denaturierenden Acrylamidgelgelelektrophorese (6%iges Gel) und Autoradiographie. Die Banden korrespon-

dierend zu dem unprozessierten Transkript und 5'-geschnittenem RNaseP-Produkt sind bezeichnet.
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Durch die densitometrische Auswertung der Banden, die den prozessierten Transkripten
entspricht, zeigt sich, dass beide in vitro-Transkripte mit Mutation eine veranderte Kinetik im
Vergleich zu der Wildtyp-Variante aufweisen. Diese ist sowohl bei der A3302G-Mutation als
auch bei der A3243G-Mutation verlangsamt.

Das bedeutet, dass beide Mutationen, obwohl sie unterschiedlich im Gen der tRNAU (R

lokalisiert sind, einen negativen Effekt auf die Substraterkennung oder den Restriktions-
vorgang haben. Jedoch muss unterstrichen werden, dass es sich um in vitro-Bedingungen
handelt und diese Resultate nur einen Anhaltspunkt zu dem Pathomechanismus der
Mutation liefern. Die komplexen Vorgange in vivo kdnnen von den in vitro-Ergebnissen

deutlich abweichen.

Bei den mit "?" gekennzeichneten Banden der GréRe von 61 und 95 Nukleotiden handelt es
sich um Artefakte der 3243-Probe, die auch schon in vorherigen Arbeiten detektiert wurden,
(Rossmanith and Karwan, 1998b). Diese Banden sind gleichermalien in allen Proben
einschliellich der "O-Minuten"-Probe erkennbar und koénnen sich daher nicht um

abweichende Restriktionsprodukte des Experiments handeln.

7.3.2 RNase Protection-Assay (RPA)

Die sensitive Methode des RNase Protection-Assays wurde zur Detektion von RNA-
Intermediaten angewendet, die zumeist in geringerer Konzentration als die jeweiligen
Endprodukte in der Zelle vorliegen, da sie als Zwischenstufe rasch weiterprozessiert werden.
Eine einzelstrangige, radioaktiv markierte Sonde bindet dabei an das komplementare
Intermediat und schitzt dieses somit vor dem nachfolgenden Abbau durch die RNA-Einzel-
strang verdauenden Enzyme RNase A und T1. Nach der Auftrennung auf einem
denaturierenden Acrylamidgel wurden die unterschiedlich grof3en protektierten Fragmente

am Phospho-Imager detektiert.

Die unterschiedlichen GroRen der Fragmente kommen durch die Wahl der RNA19-Sequenz
als Sonde zustande, die zu den verschiedenen prozessierten Intermediaten komplementar
ist. Da diese jedoch durch die Prozessierung kirzer sind als das Vorstufenfragment und
einzelstrangige Uberhdngende RNA-Sequenzen durch die Enzyme abgedaut werden, ergibt

sich daraus die endgiltige GréRe.

Es wurde die Prozessierungsintermediate der Transkriptionsvorstufe RNA19 in RNA-Proben
aus unterschiedlichen Geweben untersucht. Dabei handelt es sich um Gewebeproben von
Muskel (Musculus vastus lateralis) und kultivierte Vorhaut-Fibroblasten, sowie Proben der
Zelllinien HeLa, RDWT, RD3302, RD3243, 143B und 143B/3302.
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Der aufgrund der von Bindoff et al., 1993 gewonnenen Daten als gewebespezifisch
postulierte Prozessierungsweg, sollte in diesem Versuch in jeweils zwei Muskel- und zwei
Fibroblastenproben nachvollzogen werden. Zusatzlich wurden die RD-Zybride, sowie die
143B-Zybride in das Experiment miteinbezogen, um zu untersuchen, ob eventuelle Prozes-

sierungsunterschiede der Gewebe auch in den gewahlten Zellmodellen zum tragen kommen.

Eine Aussage uber den Prozessierungsweg in den verschiedenen Proben ist nur durch
Detektion des entsprechenden Intermediats zu treffen. Das bedeutet fir den in Fibroblasten
postulierten Weg, bei dem zuerst am 3’-Ende durch das Enzym RNase Z geschnitten wird,
ein 84 Nukleotide groRes Fragment, bei einer muskelspezifischen Prozessierung mit einer 5’-

Prozessierung durch RNase P, ein 75 Nukleotide groltes Fragment.

Bei den mitgefiihrten Kontrollen handelt es sich bei Kontrolle 1 um einen Ansatz ohne RNA-
Sonde, der Ansatz von Kontrolle 2 enthalt die radioaktivmarkierte Sonde jedoch keine
Ribonuklease.
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Abb. 31 RNase Protection Assay.

Analyse von RNA-Intermediaten, die bei dem Prozessierungvorgang der in vitro generierten

ALeu(UUR)_

Transkriptionsvorstufe der tRN , die sowohl 5’- als auch 3’-Sequenzen umfasst, in unterschiedlichen

Gewebeproben und Zelllinien entstehen.
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Die unterschiedlich protektierten Intermediate sind nach elektrophoretischer Auftrennung und
Exposition in Abb. 31 dargestellt. Bei Kontrolle 2 in Bahn 12 erscheint die Bande der
unverdauten radioaktiven Sonde mit einer GroRe von 131 Nukleotiden, Spur 11 hingegen

zeigt keine Signale, da bei dieser Kontrolle keine Sonde hinzugeflgt wurde.

In allen Spuren der verschiedenen Gewebe- und Zellkultur-Proben lassen sich mehrere
deutliche Banden erkennen. Das Fehlen einer Bande auf HOhe der in Kontrolle 2
erkennbaren unverdauten RNA-Sonde weist auf einen vollstandigen Verdau einzelstrangiger
RNA hin. Bei der obersten Bande handelt es sich um das 115 bp grolRe RNA19-Fragment,
dass entsprechend der fehlenden Klonierungssequenzen kleiner als die zu Beginn
eingesetzte Sonde ist. Relativ nah darunter lauft eine Bande, die mit 106 Nukleotiden dem 5'-
verdauten Intermediat entspricht, also dem, das theoretisch zuerst durch RNase P

geschnitten wurde.

Die sehr starke Bande in der Mitte des Gels zeigt das final prozessierte Produkt, die durch
RNAse P am 5'- und durch RNAseZ am 3-Ende verdaute tRNA"““UR  Dieses liegt, im
Vergleich zu den in geringen steady state-Niveau vorliegenden Intermediaten, die ja als
Zwischenstufe weiter prozessiert werden, als Endprodukt der Prozessierungsreaktion in

deutlich hoherer Konzentration vor.

Zwischen den deutlich erkennbaren Banden zeigen sich zwei schwachere Banden, die man
aus zwei Grinden dem RNAse Z verdauten Intermediat zuordnen kann. Zum einen wegen
der GrofRe von 106 bp und zum anderen wegen einer 3302-Mutations-spezifischen Eigenart,
die auch bei den vollstandig prozessierten Endprodukt in beiden an nt3302 mutierten Zell-
linien auffallt. Bei beiden Proben tritt eine weiter Bande auf, die in kurzem Abstand unter der
erwarteten Bande migriert. Die am 3’-Ende lokalisierte Mutation dieser beiden Proben flihrte
an diesem Ende zu einer unvollstandigen Sondenbindung und somit zu einem Aufklappen zu
zwei Einzelstrangen, die folglich von den Restriktionsenzymen abgebaut wurden. Somit flhrt
die Mutation an nt3302 zu einem Artefakt in diesem Experiment, dass daher keine qualitative
Aussage Uber den Prozessierungsweg zuldsst. Zudem konnten keinerlei Unterschiede

zwischen dem Bandenmuster der Muskel- und Fibronlastenproben festgestellt werden.

7.4 Differenzierung der RD-Zybride

Da es sich bei Muskelgewebe um terminal differenzierte Zellen handelt, wurde eine Rolle
des Differenzierungszustands der RD-Zybride bei der Pathogenitat der A3302G-Mutation in
Betracht gezogen. Die Uberlegung war, dass unter differenzierungsbedingten Ver-
anderungen von Metabolismus und Expression, die Mutation einen gréReren Effekt auf den

Proteinsyntheseapparat haben kénnte.
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Daher wurden die Zellen unterschiedlich lange mit dem Phorbolester TPA behandelt, der als
Induktor der Differenzierung von Rhabdomyosarkomzellen beschrieben wurde (Bouché et
al., 1993).

Um das fur die Muskeldifferenzierung charakteristische Verschmelzen einzelner Myoblasten
zu einem Synzytium multinukledrer Myotuben zu erfassen, wurden die Zellkerne der
praparierten Zellen mit Sytox green angefarbt. Bei der Fluoreszenzmikroskopie sollte so die

Anzahl polynuklearen spindelférmiger Zellen bestimmt werden.

Sowohl nach 9 als auch nach 11 Tagen Differenzierung konnten nahezu keine vielkernigen
Myotuben detektiert werden. Zwar traten einige Veranderungen der Zellmorphologie und ein
differenzierungsbedingter Arrest der Zellteilung auf, jedoch konnte in keiner der spindel-
formigen, Tuben-dhnlichen Zellen des Wildtyp oder der Mutante mehr als ein Kern

festgestellt werden.

Eine tendentielle Umstellung auf das Differenzierungsprogramm auf Ebene des Zell-
metabolismus sollte dann in einer Western Blot-Analyse anhand der Detektion charak-

teristischer Differenzierungsfaktoren untersucht werden.

Bei den Proben handelte es sich um Wildtyp- und an nt3302 mutierte Rhabdomyosarkom-
zybride, die Uber einen konstanten Zeitraum von neun Tagen dem Differenzierungsinduktor
TPA ausgesetzt waren (Bouche et al., 1993). Als Negativkontrolle wurde der unbehandelte
Proteinextrakt von RD-Wildtypzellen aufgetragen. Die Detektion von R-actin wurde als
Beladungskontrolle verwendet. Als Marker der Differenzierung wurde Antikdrper gegen a-
sarkomerisches Aktin verwendet, dass im Zuge der Differenzierung von Muskelzellen
exprimiert wird. Ebenso wie Myogenin, ein Transkriptionsfaktor, der an der Aktivierung
muskelspezifischer Gene beteiligt ist und dessen Expression im Normalfall bei der
Differenzierung ebenfalls hochreguliert wird. Dies wird jedoch im Fall von
Rhabdomyosarkomzellen als Teil der tumorbedingten Anderungen in der Zelle konstant
wahrend aller Entwicklungsphasen exprimiert. Um diese zellspezifische Eigenschaft
ebenfalls an den RD-Zybriden nachvollziehen zu kénnen, wurde noch zusatzlich ein Anti-

kérper gegen Myogenin eingesetzt.
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Abb. 32 Western Blot zum Nachweis der Differenzierung von RD-Zybriden.

Die Induktion der Differenzierung erfolgte durch 9-tagige Behandlung mit dem Phorbolester TPA. Eine Probe von
RDWT im undifferenzierten Zustand wurde als Negativkontrolle verwendet. 3-achtin dient hier als Ladekontrolle.
Die Expression von o-sarkomerischen Aktin ist ein Indikator fur Muskeldifferenzierung genau wie Myogenin.
Jedoch ist im speziellen Fall der Rhabdomyosarkomzelllinie Myogenin aufgrund tumorbedingter Veranderungen

im Zellmetabolismus konstant exprimiert.

o-sarkomerisches Aktin kann wie erwartet in undifferenzieten RDWT-Zellen nicht
nachgewiesen werden, bei der schwach sichtbaren Bande in Abb. 32 handelt es sich um ein
unspezifisches Signal. Deutliche Mengen des Proteins kénnen hingegen bei den Uber 9
Tage differenzierten Zellen nachgewiesen werden und sprechen so flr einen Wechsel in ein

Differenzierungsprogramm beider Zybride.

Myogenin ist, wie bereits in der Literatur beschrieben, unabhangig vom Differenzierungs-

zustand in Rhabdomyosarkozellen konstant exprimiert.
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8 Diskussion

8.1 Zielsetzung und Fragestellung dieser Arbeit

Erkrankungen infolge von Mutationen der mitochondrialen DNA sind in der Regel

multisystemisch und betreffen Gberwiegend Gewebe mit hohem Energiebedarf.

In dem speziellen Fall der A3302G-Mutation der tRNA-“UYR) zeigte sich ein nahezu
exklusiver Effekt auf Skelettmuskel, obwohl die Mutation auch zu einem hohen

Heteroplasmiegrad in anderen Geweben vorhanden ist (Watmough et al., 1990).

In dieser Arbeit wurde deshalb ein muskelspezifisches Zybridmodell verwendet, um sich der
in vivo-Situation im Skelettmuskel des Patienten anzunahern und den Pathomechanismus im

Kontext gewebsspezifischer Einfliisse zu untersuchen.

Im genaueren sollte nachvollzogen werden, inwiefern sich der Ablauf der posttrans-
kriptionalen Prozessierung von primaren mtDNA Transkripten in den Geweben und den

Zellmodellen unterscheidet.
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8.2 Mitochondriale Myopathie

Zahlreiche mtDNA Mutationen sind mit dem Symptom der Skelettmuskel-Myopathie
assoziiert, jedoch tritt dieses gewdhnlich in Verbindung mit anderen Organdefekten wie
zumeist des Gehirn und Nervensystems auf. Die gut untersuchte A3243G-Mutation bewirkt
einen multi-organischen Phanotyp mit Enzephalopathie, Laktatazidose und Krampfen

zusatzlich zu einer Myopathie des Skelettmuskels.

MtDNA Mutationen die ausschlieRlich den Skelettmuskel betreffen sind dagegen selten. Die
molekularen Ursachen kénnen unterschiedlich sein, so prasentiert sich eine durch eine
Mutation des nukledren TK2-Gens bewirkte Depletion der mtDNA als isolierte MM (Mandel et
al., 2001), jedoch wird dieser Phanotyp zumeist durch Mutation in den mt-tRNA-Genen
verursacht. Mittlerweile wurden zahlreiche Mutationen mitochondrialer tRNAs in diesem

Zusammenhang beschrieben und sind in nachfolgender Tabelle aufgelistet:

tRNAPhe T618C, A606G
tRNALeu(UUR) T3250C, A3251G, A3280G, A3288G, 3302G
tRNAGIn 4370insA

tRNAMet T4409C

tRNATrp G5521A

tRNAAla C5650A

tRNACys T8514C
tRNaSer(UCN) G7497A

tRNALys A8344G, T8362G
tRNaGly T10010C, G10014A
tRNALeu(CUN) A12320G ,G12334A
tRNAGIu T14709C

tRNAThr 15940delT

tRNAPro G15990A

Abb. 33 mt-tRNA-Mutationen mit dem Phanotyp der Mitochondrialen Myopathie
aus: Chinnery et al., 1997; Hadjigeorgiou et al., 1999; Dey et al., 2000; Shoffner, 2001; Sternberg et al., 2001;
Vives-Bauza et al., 2001; Nishigaki et al., 2002; Horvath et al., 2003; McFarland et al., 2004

Es zeigt sich, dass auch einige gelaufige tRNA-Mutationen wie z.B. die A8344G-Mutation der
tRNAYS, die normalerweise mit dem MELAS-Syndrom diagnostiziert werden, sich mitunter

mit einer isolierten mitochondrialen Myopthie prasentieren.
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8.3 Deskription der klinisch bekannten Falle mit A3302G-Mutation
Die A3302G-Mutation der tRNA"UR) ist eine seltene Mutation und wurde bislang in 12

Fallen aus sechs nicht-verwandten Familien beschrieben.

Der erste Fallbericht einer Patientin (P1) mit A3302G-Mutation wurde 1990 von Watmough et
al. publiziert und postulierte einen Zusammenhang des diagnostizierten Atmungsketten-
defekts mit der mitochondrialen Fettsdure-Oxidation. Der klinische Phanotyp wurde mit
Muskelschwéache, Laktatazidose, intramuskularer LipidAkkumulation und Belastungs-

intoleranz beschrieben (Watmough et al., 1990).

Untersuchung der Atmungskettenkomplexe ergab einen drastischen Ausfall der Komplex |
Aktivitat (<5 %) und eine etwas mildere Reduktion der Komplexe Il und IV (63 % bzw. 30 %
im Vergleich zur Kontrolle). Die Patientin zeigte desweiteren in der Skelettmuskelbiopsie eine
Anhaufung von Mitochondrien in Form von ragged red fibres sowie eine Akkumulation

neutraler Lipide.

Die maternale Vererbung der Krankheit zeigt sich in der Familiengeschichte. Sowohl Mutter
als auch zwei Geschwister verstarben an einem kardiorespiratorischen Defekt und konnten

mit gleichen Symptomen diagnostiziert werden.

Erst 2004 wurden zwei weitere Falle der A3302G-Mutation bekannt, bei denen sowohl die
Mutter (P2) als auch der Sohn (P3) mit mitochondrialer Myopathie (MM) diagnostiziert
wurden (van den Bosch et al., 2004). Bei beiden bewirkte die Mutation eine doppelseitige
Gesichtslahmung, externe Ophtalmoplegie und Schwachung des Schultergirtels sowie
einen Herzphanotyp. In allen Geweben des Sohnes wurde ein hoherer prozentualer
Mutationsgehalt als bei der Mutter detektiert, konkret im Muskel waren dies 96 % beim Sohn
und 67 % bei der Mutter. Die allgemein schwereren Symptome des Sohnes, der schlie3lich
an einem respiratorischen Defekt und kardialer Arrythmie verstarb, lassen einen

Zusammenhang zwischen Mutationsgehalt und der klinischen Manifestation vermuten.

Analyse des Muskels ergab ebenfalls einen kombinierten Komplex | und IV Defekt und
ragged red fibres, jedoch nicht in dem Ausmal} wie bei der ersten Patientin. Alle drei Falle
zeigten Uberwiegend die gleichen Symptome, so konnte der fehlende Herzphanotyp bei der
ersten Patientin durch erneute Auswertung der Patientendaten nachtraglich hinzugefigt
werden (Hutchison et al., 2005).
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Der klinische Phanotyp der A3302G-Mutation wurde 2005 erneut erweitert durch die
Fallbeschreibung 4 weiterer Patienten, von denen drei in verwandtschaftlicher Beziehung
standen (Hutchison et al., 2005). Myopathie des Skelettmuskels, Komplex |-Defekt, ragged
red fibres, Laktatazidose und Belastungsintoleranz waren auch hier, soweit die
Untersuchungsdaten vorlagen, allgemein vorhanden. Leider lag nur bei einem Patienten eine
umfassendere Anamnese sowie eine Muskelbiopsie vor, in der nahezu homoplasmatische
Mengen der Mutation detektiert wurden. Bei den anderen drei miteinander verwandten
Patienten wurde nur in Blut, Lymphozyten bzw. Mundschleimhaut nach der Mutation gesucht

und diese dort wie erwartet nur zu einem geringem prozentualen Anteil gefunden.

Zusatzlich zu den klassischen Symptomen wurden in dieser Veroffentlichung noch weitere
phanotypische Erscheinungen diagnostiziert und dem Krankheitsbild der A3302G-Mutation
zugesprochen. Genannt wurden neben Ptosis (hdngendes Augenlid) und PEO (progressive
externe Ophtalmoplegie; bei einem Patienten) sowie auch Migrédne, Depression und
Horverlust. Im Gegensatz zu den vorgenannten Fallen konnte bei keinem der Patienten ein

Herzphanotyp diagnostiziert werden.

Zwei weitere Falle, diesmal mit einem frihen Ausbruch der Erkrankung im Kindesalter,
wurden von Shoffner et al., 1993 und Hahn et al., 2007. erwahnt. Letzterer beschreibt ein 4-

jahriges Kind mit Komplex I-Defekt, Myopathie, Belastungsintoleranz und Laktatazidose.

Ob die zusétzlich zu den "klassischen" Phanotypen einer mitochondrialen Myopathie
beschriebenen klinischen Zustande wie Migrane, Depression und Schadigung der Augen-
muskulatur sowie des Hoérvermdgens im direkten Zusammenhang mit dem Patho-
mechnismus der A3302G-Mutation stehen, ist bislang nicht klar. Jedenfalls wird in allen
Arbeiten vermutet, dass die Skelettmuskelspezifitat der Mutation durch gewebsspezifische
Unterschiede in der Prozessierung des primaren Transkripts RNA19 (siehe Abb. Abb. 34) zu

einer schweren Stérung der Proteinsynthese und der Oxidativen Phosphorylierung flhrt.
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8.4 Hypothese des gewebsszpezifischen Pathomechanismus

Bindoff formulierte anhand der Daten der von Watmough et al. beschriebenen Patientin (P1)
einen moglichen gewebsspezifischen Pathomechanismus, der durch eine unterschiedliche
Restriktions-Abfolge der Endonukleasen RNase P und RNase Z in Muskel und Fibroblasten

zum Tragen kommt und in Abb. 34 schematisch veranschaulicht ist (Bindoff et al., 1993).

16STRNA L ND1
[ | ——

N

16S rRNA L L 1
Fibroblasten [ 1 I Skelettmuskel
L
i ND1
—1
16S rRNA

Abb. 34 Mdogliches Prozessierungsschema in Muskel und Fibroblasten.

Durch eine von Fibroblasten unterschiedliche Schnittreihenfolge der Restriktionsendonuckleasen RNase P und
RNase Z in Muskel, wird eine Verstarkung des pathologischen Effekts der A3302G-Mutation am 3'-Ende der
tRNA"“R) yermutet. Durch die veranderte Reihenfolge der Prozessierung entstehen die gewebsspezifische
Intermediate 16S rRNA + tRNA"*““*% in Fibroblasten und tRNA"*““Y + ND1- mRNA in Muskel. Die Position der
A3302G-Mutation in der tRNA ist mit * gekennzeichnet.

Wie bereits in Kapitel 3.4.1 der Einleitung beschrieben, erfolgt die Prozessierung der poly-
zistronischen Transkriptionsvorstufen durch exakte Restriktion an den 5'- und 3'-Enden der

regelmafig zwischen den Abschnitten fir mRNA und rRNA eingefiigten tRNA-Sequenzen.
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Bindoff et al. zeigte in einer Northern Blot-Analyse von Muskel- und Fibroblasten-Proben der
Patientin mit der A3302G-Mutation zwei divergierende Intermediate bei der Prozessierung
der Transkriptionsvorstufe RNA19 (siehe Abb. 35). Alle drei RNA-Spezies konnten jeweils
auch in gesundem Geweben der Kontrollen detektiert werden und kommen daher scheinbar
in naturlicher Weise vor. Der pathologische Effekt zeigt sich daher in der starken
Akkumulation der Intermediate mit besonderer Auswirkung auf den Gehalt der Trans-
kriptionsvorstufe RNA19. Diese tritt in beiden Geweben der Patientin mit der A3302G-

Mutation verstarkt auf und ist im Muskel sogar bis zu 1.000-fach erhéht.

So scheint der pathologische Effekt der Mutation erst vor dem Hintergrund eines
gewebspezifischen Prozessierungsmechanismus im Muskel zum Tragen zu kommen,

Fibroblasten hingegen zeigen keinen Defekt.

Muskel Fibroblasten
P K K P K K

R Sl -16SHRNATT

tRNA™M+ND1- . '

P: Patient; K: Kontrolle

Abb. 35 Northern Blot Analyse von Prozessierungsvorstufe und -Intermediaten.

Untersucht wurden Proben des Skelettmuskels und von kultivierten Fibroblasten der Patientin mit der A3302G-
Mutation und verschiedenen gesunden Kontrollpersonen. Die Membranen wurden mit einer Sonde gegen
tRNALeu(UUR) hybridisiert. Drei unterschiedliche Signale konnten detektiert werden. Die Transkriptionsvorstufe
RNA19 bestehend aus einem polyzistronischen RNA-Molekil, dass die Information fir 16S-rRNA,
tRNALeu(UUR) und ND1 enthalt. Zusatzlich erkennt man die unterschiedlichen Prozessierungsvorstufen
tRNALeu(UUR)+ND1 in Muskel und 16S rRNA+tRNALeu(UUR) in Fibroblasten und postulierte daher eine

unterschiedliche Prozessierungsfolge in den beiden Geweben.
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8.5 Die Transkriptionsvorstufe RNA19

RNA19 ist eine Transkriptionsvorstufe, die in unterschiedlichen Gewebeproben gesunder
Patienten nachgewiesen werden kann. Je nach Organ unterscheidet sich jedoch das steady
state-Niveau des Molekiils. So zeigen Muskel, Leber und Milz ein schwacheres Signal als
andere Gewebe wie Gehin, Niere und Uterus, besonders hohe Konzentrationen findet man
in der Herzprobe in Abb. 36. Diese Unterschiede lassen sich vor allem durch eine
unterschiedliche Prozessierungseffizienz sowie gewebsspezifische Faktoren erklaren.
Anhand des Northern Blots in Abb. 36 kdnnte man beim Skelettmuskel auf eine hohe
Geschwindigkeit bei der Umsetzung der Transkriptionsvorstufe in die einzelnen maturierten
RNA-Molekile schlie®en, bei Herz, Gehirn, Niere und Uterus scheint die Prozessierung
jedoch erheblich langsamer zu erfolgen, im Zuge dessen die Vorstufe akumuliert. Daraus
kénnte man schlie3en, dass diese rasche Prozessierung im Skelettmuskel essentiell ist (und
auch in Leber und Milz) und dieser deshalb sehr stark auf eine drastische mutationsbedingte
Verlangsamung reagieren koénnte und somit zu einem deutlichen Pathophanotyp flhrt.
Muskel gehért zu den Geweben mit dem starksten Energiebedarf, der auch noch in weiten
Bereichen schwanken kann und weist somit einen sehr aktiven und anpassungsfahigen
Metabolismus auf, der eine stockende Versorgung mit tRNA"“YR) ND1-mRNA und 16S-
rRNA weniger tolerieren wirde. Leber ist im Gegensatz dazu ein hochst regenerierfahiges

Organ und Milz enthalt viele stark proliferierende Zellen.

Gehim
Herz

| Niere
Uterus

| Leber
| Milz

j Muskel

- e e ~— RNA19

B — ND1ARNA=CU™4ND1

Abb. 36 Northern Blot-Analyse der Transkriptionsvorstufe RNA19 in normalen humanen Gewebeproben.

Sowohl RNA19 als auch ND1 bzw. ND1+Leu hybridisieren mit einer ND1-Sonde. Es zeigt sich, dass einige
Gewebe schon unter normalen Bedingungen ein héheres steady state-Niveau der Transkriptionsvorstufe RNA19
aufweisen. Diese Variation lasst sich vermutlich durch gewebsspezifische Faktoren oder mitochondriale RNA-

Prozessierungskapazitat erklaren (Koga et al., 2003).
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8.6 Das Zybridmodell

Mitochondriale Defekte prasentieren sich zumeist mit einem diversen Spektrum von
Phanotypen. Verschiedene Mutationen kénnen einen identischen Panotyp hervorrufen,
andersherum zeigt sich die gleiche Mutation in verschiedenen Patienten in unterschiedlicher
Schwere und Symptomatik. Als eine Erklarung werden gewebsspezifische Faktoren

angenommen, die den Effekt der Mutation individuell beeinflussen.

Zur Analyse des exklusiven Muskelpathophdnotyps der A3302G Mutation in der
mitochondrialen tRNA*"“"YR) wurden aus einer Rhabdomyosarkomzelllinie generierte Zybride
eingesetzt (Vergani et al., 2000; Vergani et al., 2007). Diese sollten durch die Expression
muskelspezifischer Isoenzyme und Faktoren die in vivo-Situation im Patienten
wiederspiegeln und so ein Modell zur detaillierten Analyse der gewebsspezifischen

Vorgange darstellen.

Prinzipiell ist der Einsatz eines Zellmodells in der Erforschung mitochondrialer Erkrankungen
ein durchaus gangiges Verfahren. Jedoch weist es auch zahlreiche Schwachstellen auf, die

zu Einschrankungen bei der Interpretation der erworbenen Resultate flhren.

So erweist sich die Analyse der A3302G-Mutation in Zybridzelllinien als schwierig, bedingt
durch die groflen Unterschiede genereller und spezifischer Natur zwischen der in vivo-

Situation im Patienten und den in vitro-Bedingungen der Zellkultur.

Zum einen ist das allgemein die umfassende Versorgung mit Nahrstoffen unter optimierten
Bedingungen in der Zellkultur im Gegensatz zu der Versorgung im intakten menschlichen
Organismus. Zum anderen ist ein Zeitfaktor zu bertcksichtigen, der in vivo zu einer
verstarkten Pathogenitat fihren kann. Die Kultivierung der Zelllinien erfolgt in einem
Zeitfenster von Wochen, wahrend die mutierten Zellen, v.a. die terminal differenzierten, im
Korper Uber mehrere Jahre existieren und sich somit der Phanotyp der Mutation maximal
manifestieren kann. Bis auf die zwei Falle mit einer Erkrankung im frihen Kindesalter ist
diese Mutation bei den anderen zehn Fallen erst im jungen Erwachsenenalter oder spater in

Erscheinung getreten.

Studien an TFAM k.o.-Mausen (Larsson et al., 1998), bei denen die mtDNA und damit die
Atmungskette letztlich komplett eliminiert wird, bestatigen diese Annahme. Mauslinien mit
einem Skelettmuskel-spezifischen TFAM-k.o. zeigten einen Abstand von mehreren Wochen
bis Monaten zwischen TFAM-k.o. und dem Auftreten eines schweren Atmungskettendefekts
(Wredenberg et al., 2002). Diese Zeitspanne ist wahrscheinlich durch die Turnover-Raten
von TFAM-Transkript und -Protein sowie der mtDNA und mitochondrial codierten
Atmungskettenuntereinheiten zu erklaren. Ahnliches findet sich bei Herz- bzw. Neuronen-

spezifischem knock-out (Wang et al., 1999; Sorensen et al., 2001).
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Es wurde bereits vor einiger Zeit gezeigt, dass Zelllinien auf eine Inhibition der mtDNA-
Expression mit einem dramatischen Anstieg in der Stabilitdt mtDNA-codierter Transkripte
reagieren (England et al., 1978; Lansman and Clayton, 1975). Der verzérgerte Ausbruch der
Krankheit in ihrer ganzen symptomatischen Schwere kann mdglicherweise auch durch
entsprechende Kompensationsmechanismen wie die Erhéhung des Mitochondriengehalts
(RRF) erklart werden.

Weitere Einschrankungen ergeben sich im speziellen Fall daraus, dass die RD-Zellen einige
wichtige muskelspezifische Charakteristika, wie die Fahigkeit zur eigenstandigen Differen-
zierung, nicht aufweisen (siehe Kapitel 8.6.1). Ein weiterer Punkt ist, dass die Zybride aus
einer Tumorzelllinie generiert wurden, deren genomische DNA haufig aneuploid sind und

deren entartetes Wachstum zumeist mit einer Umstellung des Metabolismus einhergeht.

8.6.1 Differenzierung von Muskelzellen

Im Zuge der Zelldifferenzierung fusionieren proliferierende Myoblasten zu postmitotischen
Myotuben, die sich schliellich zu Muskelfasern zusammenfinden. Myogenese ist nicht nur
ein exklusiver Prozess in der friihen Entwicklung, sondern bewirkt lebenslang Muskel-
wachstum und -Regeneration durch Proliferation von Satellitenzellen und nachfolgender
Fusionierung zu Fasern, ahnlich des Entwicklungsprogramms embryonaler Muskelzellen
(Cornelison, 2008). Wahrend der Muskelentwicklung laufen tiefgreifende Veranderungen des

Zellmetabolismus ab, die mit einem hohen Energieverbrauch verbunden sind.

Herzberg et al. fand anhand einer Kurzzeit-Behandlung mit EtBr an kultivierten Muskelzellen
heraus, dass Myoblasten mit einem Atmungskettendefekt eine gestoérte Fahigkeit zur
Fusionierung zu Myotuben haben, wahrscheinlich in Folge einer mangelnden ATP-
Bereitstellung (Herzberg et al., 1993). Wiederholungen mit Langzeit-EtBr-Behandlung
zeigten jedoch, dass langfristig eine Umstellung auf anaerobe Energiebereitstellung

ausreichend ist, um Myoblasten-Differenzierung zu gewahrleisten (Sobreira et al., 1999).

In der Schlussfolgerung koénnte auf Grund ersterer Erkenntnis die Annahme gemacht
werden, dass sich die A3302G-Mutation im Patienten (ber die Storung der ATP-
Bereitstellung massiv auf die Skelettmuskeldifferenzierung auswirkt und so die Gewebs-
spezifitdt der Mutation plausibel machen. Die Aufrechterhaltung der Differenzierung durch
anaerobe Energiebereitstellung scheint diese Hypothese zu widerlegen. Bertcksichtigt man
jedoch die bereits zuvor erwdhnten Unterschiede von in vivo- und in vitro-Bedingungen,
besteht durchaus die Mdaglichkeit einer massiven energetischen Krise unter in vivo-

Bedingungen.

114



Diskussion

Die mutierten RD-Zybride zeigten zwar im Zuge der Differenzierungsinduktion mit dem
Phorbolester TPA morphologische Veranderungen und einen gewissen Wachstumsarrest,
jedoch konnte im ihrem Falle im Gegensatz zu den WT-RD-Zellen kein ausreichender
Differenzierungsgrad erreicht werden, die eine weitere Analyse der Auswirkung der Mutation

gerechtfertigt hatte.

Durch weiterfiihrende Untersuchung an differenzierten RD-Zybriden hatte man den Fokus
auf die, trotz ahnlich hohem Mutationsgehalt, unterschiedliche Pathogenitat in Muskel und
Fibroblasten richten kénnen (siehe Bindoff et al., 1993). Einer der zentralen Unterschiede
zwischen diesen Geweben ist aber, dass es sich bei Fibroblasten um hochproliferierende
Zellen mit hohem Turn-over handelt. Skelettmuskel hingegen besteht zum gréfiten Teil aus
postmitotisch ausdifferenzierten Zellen, in denen Uber einen langen Zeitraum die Mutations-
bedingten Stérungen vorliegen und akumulieren konnen, bis sie dann schliellich eine

gewisse Toleranzgrenze Uberschreiten.

8.7 Vergleich der Ergebnisse von RD- und 143B-Zybriden

Der Zellhintergrund ist ein entscheidender Faktor fiir die Heterogenitat des Phanotyps,
sowohl in unterschiedlichen Geweben der betroffenen Patienten als auch in unterschied-
lichen Zybridsystemen. Der Phanotyp der A3302G-Mutation unterscheidet sich in zahl-

reichen Punkten zwischen Osteosarkomzybriden und Rhabdomyosarkomzybriden.

Der starke Einfluss des Zellhintergrunds auf die Pathogenitat einer mitochondrialen Mutation
spiegelt sich auch in den zum Teil sich widersprechenden Ergebnissen verschiedener
Gruppen wieder. Auch unterschiedlich Veroffentlichungen tber vergleichende "Zybridologie"
zeigen klare Differenzen. Nuklearer genetischer Hintergrund, entwicklungsphysiologische
Eigenschaften, mitochondrialer Haplotyp sowie epigenetische Effekte kdnnen allesamt die
pathologischen Folgen der Mutation in unterschiedlichen Zelltypen beeinflussen (Ubersicht in
Jacobs and Holt, 2000).

Im Allgemeinen fallt bei der Betrachtung beider Zybridsysteme auf, dass die A3302G-
Mutation durchgehend einen deutlich schwerwiegenderen pathologischen Effekt in Osteo-

sarkomzellen bewirkt.
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8.7.1 Sauerstoffverbrauch

Der polarographisch ermittelte Sauerstoffverbrauch in RD3302-Zellen ist moderat um ca.
50% reduziert, wohingegen bei den 143B/3302-Zellen nahezu keine Atmung detektiert
werden konnte. Die spektrophotometrische Analyse der maximalen Enzymkapazitat zeigte
daraufhin starke Unterschiede in der Aktivitdt von Komplex IV. Diese war in 143B/3302-
Zellen bis auf verbleibende 5% reduziert, bei RD3302-Zellen hingegen nur um die Halfte. Die
Verminderung der Aktivitaten von Komplex Il und dem mitochondrialen Matrixprotein Citrat-
Synthase fiel bei beiden Zybridzelllinien ahnlich moderat aus, mit im Schnitt 60%
Restaktivitat bei Komplex Il und 75% bei der CS. Keine Veranderung zeigten beide, wie
erwartet, bei dem ausschlieBlich kerncodierten Komplex II, der von Stérungen des

mitochondrialen Proteinsyntheseapparates primar nicht betroffen ist.

8.7.2 LaktatAkkumulation

Ein nahezu totaler Ausfall der oxidativen Phosphorylierung lasst auf eine metabolische
Umstellung auf anaerobe Energiegewinnung durch Glykolyse schlieRen. Diese ist in der
Regel mit einem Anstieg der Laktatkonzentration verbunden, bei dessen Produktion der zur
Oxidation von Glycerinaldehyd-3-Phosphat notwendige Cofaktor NAD regeneriert wird. Bei
den Rhabdomyosarkomzybriden konnte ein signifikanter, jedoch verglichen mit 143B/3302
nur sehr geringer Anstieg der Laktatkonzentration ermittelt werden RDWT: 24 fmol/Zelle x
Min.; RD3302 27 fmol/Zelle x Min.). Bei den Osteosarkomzellen zeigte sich immerhin nahezu
eine Verdopplung der Laktatkonzentration (143B: 28 fmol/Zelle x Min.; 143B/3302: 52
fmol/Zelle x Min.). Diese Unterschiede zwischen den Zybridzelllinien unterstreichen den oben

diskutierten unterschiedlichen nuklearen Hintergrund.

Wichtig bei der Analyse von Zellkulturmodellen ist noch die Tatsache, dass unter in vitro-
Bedingungen eine Ansduerung des Mediums durch Laktat kein Problem darstellt, jedoch in
vivo einen starken pathogenen Effekt in Form einer Lactat-Azidose ausldst, wie es auch bei
Patienten mit dem MELAS-Syndrom der Fall ist.
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8.7.3 Energiehaushalt der Zelle

Alle energieverbrauchenden Prozesse in Zellen sind direkt oder indirekt auf die Hydrolyse
von ATP zu ADP angewiesen (Boyer, 1998). Das Energieladungsportential ECP, dass das
Verhaltnis von ATP, ADP und AMP darstellt, reprasentiert den molaren/stéchiometrischen
Anteil an hochenergetischen Verbindungen im Gesamtpool der Adeninnukleotide (Atkinson,
1968) und ist somit ein Mal} fiir den Energiegehalt der Zelle (ECP=(ATP+0,5*ADP)//TAN).

Die Frage, wie sich der Defekt der Oxidativen Phosphorylierung und eine kompensatorische
Umschaltung auf anaerobe ATP-Synthese auf den Energiegehalt der Zelle auswirken, wurde
durch eine HPLC-Analyse der Adeninnukleotidmetabolite untersucht. Zwar zeigen die
mutierten Osteosarkomzybride einen im Vergleich zum Wildtyp um die Halfte reduzierten
Abfall des ATP- und ADP-Gehalts, jedoch ohne Auswirkungen auf die stdchiometrischen
Verhaltnisse der Adeninnukleotide (Abb. 22). Im Gegensatz dazu zeigen RD3302-Zybride
eine Reduktion des ATP-Gehalts um 36%, die sich in einer moderaten, aber signifikanten

Verminderung des Energieladungspotentials dul3ert (siehe Abb. 23).

Eine moderate Senkung des Energiegehalts der Zelle kann im Zuge einer metabolischen
Anpassung an eine verstarkte oder exklusive anaerobe Energiegewinnung erfolgen, da hohe
ATP-Konzentrationen zu einer Hemmung der PFK der Glykolyse fihren und ADP diese
stimuliert (Atkinson, 1968). Eine geringfugig reduzierte Konzentration des ATP muss also
keine direkte Auswirkung einer gestérten Atmungskette und einer daraus folgenden
blockierten aeroben Energiegewinnung sein, da diese unter in vitro-Bedingungen durch die
Glykolyse kompensiert werden kann. In vivo sieht die Situation anders aus: Da hier keine so
optimale Versorgung mit Nahrstoffen und vor allem Entsorgung von Laktat und H* vorliegt,
kann im Patienten solch eine metabolische Umstellung die Situation verscharfen und zu der

Pathogenitat der Mutation beitragen.

Die RD-Zybride enstammen einer embryonalen Rhabdomyosarkom-Zelllinie, die mit einem
agressiven malignen Tumorwachstum assoziiert ist. Diese Zellen sind stark glykolytisch und
stillen ihren Energieverbrauch per se durch anaerobe Energiegewinnung (Warburg Effekt;
WARBURG, 1956). Im Vergleich zu HelLa- und 143B-Zellen mit einem durchschnittlichen
Sauerstoffverbrauch von 4-5 fmol/Zelle x Min. atmen RD-Zellen aber nur halb so viel (2
fmol/Zelle x Min.). Diese grundlegende Eigenschaft ermdglicht es RD-Zybriden eventuell,
einen Oxphos-Defekt besser zu kompensieren und ist auch eine moégliche Erklarung fir den
minderschweren Phanotyp, verglichen zu den Auswirkungen in 143B-Zybriden. Alternative
Stoffwechselwege wie der Katabolismus von Glutamin, das routinemafBig in hohen

Konzentrationen allen Zellkulturmedien zugesetzt wird, kdnnten hier verstarkt aktiviert sein.
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8.7.4 Akkumulation der Transkriptionsvorstufe RNA19

Wird eine Ansammlung der Transkriptionsvorstufe RNA19 in mutierten Zellen im Vergleich
zu der entsprechenden Kontrolle detektiert, lasst dies Rickschlisse auf eine Beein-

trachtigung der Prozessierung zu.

In RD3302-Zybriden zeigte sich eine 6 fache Akkumulation von RNA19/ND1 im Vergleich zu
RDWT, zusatzlich dazu war der Gehalt an tRNA"'YYR) reduziert. Dieses moderate Bild
entspricht in keiner Weise der Situation in vivo. Bei Muskel-Proben der Patientin (P1) konnte
dagegen eine bis zu 1000 fache Akkumulation von RNA19 gemessen werden (Bindoff et al.,
1993). Dieser grofRe Unterschied in einer der zentralen Charakteristika der A3302G-Mutation
I&sst sich wiederum durch die starken glykolytischen Eigenschaften der Zelllinie erlautern. Es
ist anzunehmen, dass im Zuge einer reduzierten oxidativen Phosphorylierung auch eine
Verminderung der mitochondrialen Proteinsynthese und damit aller anderen Vorgange
vorliegt. Aus diesem Grund wirde sich der Prozessierungsdefekt quantitativ nicht so stark in

RD-Zybriden auswirken.

Diese Annahme wird auch durch die Ergebnisse an Osteosarkomzybriden gedeckt.
143B/3302-Zybride weisen im Northern Blot verglichen zu 143B-Zellen eine ahnliche
Ansammlung an RNA19 auf.

Humaner Skelettmuskel hingegen ist eines der Mitochondrien-reichsten und respiratorisch
aktivsten Gewebe. Dass die gleiche Mutation in diesem Gewebe eine ungleich starkere

RNA19-Akkumulation bewirkt als in den Zelllinien, ist daher durchaus mdéglich.

Bei RD3302-Zellen geht die Akkumulation der RNA19 zudem mit einer Reduktion sowohl
des ND1-Gehaltes als auch des 16S-rRNA-Gehaltes als logische Konsequenz einer
verminderten Prozessierung der Vorstufe einher, die in 143B/3302-Zellen so nicht auftritt.
Eventuell kdnnte diese Zelllinie mit einer Erhéhung der Halbwertszeit der Transkripte durch
deren Stabilisierung gegenregulieren. Eine Stabilisierung der mRNA im Zuge einer Stdérung
der mitochondrialen Proteinsynthese wurde bereits beschrieben (England et al., 1978;

Lansman and Clayton, 1975).
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8.7.5 Aminoacylierung der tRNA-U(VUR)

Der Grad der Aminoacylierung in A3302G mutierten Zellen ist, genauso wie das Migrations-
verhalten bei der Elektrophorese, ein Anzeichen flr strukturelle Veranderungen, die die
Mutation bei der tRNA bewirkt. Diese direkte Auswirkung einer Mutation auf das betroffene
Molekul sollte daher nicht so stark von den metabolischen Charakteristika der verschiedenen
Zelllinien beeinflusst werden. Dies ist bei den beiden Zybridlinien auch der Fall. Sowohl
143B- als auch RD-Zellen zeigen, dass im Wildtyp die tRNA"“““R) zy 85% aminoacyliert
vorliegt. Der Grad der Aminoacylierung unter dem Einfluss der A3302G-Mutation ist auf
maximal 50 %, sowohl in RD3302 als auch in 143B/3302 reduziert.

Weitergehende Untersuchung des Laufunterschieds in 143B/3302-Zybriden durch eine
Kombination verschiedener elektrophoretischer Techniken zeigen, dass die Mutation sich auf
die Sekundar- und/oder Tertiar-Struktur des tRNA-Molekils auswirkt. Wie bereits zuvor in in

A-UUUR)_Mutationen beschrieben, zeigen sich

vitro-Experimenten an verschiedenen tRN
keinerlei Veranderungen in der Wahl der Prozessierungsorte, wohl aber bei der
Prozessierungseffizienz (Rossmanith und Karwan, 1998). Eine Veranderung der Ladung
durch den Basenaustausch konnte ebenfalls durch den Vergleich der Laufeigenschaften der
nativen tRNAs mit in vitro generierten Transkripten ausgeschlossen werden (Maniura-Weber

et al., 2006).

Die mutationsbedingten Strukturdnderungen koénnen nicht nur wursachlich fir den
verminderten Aminoacylierungsgrads verantwortlich sein, sondern auch einen zusatzlichen

ALeu(UUR)

Effekt darstellen, der neben dem noch verminderten Gehalt an tRN , zu der

Pathogenitat der Mutation beitragt.

8.7.6 Protein steady state-Gehalt

Die Untersuchung des steady state-Gehalts mitochondrialer Amtungskettenuntereinheiten
ergab gute Ubereinstimmungen mit den Daten der spektrophotometrischen Messungen.
Dabei sind vor allem Komplex | und Komplex IV in ihrer Aktivitat beeintrachtigt, was sich
auch in der Reduktion der entsprechenden Untereinheiten zeigt. Komplex Il ist weder im

Western Blot noch in der Spektrophotometrischen Analyse beeintrachtigt.

119



Diskussion

Eine Auffalligkeit ergibt sich im Vergleich des Gehalts der mitochondrial synthetisierten
Untereinheit | des Komplex IV. Diese ist in RD3320-Zellen nur leicht reduziert, fehlt jedoch
fast vollstandig in 143B/3302-Zellen. Dies erklart womdglich, warum die mutierten
Osteosarkomzybride eine um 94% verminderte COX-Aktivitdt aufweisen, RD3302-Zellen
hingegen eine moderate Reduktion von 59 %. Umgekehrt zeigen RD3302-Zellen im
Vergleich zu 143B/3302-Zellen deutlich niedrigere Mengen der Untereinheit COXIV. Diese
Differenzen sind wahrscheinlich wiederum durch den unterschiedlichen Zellhintergrund in
RD-Zellen zu erklaren, da es sich bei der Untereinheit IV um ein kerncodiertes und im

Zytoplasma synthetisiertes Protein handelt.

Die unterschiedlichen Auswirkungen der Mutation auf einzelne Untereinheiten ist auch ein
Hinweis auf den dualen Effekt der tRNA Mutation. Zum einen stort eine defekte tRNA den
gesamten Translationsapparat systemisch, zum anderen wirkt sich die Mutation wahr-
scheinlich starker auf Proteinkomplexe aus, die Uber einen héheren Turnover verfigen und
daher stéandiger Neusynthese bedurfen. Ebenso kann der Leucin-Gehalt bei dem Grad der
Betroffenheit eine Rolle spielen. Es zeigt sich, dass die beiden Untereinheiten mit dem
hdéchsten relativen Leucingehalt Untereinheiten des Komplex | sind (ND6: 55 %; ND3: 28%).

Dazu weisen die Komplexe | und IV mit 15% bzw. 23% den hdchsten Anteil mitochondrial
codierter Untereinheiten auf und sind von einer Storung des mitochondrialen Protein-
synthesapparates generell besonders betroffen. Auch bei anderen mitochondrialen tRNA-

Mutationen zeigt sich, dass Komplex | und Komplex IV im Fokus der Erkrankung stehen.

Nati