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1. Einleitung

1 Einleitung

1.1 Myelodysplastische Syndrome (MDS)

Die myelodysplastischen Syndrome sind eine heterogene Gruppe von erworbenen
klonalen Stammzellerkrankungen des Knochenmarks (Janssen JW, et al. 1989,
Walter MJ, et al. 2013). Der pathologische Klon entstammt einer pluripotenten
hdmatopoetischen Stammzelle und zeigt eine abnorme Proliferation mit
Differenzierungs- und Reifungsdefekten. Die klonalen Verdnderungen scheinen
schon sehr frith in der MDS Pathogenese stattzufinden und bei einigen Patienten
konnen zytogenetische Verdnderungen bereits vor morphologischen oder klinischen
Zeichen auftreten (Traweek ST, et al. 1994; Mecucci C 1998). Genetische
Verdnderungen kommen bei fast allen Patienten mit MDS vor. Die héufigsten
Mutationen betreffen die Gene TET2, SF3B1, ASXL1, SRSF2, DNMT3A und
RUNXI1 (Papaemmanuil E, et al. 2013). Dariiber hinaus sind viele weitere
Genmutationen bei MDS beschrieben worden. Das RNA-Splicing ist hierbei der am
haufigsten betroffene biologische Prozess. Es sind aber auch Gene betroffen, die mit
der DNA-Methylierung, der Transkription, der RAS-Signaltransduktion, der DNA-
Reparatur oder der Chromatin-Modifikation assoziiert sind (Papaemmanuil E, et al.
2013, Haferlach T, et al. 2014 (b)).

Zytomorphologisch zeigen die myelodysplastischen Syndrome in einer oder
mehreren  myeloischen Differenzierungslinien — dysplastische  Verdnderungen
(Koeftler HP, Golde DW 1980). Zahlreiche Arbeitsgruppen fanden eine gesteigerte
Apoptoserate von Knochenmarkzellen bei MDS (Raza A, et al. 1995; Greenberg PL
1998; Tehranchi R, et al. 2005). Die eingeschrinkte Produktion funktionstiichtiger
Blutzellen fithrt zu den klinischen Symptomen myelodysplastischer Syndrome,
welche sich durch Andmie, Leukozytopenie und Thrombozytopenie auszeichnen

konnen. Daher leiden die Patienten neben Schwiche und Abgeschlagenheit auch
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unter Infektanfdlligkeit und Blutungsneigung (Wiernik PH, et al. 2003). Die
pathologischen MDS-Zellen haben eine verstirkte Neigung zur leukdmischen
Transformation mit Entwicklung einer AML (Layton DM, Mufti GJ 1986).

Die Todesursache bei Patienten mit MDS ist in 83,4% auf die zugrundeliegende
MDS-Erkrankung zuriickzufiihren. 46,6% der MDS-Patienten sterben an den Folgen
einer AML, 27% an den Folgen einer Infektion und 9,8% an
Blutungskomplikationen. In 16,6% der Todesfille ist die Ursache nicht direkt auf die
MDS-Erkrankung zuriickzufiihren (Nachtkamp K, et al. 2016).

Es gibt verschiedene Ansétze, myelodysplastische Syndrome zu klassifizieren. Die
von der French-American-British Cooperative Group 1982 vorgeschlagene FAB-
Klassifikation ist die erste Klassifikation, die verschiedene MDS-Typen
unterscheidet (sieche Tabelle 1.1). Die WHO-Klassifikation von 2008 ist eine
Weiterentwicklung der Klassifizierung, die myelodysplastischen Syndrome in

Korrelation zur Prognose der Patienten einzuteilen (sieche Tabelle 1.2).

FAB-Klassifikation Blutbildkriterien Knochenmarkkriterien
refraktdre Andmie <1 % Blasten <5 % Blasten

refraktdre Andmie mit <1 % Blasten <5 % Blasten
Ringsideroblasten (RARS) = 15 % Ringsideroblasten
refraktire Zytopenie mit <5 % Blasten 5 —20 % Blasten oder Auer-Stabchen
Blastenvermehrung (RAEB)

refraktire Andmie mit >5 % Blasten 20 - 30 % Blasten
Blastenvermehrung in Transformation

(RAEB-T)

chronische myelomonozytire <5 % Blasten 0 —20 % Blasten

Leukimie (CMML) > 1%10°/1 Monozyten

Tabelle 1.1 FAB-Klassifikation der myelodysplastischen Syndrome von Bennett JM, et al.
1982 (aus Myelodysplastische Syndrome von A bis Z, 3. Auflage 2014, Haferlach T (a))
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WHO-Klassifikation Hiufig- | Blutbildkriterien KnochenmarkKriterien
2008 keit*
refraktire Zytopenie 9% Uni- oder Bizytopenie, unilinedre Dysplasie:
mit unilineédrer Dysplasie (RCUD) keine oder nur seltene = 10% der Zellen einer myeloischen Linie,
e refréktire Andmie (RA) Blasten (<1%) < 5% Blasten,
¢ refraktdre Neutropenie (RN) < 15% Ringsideroblasten
¢ refraktdre Thrombozytopenie (RT)
refraktire Anémie mit 7% Animie, keine Blasten nur erythropoetische Dysplasie,
Ringsideroblasten (RARS) < 5% Blasten,
= 15% Ringsideroblasten
refraktire Zytopenie mit multilinedrer | 47% Zytopenie(n), keine oder nur | Dysplasie in = 10% der Zellen in = 2
Dysplasie (RCMD) seltene Blasten myeloischen Zellinien (neutrophile
(< 1%), und/oder erythroide Vorldufer und/oder
keine Auer-Stabchen, Megakaryozyten),
< 1%10°/1 Monozyten < 5% Blasten,
keine Auer-Stibchen,
+ 15% Ringsideroblasten
refraktdre Andmie mit 15% Zytopenie(n), uni- oder multilinedre Dysplasie,
Blastenvermehrung (RAEB-1) < 5% Blasten, 5-9% Blasten,
keine Auer-Stiabchen, keine Auer-Stibchen,
< 1%10°/1 Monozyten
refraktire Andmie mit 18% Zytopenie(n), uni- oder multilinedre Dysplasie,
Blastenvermehrung (RAEB-2) 5-19% Blasten, 10-19% Blasten,
+ Auer-Stibchen, + Auer-Stdbchen
< 1x10°/1 Monozyten
myelodysplastisches Syndrom, selten Zytopenien, eindeutige Dysplasie, aber in < 10% der
unklassifiziert < 1% Blasten Zellen, in einer oder mehreren
(MDS-U) myeloischen Linien, sofern von
zytogenetischen Veranderungen begleitet,
die einen Verdacht auf MDS begriinden;
< 5% Blasten
MDS mit isolierter del(5q) (MDS5q-) | 4% Anédmie, Thrombozyten quantitativ normale oder vermehrte

normal oder erhoht, keine
oder nur seltene Blasten
(< 1%)

Megakaryozyten mit hypolobulierten
Kernen, isolierte zytogenetische Anomalie
del(5q), keine Auer-Stébchen

Tabelle 1.2 WHO-Klassifikation der myelodyplastischen Syndrome von 2008 nach Brunning RD, et
al. 2008 (aus Myelodysplastische Syndrome von A bis Z, 3. Auflage 2014, Haferlach T (a))
* Diisseldorfer MDS Register (Germing U, et al. 2000)

1.1.1 Ringsideroblasten

Ringsideroblasten sind Erythroblasten, bei denen sich Eisen in den Mitochondrien

anreichert. In der Berliner-Blau-Férbung wird dieses Eisen als Granula sichtbar, die

sich perinukleér ringférmig anreichern (Cazzola M, Invernizzi R 2011).

»The International Working Group on Morphology of Myelodysplastic Syndromes*

definiert Ringsideroblasten als Erythroblasten in denen mindestens fiinf siderotische

Granula wenigstens ein Drittel des Zellkerns umfassen (Mufti GJ, et al. 2008).
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1.2 Rolle der Mitochondrien in der MDS-
Pathogenese

Mitochondrien werden schon seit einigen Jahren verdédchtigt, in der Pathophysiologie
des MDS eine Rolle zu spielen. Hierbei konnte noch nicht gekliart werden, ob
primére Verdnderungen der Mitochondrien zur MDS-Pathogenese beitragen oder ob
Mitochondrien sekunddr an der gesteigerten apoptotischen Aktivitit von

Knochenmarkzellen bei MDS beteiligt sind (Gattermann N 2008).

1.3 Biochemische Grundlagen

1.3.1 Struktur und Funktion der Mitochondrien

Mitochondrien sind fadenformige Zellorganellen. Sie sind 0,2 - 0,5 um breit und ihre
Lange kann bis zu 10 um betragen. Man findet sie in allen eukaryotischen Zellen,
auller den Erythrozyten, in unterschiedlicher Anzahl (Benninghoff A, Drenckhahn D
2008). Eine ihrer Hauptfunktionen ist die Versorgung der Zelle mit chemischer
Energie fiir die notwendige Biosynthese und Bewegungsaktivitit (Fawcett DW
1981).

Die Zellmembran der Mitochondrien besteht aus zwei Lipiddoppelschichten.
Zwischen diesen Lipiddoppelschichten befindet sich der intermembranire Spalt. In
diesem intermembranéren Spalt befinden sich die Proteine Cytochrom ¢ (Elektronen-
iibertrdger) und die Adenylat-Kinase (fiihrt der oxidativen Phosphorylierung AMP zu
[AMP + ATP < 2 ADP)), die fiir die Energiegewinnung wichtig sind (Loffler G,
Petrides PE 2003). Die innere Membran umschliet den Matrixraum. Im Gegensatz

zur dulleren Membran ist die innere Membran zu sogenannten Cristae gefaltet,
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hierdurch wird ihre Oberfliche um ein Vielfaches vergroflert (Sjostrand FS 1953,
Palade GE 1956).

Das dominierende Protein der dufleren Membran ist das Porin. Die Porine bilden
spannungsabhingige Anionenkanéle, welche in gedffnetem Zustand fiir organische
und anorganische Anionen und Wasser, aber auch fiir groflere Molekiile wie ATP,
NAD oder Pyruvat durchldssig sind. Porine werden durch das mitochondriale
Membranpotential der duBeren Membran reguliert (Mannella CA, Colombini M
1984).

Im Vergleich zur duleren Membran besitzt die innere Membran einen hoheren
Proteinanteil. Cholesterin fehlt der inneren Membran fast vollstindig. Sie besitzt
einen hohen Anteil an Cardiolipin, wodurch ihre Permeabilitdt, insbesondere fiir
Protonen (H'-Ionen) vermindert wird. Nahezu alle Molekiile und Ionen benétigen
spezielle Transportmechanismen, um sie zu passieren (Karp G 2013). An
Kontaktpunkten der inneren und &ufleren mitochondrialen Membran bilden der
spannungsabhidngige Anionenkanal und der ADP/ATP-Transporter einen
gemeinsamen Komplex, die mitochondriale Permeabilitdts-Transitionspore (mtPTP).
Das mitochondriale Protein Bcl2 stabilisiert mtPTP und wirkt somit antiapoptotisch.
Apoptosestimulatoren wie das Bax-Protein fithren zu einer Offnung des mtPTP. Dies
fithrt zu einem Austritt von Cytochrom ¢ und AFP (Apoptose-induzierender Faktor)
in das Zytoplasma. Dort aktivieren sie Caspasen, die den Zelltod einleiten
(Benninghoff A, Drenckhahn D 2008).

An der inneren Membran befindet sich die Atmungkette mit den Komplexen I-1V.
Zur Atmungskette zdhlen auch die Proteine Ubichinon und Cytochrom c, die als
Elektronentibertrager fungieren. Die Komplexe der Atmungskette liegen teilweise
transmembranér oder peripher. Ebenfalls an der inneren mitochondrialen Membran
befindet sich der FiFo-Komplex, an dem die ATP-Synthese stattfindet.

Neben der Energiegewinnung sind Mitochondrien an weiteren wichtigen
Stoffwechselwegen beteiligt. So enthélt die mitochondriale Matrix Enzyme des

Citratzyklus, des Harnstoffzyklus, der f-Oxidation der Fettsduren, der
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Hiambiosynthese, des Steroidstoffwechsels, des Abbaus vieler Aminosduren und der
Proteinbiosynthese (Loffler G, Petrides PE 2003). Die mitochondriale Matrix enthélt
auflerdem Kalziumspeicher in Form von Kalziumphosphat und eine ringformige
DNA. Die menschliche mitochondriale DNA enthdlt 16569 Basenpaare. Diese
codieren fiir 13 Proteine, 22 tRNAs und zwei rRNAs (Anderson S, et al. 1981). Bei
sdmtlichen mitochondrial kodierten Proteinen handelt es sich um Untereinheiten der

Enzymkomplexe I, III, IV und V der Atmungskette.
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1.3.2 Die oxidative Phosphorylierung

Die oxidative Phosphorylierung in den Mitochondrien ist der Hauptlieferant der
Zelle fiir das als universelle Energiequelle eingesetzte ATP. Die Energie fiir diesen
Vorgang stammt aus der Verbrennung von Néhrstoffen (Aminoséuren,
Kohlenhydraten und Fetten) zu CO, und Wasser. Bei der Verbrennung handelt es
sich um einen enzymatischen Prozess, bei dem den Nihrstoffen durch
Dehydrogenasen Wasserstoff entzogen wird. Der Wasserstoff wird als sogenanntes
Reduktionsidquivalent in Form von NADH und FADH, zwischengespeichert. Dieser
Prozess wird durch den Citratzyklus und die Glykolyse sichergestellt, die somit
wichtige Bindeglieder zwischen Substratabbau und oxidativer Phosphorylierung
darstellen. Fiir den Transport von zytosolischem NADH, z.B. aus der Glycolyse, in
die mitochondriale Matrix dienen verschiedene Transportproteine, die auch als
mitochondriale Carrier bezeichnet werden (Krebs HA, 1967).

Bei den Reaktionen der Atmungskette wird der an NADH und FADH, gebundene
Wasserstoff schrittweise auf molekularen Sauerstoff iibertragen. Die Reaktion
entspricht im Prinzip der Knallgasreaktion: H, + %2 O, — H,0; AGO" = -235 kJ/mol
(Loffler G, Petrides PE 2003).

Die Oxidation von Substratwasserstoff und die Kondensation von ADP und
anorganischem Phosphat sind zwei chemisch unterschiedliche Reaktionen. Die
gespeicherte Energie in den Reduktionsdquivalenten muss folglich in eine vollig
verschiedene Energieform umgewandelt werden. Dieses Problem 16sen die
Mitochondrien, indem die Energie als elektrochemischer Protonengradient tiber ihre
innere Membran zwischengespeichert wird. Dieser Gradient wird durch die
Atmungskettenkomplexe gebildet, welche die Elektronen der Reduktionséquivalente
schrittweise bis auf den Sauerstoff iibertragen, und dann zur ATP-Synthese nutzen
(Abbildung 1.1). Dieses als chemisomotische Hypothese bezeichnete Model wurde
erstmals 1961 durch Peter Mitchell beschrieben (Mitchell P 1961).

14
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Abbildung 1.1 zeigt den Multiproteinkomplex der Atmungskette und der ATP-Synthase.
Einschleusung der Elektronen iiber NADH und FADH, und schrittweises Zufiihren der Elektronen
iiber Ubichinon (Q) und Cytochrom c (C) auf Sauerstoff (O,) im Komplex I'V.

FeS = Eisen-Schwefel-Cluster; FMN = Flavin Mononukleotid (Loffler G, Petrides PE 2003,
modifiziert)

Der Komplex I (Ubichinon-Oxidoreduktase) besteht aus 45 verschiedenen
Proteinuntereinheiten. ~ Sieben dieser Untereinheiten werden durch das
mitochondriale Genom codiert. Der Komplex [ oxidiert das vor allem im
Citratzyklus, in der B-Oxidation und durch die Pyruvatdehydrogenase gebildete
NADH. Das Flavin-Mononukleotid (FMN) ist der primédre Akzeptor der Elektronen.
Uber neun Eisen-Schwefel-Cluster (FeS) werden die Elektronen weiter an die
Bindungsstelle des Ubichinon (Q) gefiihrt (Carroll J, et al. 2006). Bei der
Oxidation eines NADH-Molekiill werden insgesamt vier Protonen aus dem
Matrixraum in den Intermembranraum gepumpt.

Der Komplex II (Ubichinon-Oxidoreductase) besteht aus zwei hydrophoben
Untereinheiten, die den Komplex in der inneren mitochondrialen Membran
verankern und zwei hydrophilen Untereinheiten: dem FAD-bindenden Protein
(Flavoprotein) und einem Eisen-Schwefel-Cluster. Das Flavoprotein entspricht der
Succinat-Dehydrogenase des Citratzyklus. Das dort gebildete FADH, libertrdgt seine
Elektronen im selben Enzymkomplex iiber Eisen-Schwefel-Cluster weiter auf
Ubichinon. Dabei werden keine Protonen gepumpt (Sun F, et al. 2005).

Der Komplex III (Cytochrom c-Oxidoreductase) beseht aus 11 Untereinheiten. Es ist

15



1. Einleitung

der einzige Komplex, der das durch Komplex I und II reduzierte Ubichinon
reoxidieren kann. Dies geschieht durch Ubertragung der Elektronen iiber das Rieske-
Eisen-Schwefel-Protein und Him-Komplexe auf Cytochrom c. Da der Redoxwechsel
des Ubichinons mit einer Protonenabgabe bzw. Protonenaufnahme gekoppelt ist,
konnen so in der Summe Protonen iiber die Membran transportiert werden, ohne dass
sie im eigentlichen Sinne ,,gepumpt“ werden. Pro oxidiertem Ubihydrochinon
werden zwei Protonen in den Intermembranraum transportiert (Crofts AR, Berry EA

1998; Cecchini G 2003).

Der Komplex IV (Cytochrom c-Oxidase) besteht aus 13 Untereinheiten, davon
werden zwei durch mitochondriale DNA kodiert. Der Komplex besitzt vier Metall-
Komplexe (Cua, Cug, Him, und Hdm,3), iiber die Elektronen von Cytochrom ¢ auf
Sauerstoff iibertragen werden (Cecchini G 2003). Es werden je Sauerstoffatom

insgesamt vier Protonen iiber die Membran gepumpt.

Angetrieben durch schrittweise Ubertragung der Elektronen auf den Sauerstoff
transportieren die Komplexe I, III und IV insgesamt zehn Protonen je oxidiertem
NADH iiber die innere Mitochondrienmembran. Da bei der Einschleusung von
Elektronen tiber den Komplex II der Komplex I umgangen wird, tragen in diesem
Fall nur die Komplexe III und IV mit 6 Protonen zur Ausbildung des

Protonengradienten bei.

Der Komplex V (F;-Fo-ATP-Synthase) nutzt den Protonengradienten zur ATP-
Synthese. Er besteht aus 16 verschiedenen Untereinheiten, wobei zwei mitochondrial
codiert werden. Durch den Fo-Teil flieBen die Protonen, der F;-Teil enthilt die
Bindungsstellen fiir das ADP + Phosphat bezichungsweise das ATP. Der
Protonenfluss aus dem Intermembranraum in die mitochondriale Matrix bewirkt eine
Drehbewegung der ATP-Synthase, die dann {iber eine Konformationséinderung die

ATP-Bildung ermoglicht (Lutter R, ef al. 1993; Boyer PD 1997).
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1.3.3 Atmungskontrolle

Mitochondrien kénnen nur dann schnell Substrat oxidieren, wenn ihnen ADP und

anorganisches Phosphat zur Verfiigung stehen. Diese Kopplung von

Substratoxidation und ATP-Bildung wird auch als Atmungskontrolle bezeichnet. In
Anwesenheit von Sauerstoff und Succinat als Substrat erhoht sich die
Geschwindigkeit des Sauerstoffverbrauchs erst nach Zugabe von ADP und geht
wieder zuriick, wenn das zugesetzte ADP komplett zu ATP phosphoryliert worden
ist. 1955 haben Chance und Williams fiinf FlieBgleichgewichtszustinde definiert,
wobei die Atmungsgeschwindigkeit durch verschiedene Effektoren kontrolliert
werden kann (Chance B, Williams GR 1955). Eine Besonderheit stellen Entkoppler
dar, die den passiven Riickstrom von Protonen ermoglichen und so das
elektrochemische Potential auftheben. In diesem Zustand hat ATP keinen Einfluss auf
die Atmungsgeschwindigkeit (Loffler G, Petrides PE 2003). In Tabelle 1.3 sind die

verschiedenen Zustdnde aufgelistet.

A I
1 ¥ v langsam | ADP und Substrat ROUTINE
2 A ~0 langsam Substrat ROX
3 0 0 schnell Atmungskette OXPHOS
4 v A langsam ADP LEAK
5 0 O ~0 0, anoxisch
entkoppelt - O schnell | Elektronentransport ETS

Tabelle 1.3 FlieBgleichgewichtszustinde der Atmungskette nach Chance und Williams (1955),
modifiziert nach Gnaiger 2014.

Die rechte Spalte zeigt zusétzlich die in Laborversuchen kiinstlich erzeugten Kopplungszustinde (sog.
coupling states):

ROUTINE = Zellatmung von intakten Zellen mit endogenen Substraten ohne Stimulation durch
Effektoren; ROX (residual oxygen consumption) = Zellatmung durch oxidative Nebenreaktionen, die
nach Applikation von Inhibitoren des Elektronentransportsystems gemessen werden; OXPHOS
(oxidative phosphorylation) = Oxidation von Substraten mit Elektronentransfer auf Sauerstoff und
Kopplung an die Phosphorylierung von ADP zu ATP unter gesittigter Konzentration von ADP;
LEAK = Zellatmung die nicht an die Phosphorylierung von ADP gekoppelt ist (z. B. intrinsische
Entkopplung); ETS (electron transfer system) = Zellatmung nach vollstindiger experimenteller
Entkopplung des Elektronentranports von der Phosphorylierung von ADT zu ATP.
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1.4 Mitochondriale Dysfunktion

Eine Hauptfunktion von Mitochondrien ist die Wiederherstellung von ATP durch die
Atmungskette. 1980 wurden die ersten Hinweise fiir eine Fehlfunktion der
Atmungskette bei Knochenmarkzellen von MDS-Patienten gefunden.

Bei Patienten mit primérer sideroblastischer Andmie, d.h. einer Andmie mit dem
Auftreten von Ringsideroblasten, zeigten die Cytochrom c-Oxidase und die
Oligomycin-sensitive ATPase, beides Enzyme der Atmungskette, eine reduzierte
Aktivitdit im Vergleich mit Kontrollen, wobei die Citratsynthase, ein Enzym der
mitochondrialen Matrix, keine Beeintrachtigung aufwies (Aoki Y 1980).

Spéter konnte gezeigt werden, dass Erythroblasten von Patienten mit RARS ein
vermindertes mitochondriales Membranpotential aufweisen (Matthes TW, et al.
2000). Es konnte jedoch kein biochemischer Beweis gefunden werden, dass die
Cytochrom c-Oxidase in ithrer Funktion beeintrichtigt ist (Matthes T, et al. 2006).
MDS-Zellen reagieren in der Zellkultur sensitiv auf Anderungen der
Sauerstoffkonzentration. Steigt die Sauerstoffkonzentration tiber 3% an, reifen
myeloische Progenitorzellen nicht effizient heran und gehen durch Apoptose
verloren. Dies konnte bedeuten, dass Sauerstoff die Apoptose von hamatopoetischen
Vorlauferzellen bei MDS durch oxidativen Stress begiinstigt (Thompson JE, et al.
2007).

Ein primdrer Defekt der mitochondrialen Atmungskette, welcher zur vermehrten
Bildung von reaktiven Sauerstoffspezies (ROS) fiihrt, konnte die oben genannten
Beobachtungen erkldren. Indikatoren fiir oxidativen Stress wurden im Plasma
(Fracchiolla NS, et al. 2003), in peripheren Blutzellen (Ghoti H, et al. 2007) und in
Knochenmarkzellen (Peddie CM, et al. 1997, Bowen D, et al. 2003) von Patienten
mit MDS gefunden.

18



1. Einleitung

1.4.1 Mogliche Ursachen mitochondrialer Defekte bei
Myelodysplasien

Mitochondriale Dysfunktion kann durch Mutationen in Genen entstehen, die
mitochondriale Proteine kodieren. Ein solches Protein ist das Chaperon HSPA9B. Es
wird nukledr kodiert und sein Verlust kann bei Zebrafischen MDS-dhnliche
hidmatologische Befunde hervorrufen (Craven SE, ef al. 2005). Dies konnte durch
Chen et al. bestitigt werden. Seine Arbeitsgruppe zeigte, dass die verminderte
Expression von HSPA9B in menschlichen CD34" Progenitorzellen zu abnormer
Proliferation, vermehrter Apoptose und verdnderter Differenzierung fiihrt (Chen TH,
et al. 2007).

Als exogene Ursache von mitochondrialer Dysfunktion wirkt beispielsweise
Chloramphenicol.  Dieses  Antibiotikum  inhibiert  die = mitochondriale
Proteinbiosynthese durch Interaktion mit der groBBen Untereinheit der
mitochondrialen Ribosomen und beeinflusst dadurch die Synthese von Proteinen der
Atmungskette. Hohe Dosen von Chloramphenicol inhibieren Komplex 1 der
Atmungskette (Freeman KB, Haldar D 1968) und fiihren bei ldngerer Anwendung zu
ineffektiver Hamatopoese mit Knochenmarkdysplasie und in einigen Fillen zur
Bildung von Ringsideroblasten (Bottomley SS 1998).

13 Protein-Untereinheiten der Atmungskette sind auf der mitochondrialen DNA
(mtDNA) kodiert. Deshalb konnen Mutationen der mtDNA die Energiegewinnung
an der Atmungskette beeinflussen (Gattermann N 2000). Liegen in einer Zelle
unterschiedliche Kopien der mtDNA vor, bezeichnet man dies als Heteroplasmie.
Mutationsanalysen mitochondrialer DNA bei Patienten mit MDS zeigten bei 56%
der Patienten heteroplasmische Mutationen. Das Spektrum der Mutationen ergab

keinen Hinweis auf spezifische hotspots (Wulfert M, et al. 2008).
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1.4.2 Sauerstoffverbrauch mononukleirer Zellen bei MDS-

Patienten

Bowen und Peddie fiihrten 2002 Messungen des Sauerstoffverbrauches von
mononukledren Zellen bei Gesunden (drei Knochenmarkproben und zwei Proben aus
peripherem Blut) und bei Patienten mit MDS (fiinf Knochenmarkproben und zwei
Proben aus peripherem Blut) mithilfe einer Clark-Elektrode durch. Hierbei zeigten
die Knochenmarkzellen der MDS-Patienten einen signifikant geringeren
Sauerstoffverbrauch als Knochenmarkzellen von gesunden Probanden. In Zellen des
peripheren Blutes konnte kein signifikanter Unterschied zwischen den
Vergleichsgruppen festgestellt werden. Bowen und Peddie postulieren, dass
mitochondriale Dysfunktion ein Mechanismus ist, der zu iiberméfigem Absterben

von Knochenmarkzellen bei MDS beitragt (Bowen D, Peddie C 2002).

1.4.3 Eiseniiberladung bei MDS

Ringsideroblasten sind eine hdufige morphologische Verdnderung bei MDS und
diirften daher eng mit dem Pathomechanismus von Myelodysplasien verbunden sein.
Eine plausible Erkldrung fiir die mitochondriale Eiseniiberladung sollte daher das
Verstindnis der Pathogenese von MDS befordern.

Ringsideroblasten werden laut FAB Klassifikation nicht nur bei RARS, sondern auch
bei refraktirer Andmie (RA), refraktirer Andmie mit Blasteniiberschuss (RAEB) und
in manchen Fillen auch bei refraktirer Anidmie mit Blasteniiberschuss in
Transformation (RAEB-T) gefunden. Bei refraktiren Andmien variiert die Anzahl
von Erythroblasten mit Eisengranula (Ringsideroblasten) zwischen 1% und 90%, so
dass es keine klare Abgrenzung zwischen sideroblastischen und nicht-
sideroblastischen Féllen gibt (Jacobs A, Bowen DT 1992).

Bei elektronenmikroskopischen Untersuchungen von erythropoetischen Zellen bei
refraktdren Andmien und myelomonozytiren Leukédmien fanden Maldonado JE, et

al. Eiseniiberschuss in den Mitochondrien und pathologische Sideroblasten in allen
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untersuchten Patienten, die als MDS klassifiziert waren. Dabei war die Anwesenheit
von Eisen in Mitochondrien oft von degenerativen mitochondrialen Verdnderungen
wie Schwellung, Vakuolisierung, Rissen oder Abspaltung der Cristae und Bildung
von myelin figures begleitet (Maldonado JE, et al. 1976).

Erythrozytdre Vorlduferzellen von Patienten mit Niedrig-Risiko-MDS zeigen
Merkmale von Autophagozytose (Houwerzijl EJ, et al. 2007). Dieser Mechanismus
kann Proteine im Zytoplasma und sogar ganze Organellen abbauen.
Autophagozytose konnte bei MDS-Patienten verstirkt sein, um defekte und mit
Eisen iiberladene Mitochondrien zu entfernen. Da der Abbau von Organellen Energie
liefert, konnte Autophagozytose zusitzlich das Uberleben von Erythroblasten bei
reduzierter Verfligbarkeit von Néhrstoffen unterstiitzen (Gattermann N 2008).

Bei einer Storung der mitochondrialen Atmungskette konnte auf folgende Weise eine
mitochondriale Eiseniiberladung entstehen:

Normalerweise wird der Sauerstoff, der in die Mitochondrien gelangt, zum gréften
Teil an der Atmungskette verbraucht. Bei gestorter Atmungskettenfunktion ist ein
geringerer O,-Verbrauch und somit eine erhohte Sauerstoffkonzentration in der
mitochondrialen Matrix zu erwarten. Dies kann zur Oxidation des in die
Mitochondrien importierten Eisens fiihren.

Eisen gelangt in zweiwertiger Form (Fe*") durch die innere Mitochondrienmembran
und muss in zweiwertiger Form gehalten werden, um von der Ferrochelatase
akzeptiert zu werden, die Fe*" in Protoporphyrin IX einbaut, um Ham herzustellen
(Porra RJ, Jones OT 1963).

Wenn ein Uberschuss an O, in der Mitochondrienmatrix das importierte Fe*" zu Fe®*
oxidiert, dann ist dieses dreiwertige (,,gerostete) FEisen fiir die Hamsynthese
unbrauchbar, da es von der Ferrochelatase nicht verwertet werden kann. Fe'*
akkumuliert deshalb in der Mitochondrienmatrix (Grasso JA, et al. 1980; Gattermann

N 2008; Gattermann N 2016).
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1.5 Zielsetzung dieser Arbeit

Im Rahmen dieser Arbeit soll dem Verdacht nachgegangen werden, dass
mitochondriale Dysfunktion an der Pathogenese von MDS beteiligt ist. Durch
Messungen des Sauerstoffverbrauches von Knochenmarkzellen bei MDS-Patienten
und Kontrollpersonen sollen die Untersuchungen von Bowen und Peddie (siehe
1.4.3) in einem groBeren Patientenkollektiv verifiziert werden. Die Messungen sollen
die verschiedenen FlieBgleichgewichtszustinde der Atmungkette beriicksichtigen,
um die Befunde besser interpretieren zu kénnen. Zusitzlich soll der Verbrauch von
Sauerstoff nicht nur auf die Zellzahl, sondern auch auf den Proteingehalt der Proben

bezogen werden.
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2 Material und Methoden

2.1 Patientenkollektiv

Im Rahmen dieser Doktorarbeit wurde der Sauerstoffverbrauch von mononukledren
Zellen aus 22 Knochenmarkproben gemessen. Die Patienten wurden im Rahmen der
iiblichen klinischen Diagnostik am Beckenkamm punktiert und ein Teil des
aspirierten Knochenmarks wurde fiir wissenschaftliche Untersuchungen zur
Verfligung gestellt. Die Proben der Kontrollgruppe ohne Knochenmarkerkrankung
stammten aus der Klinik fiir Kardiovaskuldre Chirurgie (Universitdtsklinikum
Diisseldorf) von Patienten, die sich einer kardiovaskuldren Operation mit
Sternotomie unterziehen mussten. Intraoperativ konnte das Sternum vor der

Sternotomie punktiert und Knochenmark aspiriert werden.

Die Ethikkommission der Medizinischen Fakultit der Heinrich-Heine-Universitét
Diisseldorf stimmte dem Vorhaben als Teilprojekt der Antrige mit den
Studiennummern 3008 (Beobachtungsstudie von MDS-Patienten der Deutsch-
Osterreich-Schweizerischen MDS-Gruppe) und 3082 (Intraoperative Gewinnung von
Knochenmarksproben aus dem Sternum) zu. Vor der Probengewinnung erfolgte eine
Aufkliarung der Patienten durch den behandelnden Arzt und die Patienten gaben ihr

schriftliches Einverstindnis.

Vier Patienten mit der Diagnose einer chronischen myeloischen Leukédmie (CML)
konnten in die Kontrollgruppe aufgenommen werden, da sie zum Zeitpunkt der
Knochenmarkpunktion eine molekulargenetische Remission (bcr-abl/G6PDH < 0,01
%) aufwiesen. Eine Patientin mit kompletter zytologischer Remission ihrer akuten

myeloischen Leukémie (AML) konnte ebenfalls in die Kontrollgruppe aufgenommen
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werden.

Die Ergebnisse von vier Patienten mussten von der Auswertung ausgenommen

werden, da sich die initiale Verdachtsdiagnose MDS nicht bestétigte. In Tabelle 2.1

sind alle Patienten aufgelistet, die in die Auswertung mit einbezogen wurden.

Probe Gender | Alter Diagnose | Einteilung Besonderheiten

#3 Q 54 Kontrolle | AML in Remission

#2 Q 31 Kontrolle | CML in Remission

#13 Q 41 Kontrolle | CML in Remission

#15 Q 62 Kontrolle | CML in Remission

#18 Q 67 Kontrolle | CML in Remission

#20 3 68 Kontrolle | kardiochirurgische OP

#21 3 60 Kontrolle | kardiochirurgische OP

#22 3 68 Kontrolle | kardiochirurgische OP

#23 3 71 Kontrolle | kardiochirurgische OP

#24 Q 56 Kontrolle | kardiochirurgische OP

#4 3 75 MDS RCMD sek. AML aus
MDS nach 5-
Azacytidin
Therapie

#9 Q 59 MDS RCMD

#11 Q 73 MDS RCMD

#12 Q 72 MDS CMML Typ 1

#14 3 74 MDS RAEB 1 mit reaktiven
Veridnderungen
durch 5-
Azacytidin-
Toxizitat

#16 3 78 MDS RAEB I mit reaktiven
Zell-
verdanderungen

#19 Q 73 MDS RAEB II

#25 3 68 MDS RAEB

Tabelle 2.1 Alle Proben, die in die statistische Auswertung einbezogen wurden.

24




2. Material und Methoden

2.2 Chemikalien und Reagenzien

Im Folgenden werden alle Materialien aufgelistet, die bei den Untersuchungen

verwendet worden sind:

Reinstwasser

Lymphoprep®
Magnesiumchlorid
Malat

Glutamat
Digitonin
Adenosindiphosphat (ADP)
Pyruvat

TTFB

Ascorbat

TMPD

Rotenon

Succinat

Kalilauge

®
Milli-Q -Wasser (Merck)
Axis-Shield

Sigma
Sigma
Sigma
Serva
Sigma
Sigma
Sigma
Sigma
Sigma
Sigma
Sigma

Sigma

Ascorbat, TMPD, Pyruvat und Digitonin wurden fiir jede Messung neu angesetzt und

auf Eis gelagert.

Um die Loslichkeit von Digitonin zu verbessern, wurde der Ansatz mit Hilfe eines

Feuerzeuges erhitzt.
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2.3 Verwendete Puffer und Kits

PBS-Puffer (phosphate buffered saline)
PBS-Puffer ist eine isotonische Salzlosung, die 140 mM NaCl, 10 mM KCl, 6,4 mM
NaHPO x 2H,0, 2 mM KHPO enthilt.

Inkubationsmedium
110 mM Mannitol; 60 mM Tris; 60 mM KCIl; 10 mM Kaliumdihydrogenphosphat
(KH2PO4); 0,5 mM NaEDTA;

Der Ansatz wird mit Salzsdure auf pH 7,4 eingestellt.
Total Protein Kit

Total Protein Kit, Micro Lowry, Peterson’s Modifikation (Sigma)
Produkt Nummer: TP0300 und L 3540

2.4 Gerate und Verbrauchsmaterialien

Zentrifuge Megafuge 1.0R Heraeus instruments

Universalindikator pH 0-14 Merck

Zellsieb 40um BD Biosciences, USA

Lichtmikroskop Zeiss

Neubauer-Zahlkammer Brand

Oxygraph-2k OROBOROS®  INSTRUMENTS  GmbH,
Osterreich

Photometer (Lambda EZ210) Perkin Elmer

Mikroliterspritze Hamilton” Bonaduz AG, Schweiz
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2.5 Dichte-Gradienten-Zentrifugation

Die Dichte-Gradienten-Zentrifugation ist eine Methode, um mononukledre Zellen
aus Blut oder aspiriertem Knochenmark zu isolieren. Durch die entsprechende Dichte
(1.077 g/ml) und osmotischen Eigenschaften der verwendeten Lymphoprep”-Losung
fihrt die Zentrifugation zur Ausbildung verschiedener Schichten, welche
unterschiedliche Zelltypen enthalten@Abbildung 2.1).2

vor Zentrifugation nach Zentrifugation

Knochenmark & Plasma &
PBS-Puffer (1:1) Thrombozyten

mononukleédre Zellen
(Ficoll-Schicht)

‘— Lymphoprep®

' ‘— Erythrozyten

Abbildung 2.1 Bildung von Schichten nach 20-miniitiger Zentrifugation bei 1500 Umdrehungen pro
Minute. Nach Zentrifugation enthdlt die unterste Schicht Erythrozyten, die durch das
Zentrifugationsmedium (Lymphoprep™) aggregieren und deshalb vollstindig sedimentieren. Wegen
ihrer geringen Dichte werden Lymphozyten wund Monozyten direkt oberhalb des
Zentrifugationsmediums ~ gefunden  (Ficoll-Schicht). = Andere  langsam  sedimentierenden
Blutbestandteile, wie z.B. Thrombozyten und Plasma, bilden die oberste Schicht.

‘— Lymphoprep®

2.5.1 Isolierung von mononukleiren Zellen aus Knochenmark

Das Knochenmark wurde direkt in eine Spritze mit Heparin aspiriert, um eine
Koagulation zu verhindern. Zur weiteren Verarbeitung wurde das Knochenmark
durch einen Filter, der zuvor mit 1 ml PBS-Puffer benetzt wurde, in ein Falcon-
Gefall (50 ml) filtriert. Das filtrierte Knochenmark wurde 1:1 mit PBS-Puffer
verdiinnt. Um eine optimale Ausbeute an Zellen zu erreichen, wurde der PBS-Puffer
mit Hilfe einer Messpipette (10 ml) durch den Filter gegeben, der somit gewaschen

wurde.
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In einem weiteren Falcon-Gefdl (50 ml) wurde 15 ml Lymphoprep® vorgelegt und
das verdiinnte Blut mit einer Messpipette (10 ml) auf die Lymphoprep“-Losung
aufgeschichtet. Dabei war darauf zu achten, dass sich das Knochenmark nicht mit
dem Lymphoprep” vermischt.

Da iiblicherweise ca. 20 ml Knochenmark zur Verfiigung standen, wurde das mit
PBS-Puffer verdiinnte Knochenmark auf zwei Falcon-Gefifle verteilt. Das
Knochenmark konnte jetzt fir 20 min bei 20 °C, 1500 rpm und niedrigster
Bremseinstellung zentrifugiert werden. Nach der Zentrifugation war die typische
Schichtung in dem Falcon-Gefdll zu erkennen (Abbildung 2.1). Die Interphase mit
den mononukledren Zellen (MNC) wurde mit einer Messpipette (5 ml) direkt
abgesaugt und in ein neues Falcon-Gefall (50 ml) tiberfiihrt. Da beim Absaugen der
Interphase auch Plasma in die Pipette gelangt, mussten die Zellen zweimal
gewaschen werden. Dazu wurde das Plasma-Zell-Gemisch auf 40 ml mit PBS
aufgefiillt und bei 1500 rpm fiir 10 min bei 20 °C zentrifugiert. Der Uberstand wurde
in ein neues 50 ml Falcon-Gefdf3 dekantiert und das Pellet wiederum mit PBS auf 40
ml aufgefiillt. Sowohl der Uberstand als auch das Pellet wurden bei 1500 rpm fiir 10
min bei 20 °C zentrifugiert, um eine optimale Zellausbeute zu erhalten. Die
Uberstinde wurden verworfen und die Pellets mit 1 x 700 ul PBS resuspendiert und
in ein Falcon-Gefal3 tiberfiihrt. In dieser Zellsuspension erfolgte die Bestimmung der

Zellzahl und anschlieBend der Probentransport.

2.6 Zellzihlung unter dem Mikroskop

Die Bestimmung der Zellzahl erfolgte bei einigen Proben unter dem Mikroskop
mithilfe einer Neubauer-Zahlkammer. Zur Vereinfachung der Zellzdhlung wurde ein
Teil der Zellsuspension mit PBS-Puffer im Verhiltnis 1 zu 50 verdiinnt. Dazu
wurden 10 pl Zellsuspension in ein 1,5 ml Eppendorf Reaktionsgefd3 mit 490 pl
PBS-Puffer pipettiert. Je 10 ul verdiinnte Zellsuspension wurde nun auf beiden

Seiten der Zahlkammer unter das Deckglas pipettiert. Unter dem Mikroskop wurden
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alle vier Quadrate mit 1 mm Seitenldnge (Abbildung 2.2), auf beiden Seiten der

Zihlkammer, ausgezahlt.

| |
I 159
| |
1 I
AL *om

T mm

Abbildung 2.2 Zihlfeld der Neubauer-Zihlkammer. Alle Eckquadrate (hier mit L gekennzeichnet)
wurden fiir beide Zahlfelder ausgezahlt.

Quelle:
http://catalog.brand.de/index.php?sTemplate=zoom&sTemplateFile=products_file zoom.php&BILD
=media/images/Produktbilder/Stammbild/717805_zoom.jpg (vom 12.12.2016)

Die Zellzahlen in den acht ausgezédhlten Quadraten wurden addiert und durch acht
geteilt, um einen Mittelwert pro Eckquadrat zu erhalten. Dieser Mittelwert wurde mit
10* multipliziert, um die Anzahl der Zellen pro Milliliter (ml) zu erhalten. Da die
Zellen vor dem Zahlen 1 zu 50 verdiinnt wurden, musste die errechnete Zellzahl mit

50 multipliziert werden.

2.7 Automatische Zellzahlung

Bei den meisten Proben erfolgte die Zellzdhlung durch einen automatischen
Hiamatologie-Analysator (Sysmex KX-21N). Von den in PBS-Puffer suspendierten
Zellen wurden 100 ul in ein 1,5 ml Eppendorf Reaktionsgefal3 tiberfiihrt und fiir die
automatische Zellzéhlung verwendet. Hierbei werden 12 ul Zellsuspension von dem
Zellzéhlgerdt angesaugt und mit 2568 ul Diluterlosung verdiinnt. Fiir die
Erythrozyten- und Thrombozytenzéhlung werden 100 ul Zellsuspension bendtigt,
und der Rest mit einem Lysierreagenz auf 2,9 ml gebracht. Das Lysierreagenz lysiert
die Erythrozyten und bringt die Leukozyten in eine definierte Form. Die Losung wird

durch eine Kapillare gezogen. Die beim Durchtritt einer Zelle durch die Kapillare
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auftretende Widerstandsidnderung ist direkt proportional zum Zellvolumen. Diese
Widerstandsidnderungen werden gemessen und hierdurch das Zellvolumen bestimmt.
Leukozyten zwischen 35 fl und 90 fl werden als Lymphozyten gezihlt, zwischen 90
fl und 160 fl als Monozyten und zwischen 160 fl und 450 fl als Granulozyten. Aus

der Gesamtzahl der Zahlereignisse wird die Leukozytenkonzentration bestimmt.

2.8 Probentransport

Die Entnahme der Knochenmarkproben, die Gewinnung der mononukledren Zellen
durch Dichte-Gradienten-Zentrifugation und die Zellzdhlung erfolgten im
Universititsklinikum der  Heinrich-Heine-Universitdit in  Diisseldorf.  Die
respirometrische Messung des Sauerstoffverbrauches am Oxygraphen-2K erfolgte an
der Universitit Bonn (Klinik fiir Epileptologie; Arbeitsgruppe von Professor
Wolfram S. Kunz). Der Transport der Zellsuspension (PBS + Zellen) erfolgte
gekiihlt. Die Zeitspanne von der Knochenmarkpunktion in Diisseldorf bis zum
Beginn der Respirometrie in Bonn betrugt im Durchschnitt 190 Minuten (maximal

220 Minuten, minimal 155 Minuten).
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2.9 Der Oxygraph-2K

Zur Messung des Sauerstoffverbrauchs wurde der Oxygraph-2K der Firma Oroboros,

Innsbruck (Osterreich) verwendet.

4 R—ﬁ_i-‘

Abbildung 2.3 Der Oxygraph-2K. Quelle: http://www.oroboros.at/? Protocols_titrations (vom
07.08.2015)

Der Oxygraph-2K ist ein Zwei-Kammer Titrations-Injektions-Respirometer, welches
den Sauerstoffverbrauch der Zellen iiber die Zeit misst. Jede Kammer kann mithilfe
eines Stopfens luftdicht verschlossen werden. Damit Substanzen auch nach dem
Verschluss der Kammer noch hinzugefiigt werden konnen, verfiligt jeder Stopfen
iiber eine diinne Kapillare. Hieriiber konnen auch wihrend der Messung Chemikalien
mithilfe einer Injektionskaniile in die Kammern gegeben werden. Die Temperatur in
den Kammern wird konstant bei 37 °C gehalten.

Zur Messung der Sauerstoffkonzentration befindet sich in jeder Kammer ein
polarographischer Sauerstoffsensor (POS-Elektrode). Diese Sauerstoffsensoren
bestehen aus einer Gold-Kathode und einer Silber-Anode. Die Elektroden sind von
einer einmolaren Kaliumchloridlosung umgeben. Der gesamte Sensoraufbau ist mit
einer sauerstoffdurchldssigen Teflonmembran ummantelt. Der Sauerstoff aus der
Probe diffundiert durch die Teflonmembran in die Kaliumchloridlosung und wird
durch die Kathode reduziert. Der dabei entstehende elektrochemische Stromfluss, der

dem Sauerstoffpartialdruck in der Probe entspricht, wird in ein elektrisches Signal
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umgewandelt. Der Sauerstoffsensor produziert somit ein elektrisches Signal, indem
er den Sauerstoff an der Kathode verbraucht. Mithilfe eines elektromagnetischen
Riihrers wird eine optimale Durchmischung der Probe gewdhrleistet (Gnaiger E
2016).

2.10 SUIT-Protokoll (Substrate-Uncoupler-Inhibitor-
Titration-Protokoll)

Bei der Messung des Sauerstoffverbrauches durch das Respirometer wurde ein SUIT-
Protokoll (Substrate-Uncoupler-Inhibitor-Titration-Protokoll) verwendet, bei dem
schrittweise Substrate und Inhibitoren der Atmungskettenkomplexe in die einzelnen
Messkammern appliziert werden. Hierdurch wird eine selektive Untersuchung der
einzelnen Atmungskettenabschnitte ermdglicht.

Der Sauerstoffverbrauch wird gleichzeitig in zwei Kammern des Oxygraphen mit
verschiedenen Protokollen gemessen. In Kammer A wird die Aktivitidt von Komplex
I, IIT und IV und in Kammer B die Aktivitit von Komplex II, III, und IV der

Atmungskette gemessen.
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2. Material und Methoden

2.10.1 Verwendete Substrate und Inhibitoren der

Atmungskettenkomplexe

Rotenon: Blockiert durch Bindung an Komplex 1 der Atmungskette die
Elektroneniibertragung (Ravanel P, ef al. 1984).

Digitonin: Fiihrt zu einer selektiven Permeabilisierung der Plasmamembran. Die
Permeabilisierung bewirkt eine Angleichung des Zytosols mit dem extrazelluldren
Medium (Kuznetsov AV, et al. 2008).

Malat, Glutamat & Pyruvat: Durch ihre Verstoffwechselung entsteht NADH
(Nicotinamidadenindinukleotid), welches von Komplex I der Atmungskette reduziert
werden kann.

Succinat: Ist Substrat der Succinat-Dehydrogenease (entspricht der hydrophilen
Untereinheit von Komplex II), die Succinat oxidiert. Hierbei entsteht FADH,
(Flavin-Adenin-Dinukleotid), das seine Elektronen auf Ubichinon tibertragt.

ADP: Fiihrt als Substrat von Komplex V zu einer Erhohung der Atmungsrate.

TTFB: Bewirkt eine Entkopplung der Atmungskette und somit zur Steigerung der
Atemrate auch ohne Anwesenheit von ADP (Beechey RB 1966).

TMPD & Ascorbat: TMPD ist ein kiinstlicher Elektronen-Donator fiir Komplex IV
der Atmungskette. Das Ascorbat reduziert in diesem Zusammenhang die Oxidation

von TMPD (West PA, et al. 1978).

4H" 2HY 2H* JHY
A F N A
Intermembranraum ] ""J C f\‘I Entk_o:_p\uﬂg
/ I | f 1/ / \
| /‘\ 0 \ \ (1120, W0
Matrix \I‘ \ :5 | ,_,/‘ / /
\ ‘I\ NAGH+ 2H* g y JH*
- £
. £
NADH 2
+ +
aH* 2H 2H \ A /o
Rotenon TTFE /[
Komplex | Komplex Il Komplex Il Komplex IV Komplex V

Abbildung 2.4 Komplexe (I-IV) der mitochondrialen Atmungskette. Q/QH, = Ubichinon; C =
Cytochrom-c. (Abbildung modifiziert nach Loffler G und Petrides PE 2003.)
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2.11 Vorbereitung des Oxygraph-2K fiur die
Messung

Die beiden Kammern des Oxygraphen werden vor jeder Messung einmal mit Ethanol
(70 %), dreimal mit Aqua dest. und einmal mit MilliQ®”-Wasser gespiilt. Das
MilliQ®-Wasser verbleibt in den Kammern, um ein Austrocknen der
Sauerstoffsensoren zu verhindern. Bevor das Inkubationsmedium in die Kammern
pipettiert werden kann, muss es mithilfe einer Sprudelpumpe fiir circa 5 Minuten mit
Sauerstoff gesittigt werden. Danach wird das MilliQ®-Wasser aus den Kammern
pipettiert, 1,922 ml Inkubationmedium in die linke Kammer A und 1,952 ml
Inkubationmedium in die rechte Kammer B pipettiert. Da beide Kammern die
Atmungsraten von unterschiedlichen Komplexen der mitochondrialen Atmungskette
messen, werden unterschiedliche Substanzen in die Kammern hinzugefiigt. Die linke
Kammer misst die Atmungsrate von Komplex I, III und IV. Es wird hier 7 ul MgCl,
10,5 ul Malat und 21 ul Glutamat in die Kammer pipettiert.

Die rechte Kammer misst die Atmungsrate von Komplex II, III und I'V. Es wird hier
7 wl MgCl und 1,05 ul Rotenon in die Kammer pipettiert. Das Rotenon verhindert
die Elektroneniibertragung von Komplex I auf Ubichinon und gilt somit als
selektiver Hemmstoff von Komplex I (Ravanel P, ef al. 1984).

Zur Kalibrierung des Oxygraphen werden beide Kammern mit einem Stopfen
verschlossen, so dass eine Luftblase in den Kammern zu erkennen ist. Die Kammern
bleiben so lange gedffnet, bis sich die Atemrate in den Kammern stabilisiert hat. Dies
kann an einem Computer, der mit dem Oxygraphen verbunden ist, mithilfe der
Software (DatLab 4, Oroboros Instruments GmbH) abgelesen werden. Hat sich die
Atemrate stabilisiert, konnen die Kammern luftdicht geschlossen werden. Dazu
werden die Stopfen weiter zugedreht, bis die Luftblase in der Kammer verschwunden
ist und Fliissigkeit aus der Offnung im Stopfen tritt. Sobald sich die Veréinderung des
O,-Gehaltes wieder stabilisiert hat, konnen die Zellen in die Kammern injiziert

werden.
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2.12 Ablauf der Messung

Die Zellen werden mit 92 ul Inkubationsmedium resuspendiert, so dass insgesamt
circa 100 ul Zellsuspension in eine Glasspritze aufgezogen werden konnen. Die
Zellen werden in die entsprechende Kammer gespritzt. Dabei ist darauf zu achten,
dass keine Luftblasen in die Kammern gelangen.

Nachdem sich die Verdnderung der Atemrate (gemessen in pmol / (sek * ml), siche
Abbildung 2.5) stabilisiert hat, konnen nacheinander Substrate (siche Tabelle 2.2) in
die Kammern gespritzt werden. Ascorbat und TMPD werden direkt hintereinander
gespritzt. Die hier entstehende hochste Atemrate ist fiir die Auswertung relevant. Die
Reihenfolge und teilweise auch die Substanzen sind fiir beide Kammern

unterschiedlich (siehe Tab. 2.2).

ROUTINE
21l Succinat
(1 M)
7ul Digitonin 7ul Digitonin
(5 mg / ml) LEAKGMm (5 ng / ml) LEAKRqt+suc
8,4ul ADP 8,4ul ADP
0.5 M) OXPHOS-Clow [l 'S\ OXPHOS-Cllrotsuc
21ul Pyruvat
i Pl\l/l) yruva OXPHOS-Cloip
2,1ul TTFB 2,1ul TTFB
(200 uM) (3x) | EI5Clower (200 uM) 3x) | ET5-Clrosue
21ul Ascorbat
(50 mM; pH 7,4)
21ul TMPD Coxe
(5,93mg / ml)

Tabelle 2.2 Substrate / Entkoppler und die induzierten Atemraten in chronologischer Reihenfolge fiir
Kammer A und Kammer B des Oxygraphen. CI = Komplex I; CII = Komplex II; gy = Glutamat und
Malat; p = Pyruvat; gorsyc = Rotenon und Succinat
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Abbildung 2.5 Graphische Darstellung der Sauerstoffkonzentration (blaue Kurven; linksseitige
Ordinate) und die Atemrate (rote Kurven; rechtsseitige Ordinate) in Messkammer A (A) und
Messkammer B (B) wihrend der Messung des Oxygraphen. Die Atemrate entspricht dabei der
Ableitung der Sauerstoffkonzentration. Die Abszissen zeigen die Zeit und die Zugabe (rosa bzw.
griin) von Substraten / Entkopplern in die Messkammern. In dem jeweiligen oberen Abschnitt werden
die definierten Zustinde aufgelistet (lila = ROUTINE-Atmung, State 1; rot = LEAK-Atmung, State 4;
hellgriin = Kapazitdt der oxidativen Phosphorylierung (OXPHOS), State 3; blau = Kapazitit des
Elektronentransportsystems (E7S), entkoppelt; grau = Kapazitit der Cytochrom-c-Oxidase (COX).

Nachdem in beiden Kammern die jeweils letzte Substanz hinzugefiigt wurde und sich
die Verdnderung der Respiration entsprechend eingestellt hat, wird der gesamte
Inhalt aus Kammer B in ein Falcon-Gefal pipettiert und bei -18 °C fiir eine spitere

Proteinbestimmung eingefroren.

Die Erfassung der Messdaten erfolgt iiber einen mit dem Oxygraphen verbundenen
Computer. Der gemessene Sauerstoffverbrauch wird bei der statistischen Analyse um
den Sauerstoffverbrauch durch Materialien der Messkammern (z.B. POS-Elektrode)
korrigiert. Hierzu wurde der Sauerstoffverbrauch vor Zugabe der Zellen in den
Messkammern bestimmt. Dieser Sauerstoffverbrauch, der nicht durch die Zellatmung
entsteht, wird in der Nachbearbeitung dem Sauerstoffverbrauch fiir jede Atemrate

abgezogen.
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2.13 Proteinbestimmung nach Lowry

Damit der Sauerstoffverbrauch bezogen auf die Proteinkonzentration angegeben
werden kann, wird die Proteinkonzentration von jeder gemessenen Probe aus
kryokonservierten Proben photometrisch bestimmt.

Die Proteinbestimmung nach Lowry basiert auf zwei chemischen Reaktionen. Die
erste ist die Biuretreaktion, bei der die Peptidbindungen der Proteine einen Komplex
mit den Kupfer (II) - Ionen in alkalischer Lésung eingehen. Diese Komplexbildung
geht mit einem blau-violetten Farbumschlag einher.

Bei der zweiten Reaktion wird Kupfer (II) zu Kupfer (I) reduziert, wobei das
entstandene einwertige Kupfer das Folin-Ciocalteu Reagenz zu Molybdénblau
reduziert. Die Intensitit der Blaufarbung nimmt mit dem Proteingehalt in der Losung
zu, so dass die Proteinkonzentration photometrisch bei 750 nm bestimmt werden
kann. Die Proteinbestimmung wurde mit Prazipitation der Proteine nach

Herstellerangaben durchgefiihrt.

2.14 Auswertung und Statistik

Die Erfassung und Analyse der Messdaten des Oxygraphen erfolgte mit der Software
DatLab 4 (OROBOROS®-INSTRUMENTS). Die statistischen Berechnungen, die
Erstellung der Tabellen, Diagramme und Grafiken erfolgte mit den Programmen
Microsoft Excel 2010 und Adobe Illustrator CS4. Die Ergebnisse werden als
Absolutwerte oder Mittelwerte mit Standardabweichung angegeben. Die p-Werte
stellen die zweiseitige statistische Signifikanz dar, die mit Hilfe des Student schen t-

Tests berechnet wurden.
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3 Ergebnisse

Die MefBlergebnisse von insgesamt 18 Patienten konnten zur statistischen Auswertung
herangezogen werden. Die Daten von vier Patienten mussten verworfen werden, da
ithre  endgiiltigen hdmatologischen = Diagnosen weder in die Gruppe
myelodysplastischer Syndrome noch in die unauffillige Kontrollgruppe eingeordnet

werden konnten.

3.1 Zellzahl und Proteingehalt

Der gemessene Sauerstoffverbrauch wird als sogenannte Atemrate angegeben. Die
Atemrate wird pro eine Million Zellen (nmol / (min * 10° Zellen)) und pro ug
Protein (pmol / (min * pg)) angegeben. Daher wurden von jeder Probe die Zellzahl
und der Proteingehalt bestimmt. Bei den Proben der Patienten #2, #3 und #4 wurde
die Zellzahl manuell, d. h. mithilfe der Neubauer Zihlkammer bestimmt. Bei allen
anderen Proben wurde die Zellzahl mithilfe eines automatischen Zellzéhlers

bestimmt.
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3.1.1 Sauerstofffluss bezogen auf die Zellzahl

Der Sauerstofffluss wird in Bezug zur Zellzahl von jeder Probe ermittelt. Durch
Titration verschiedener Substanzen (SUIT-Protokoll) werden verschiedene
Gleichgewichtszustinde erreicht. Tabelle 3.1 zeigt den Sauerstofffluss in jedem
gemessenen Gleichgewichtszustand bezogen auf die Zellzahl. Die Angaben werden
in nmol / (min * 106 Zellen) gemacht. Angegeben werden: ROUTINE-Atmung
(endogene Ruheatmung), LEAK-Atmung (Zustand 4), OXPHOS-Atmung (Zustand
3), ETS-Atmung (Elektronen Transfer System-Atmung, entkoppelter Zustand)
jeweils nach Titrierung von TTFB in drei Schritten und die Cytochrome c-Oxidase-
Aktivitit (COX, Komplex IV-Aktivitit). Die Gleichgewichtzustinde werden unter
Stimulation von Komplex I- oder Komplex II-Substraten (CI oder CII) gemessen.
Komplex I-Substrate Glutamat (G), Malat (M), Pyruvat (P) und Komplex II-Substrat

Succinat (Suc) unter Hemmung von Komplex I durch Rotenon (Rot).

ROUTINE|  LEAK OXPHOS ETSI | ETS2 | ETS3 | ETSI | ETS2 | ETS3 | COX
Probe cr | cn Cl c CI ci cIv
GM [ Rot+Suc | GM | GM+P |Rot+Suc| GM+P GM+P GM-+P | Rot+Suc | Rot+Suc [ Rot+Suc

#3| 0,055 0,052 0,012 [0,090] 0,074 [ 0,012 | 0,122 | 0,135| 0,084 0,008 0,135 0,084 0,788

#2| 0,062 0,014 0,043 0,029 0,018 | 0,045 | 0,013 [ 0,007| 0,004| 0,032 0,007 0,004 0,355

#13[ 0,083 0,053 0,078 (0,067 ] 0,060 [ 0,149 | 0,043 | 0,028| 0,034| 0,083 0,028 0,034 10,773

#15| 0,116 0,047 0,083 [0,093]| 0,050 | 0,234 | 0,051 | 0,036 0,021| 0,137 0,036 0,021 0,587

#18| 0,136  [0,097| 0,107 [0,312] 0,291 | 0,349 | 0,266 | 0,221 0,188]| 0,342 0,221 0,188 (2,272

#201 0,076 [0,052]| 0,084 [0,097| 0,076 | 0,221 | 0,097 | 0,066 0,057| 0,195 0,066 0,057 |1,095

#21[ 0,069 0,110] 0,297 ]0,186] 0,207 [ 0,391 | 0,132 | 0,127| 0,119 0,290 0,127 0,119 4,853

#22| 0,144 10,075 0,116 0,203 | 0,166 | 0,395 | 0,056 [ 0,010| 0,033| 0,240 0,010 0,033 10,865

#23] 0,132 |0,048 [ 0,091 0,177 0,057 | 0,149 | 0,045 [ 0,031| 0,033| 0,114 0,031 0,033 0,731

#241 0,167 0,057 0,192 0,298 0,258 | 0,479 | 0,215 [ 0,186]| 0,094| 0,400 0,186 0,094 |1,101

#4] 0,026 [ 0,011] 0,047 [0,018] 0,009 | 0,099 | 0,008 | 0,003] 0,004] 0,087 | 0,003 | 0,004 ]0,538

#91 0,033 ]0,037] 0,008 ]0,026( 0,017 ] 0,228 | 0,006 | 0,011 0,006 0,149 0,011 0,006 0,922

#11 0,113  [0,069| 0,109 [0,338| 0,335 | 0,380 | 0,311 | 0,207 0,082 0,351 0,207 0,082 |[1,344

#12| 0,125 0,074 0,114 ]0,239] 0,234 [ 0,379 | 0,253 | 0,161| 0,077 0,368 0,161 0,077 10,477

#14] 0,112 10,066 0,098 0,143 0,131 | 0,291 | 0,130 [ 0,103 0,070| 0,290 0,103 0,070 [1,992

#16| 0,119 0,055 0,115 0,215 0,199 | 0,390 | 0,209 [ 0,170| 0,124| 0,366 0,170 0,124 10,783

#19] 0,178 0,120 0,193 [0,342| 0,243 | 0,517 | 0,176 | 0,132| 0,085| 0,493 0,132 0,085 |[1,320

#25| 0,206 [0,082]| 0,195 [0,367| 0,313 | 0,719 | 0,308 | 0,124 0,057| 0,627 0,124 | 0,057 [0,641

Tabelle 3.1 Sauerstofffluss mononukledrer Knochenmarkzellen bei Kontrollen und MDS-Patienten.

39

nmol / (min * 10° Zellen)
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In den folgenden Diagrammen wird der

Messung dargestellt (Abbildung 3.1).
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Abbildung 3.1 Sauerstofffliisse in Bezug zur Zellzahl (nmol / (min * 10° Zellen)) wihrend
unterschiedlicher Gleichgewichtszustinde (ROUTINE, LEAK, OXPHOS, ETS) und die Kapazitit der
Komplex IV-Atmung (COX CIV) mononukledrer Knochenmarkzellen bei MDS-Patienten (rote

Balken) und Kontrollen (griine Balken).

40



3. Ergebnisse

3.1.2 Mittelwerte des Sauerstoffflusses bezogen auf die Zellzahl

Der Sauerstofffluss als Mittelwert fiir Kontrollen und MDS-Patienten wird in
Abbildung 3.2 bezogen auf die Zellzahl dargestellt.

ROUTINE = endogene Atmung = Zustand 1, LEAK = Zustand 4, OXPHOS =
Zustand 3, ETS = Entkoppelter Zustand; CI = hohe Konzentrationen von Komplex I-
Substraten Glutamat und Malat (GM); CII = hohe Konzentrationen von Komplex II-
Substrat Succinat (Suc) und Komplex I Hemmer (Rotenon). CIV = maximale
Kapazitit des Komplex IV (Cytochrom c-Oxidase) unter Stimulation von TMPD
(Tetramethylphenylendiamin) und Ascorbat.

0,5 22

s
=
£

nmol / (min * 100 Zellen)
>
b

=3
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0,1 -

0,0 ~
ROUTINE LEAK CI LEAK CII OXPHOS CI OXPHOS CI OXPHOS CII ETS Cl ETS Cll coxcry
GM Rot+Suc GM GM+P Rot+Suc GM+P Rot+Suc

Abbildung 3.2 Mittelwerte des Sauerstoffflusses der einzelnen Gleichgewichtszustinde.
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3.1.3 Sauerstofffluss bezogen auf den Proteingehalt

Der Sauerstofffluss, der in den Kammern des Oxygraphen gemessen wird, wird
zusitzlich bezogen auf den Proteingehalt in picomol pro Minute und Mikrogramm
Protein (pmol / (min * pg)) angegeben. Der Proteingehalt der Proben wurde
photometrisch (nach Lowry) gemessen und in Abbildung 3.3 dargestellt. Die griinen
Balken zeigen die Kontrollen, die roten Balken zeigen die MDS-Zellen. Die
gestrichelten Linien zeigen die Mittelwerte der beiden Gruppen an. Der Unterschied

im Proteingehalt ist statistisch nicht signifikant (p = 0,25).
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Abbildung 3.3 Proteingehalt mononukledrer Knochenmarkzellen bei MDS-Patienten und Kontrollen.
Der Proteingehalt wird in ug Protein pro 10° Zellen fiir jede Probe einzeln angegeben.
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Tabelle 3.2 zeigt den Sauerstofffluss in den verschiedenen Gleichgewichtszustdnden

bezogen auf den Proteingehalt. Die Angaben werden in pmol / (min * 106 Zellen)

gemacht. Angegeben werden: ROUTINE-Atmung (endogene Ruheatmung), LEAK-
Atmung (Zustand 4), OXPHOS-Atmung (Zustand 3), ETS-Atmung (Elektronen

Transfer System-Atmung, entkoppelter Zustand) jeweils nach Titrierung von TTFB

in drei Schritten und die Cytochrom c-Oxidase-Aktivitit (COX, Komplex IV-

Aktivitdt). Die Gleichgewichtzustinde werden unter Stimulation von Komplex I-

oder Komplex II-Substraten (CI oder CII) gemessen. Komplex [-Substrate Glutamat

(G), Malat (M), Pyruvat (P) und Komplex II-Substrat Succinat (Suc) unter Hemmung

von Komplex I durch Rotenon (Rot).

ROUTINE|  LEAK OXPHOS ETSI | ETS2 | ETS3 | ETSI | ETS2 | ETS3 | cox
Probe cr| cn Cl ci CI ci cIv
GM | Rot+Suc | GM | GM+P | Rot+Suc | GM+P GM+P GM-+P | Rot+Suc | Rot+Suc | Rot+Suc
#3 3,67 3,47 0,78 6,00 | 4,94 0,77 8,12 9,01 5,62 0,57 0,65 0,66 52,48
#2| 815 [181] 567 |38 ] 239 | 598 | 176 | 095 | 057 | 416 | 338 | 212 |4681
#13| 781 |503] 739 |633] 568 | 1405 | 401 | 269 | 319 | 7.83 | 551 | 561 |7292
#15 10,04 4,05 7,13 7,98 | 4,30 20,18 4,40 3,12 1,78 11,82 BIoS 2,50 50,65
#18 1,81 1,30 1,42 4,16 | 3,87 4,64 3,55 2,94 2,50 4,56 3,56 2,48 30,26
#20 1,99 1,36 2,19 2,52 | 1,98 8,75 2,51 1,70 1,47 5,06 4,34 3,21 28,49
#21 1,57 2,51 6,79 426 | 472 8,93 3,01 2,90 2,71 6,64 5,35 3,52 110,93 @
#22 7,03 3,70 5,67 9,96 | 8,13 19,37 2,75 0,48 1,62 11,76 6,80 4,25 42,40 | =
#23 6,88 2,51 4,74 9,23 | 2,98 7,77 2,34 1,61 1,69 5,94 3,92 1,62 38,09 | £
#24 5,62 1,92 6,47 10,04 [ 8,71 16,15 7,25 6,27 3,17 13,49 7,70 3,43 37,09 §
#4 1,40 0,58 2,54 0,98 [ 0,48 5,43 0,43 0,18 0,24 4,78 3,31 2,49 2938 |
#9 1,85 2,12 0,46 1,48 | 0,96 12,85 0,36 0,62 0,36 8,43 4,40 2,33 52,08 E.
#11 2,31 1,41 2,24 6,91 | 6,85 7,78 6,37 4,24 1,69 7,19 5,65 3,32 27,53
#12 2,97 1,76 2,69 567 | 555 8,98 6,00 3,82 1,82 8,72 7,49 3,04 11,31
#14 3,76 2,20 3,30 4,79 [ 4,39 9,79 4,38 3,47 2,36 9,75 7,66 4,92 66,93
#16 3,00 1,40 2,90 543 | 504 9,84 5,27 4,29 3,14 9,25 7,19 4,42 19,77
#19| 133 |o89| 144 |255| 181 | 38 | 132 | 099 | 063 | 368 | 258 | 182 | 985
#25 6,83 2,71 6,46 12,17 | 10,36 | 23,81 10,21 | 4,10 1,87 20,78 10,28 4,45 21,22

Tabelle 3.2 Sauerstofffluss mononukledrer Knochenmarkzellen von Kontrollen und MDS-Patienten.
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In den folgenden Diagrammen wird der

Messung dargestellt (Abbildung 3.4).
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Abbildung 3.4 Sauerstofffliisse bezogen auf den Proteingehalt (pmol / (min * 10° Zellen)) wihrend
unterschiedlicher Gleichgewichtszustinde (ROUTINE, LEAK, OXPHOS, ETS) und die Kapazitit der
Komplex IV-Atmung (COX CIV) mononukledrer Knochenmarkzellen von MDS-Patienten (rote
Balken) und Kontrollen (griine Balken).
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3. Ergebnisse

3.1.4 Mittelwerte des Sauerstoffflusses bezogen auf den
Proteingehalt

Der Sauerstofffluss als Mittelwert flir Kontrollen und MDS-Patienten wird in
Abbildung 3.5 bezogen auf den Proteingehalt dargestellt.

ROUTINE = endogene Atmung = Zustand 1, LEAK = Zustand 4, OXPHOS =
Zustand 3, ETS = Entkoppelter Zustand; CI = hohe Konzentrationen von Komplex I-
Substraten Glutamat und Malat (GM); CII = hohe Konzentrationen von Komplex II-
Substrat Succinat (Suc) und Komplex I Hemmer (Rotenon). CIV = maximale
Kapazitit des Komplex IV (Cytochrom-c-Oxidase) unter Stimulation von TMPD
(Tetramethylphenylendiamin) und Ascorbat. Ein statistisch signifikanter Unterschied
besteht fiir die ROUTINE- (p = 0,043) und die LEAK-CI-Atmung (p = 0,029).

80

16 70 I

60

wn
8

=)
s
k=)

pmol / (min * pg)
o
pmol / (min * pg)

ROUTINE LEAK-CI LEAK-CII  OXPHOS-CI OXPHOS-CI OXPHOS-CII ETS CI ETSCll COX CIV
GM GM+P Rot+Sue GM+P Rot+Suc

Abbildung 3.5 Mittelwerte des Sauerstofflusses der einzelnen Gleichgewichtszustidnde. Der Stern (*)
zeigt einen statistisch signifikanten Unterschied an (p = < 0,05).
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3.2 Parameter der respiratorischen Kontrolle

Die verschiedenen Atemraten kdnnen miteinander in Beziehung gesetzt werden, um
das Verhalten der Mitochondrien bzw. der Atmungskette unter experimentellen
Voraussetzungen quantifizieren zu konnen. Ein hiufig verwendeter Parameter, um
die Funktion von Mitochondrien in vitro beurteilen zu konnen, ist die Respiratory
Control Ratio (RCR). Sie zeigt das Verhiltnis von OXPHOS-Atemrate (Zustand 3)
und LEAK-Atemrate (Zustand 4) an (siche Abbildung 3.6). Es besteht kein
statistisch signifikanter Unterschied zwischen Kontrollen (griine Balken) und MDS-
Patienten (rote Balken) sowohl fiir die RCR mit Komplex [-Substraten (p = 0,49) als
auch fiir die RCR mit Komplex II-Substraten (p = 0,24).

RCR = OXPHOS / LEAK

(7]

=

RCR - Respiratory Control Ratio
w

(]

-
L

Gesund MDS Gesund MDS
CI CIl

Abbildung 3.6 Respiratory Control Ratio (RCR = Zustand 3 / Zustand 4) unter Stimulation von
Komplex I-Substraten (CI) und unter Stimulation von Komplex II-Substraten (CII). In die
Auswertung werden zehn Proben der Kontrollen (griine Balken) und acht Proben von MDS-Patienten

(rote Balken) einbezogen.
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Da die RCR-Werte zwischen eins und unendlich liegen konnen, iiberschitzen die
errechneten RCR-Werte die Funktion von Mitochondrien tendenziell. Um dieses
statistische Problem zu umgehen, kann die Formel der RCR so umgewandelt werden,
dass man eine Linearisierung der Werte erhilt. Die Effizienz der an die ATP-Bildung
gekoppelten oxidativen Phosphorylierung wird dann als Oxphos Coupling Efficiency
(j=p) berechnet (siche Abbildung 3.7):

Jj=p=1-(LEAK / OXPHOS)

Es findet sich ein statistisch signifikanter Unterschied zwischen Kontrollen (griine
Balken) und MDS-Patienten (rote Balken) fiir die Oxphos Coupling Efficiency mit
Komplex II-Substraten (p = 0,015); fiir Komplex I-Substrate besteht kein statistisch
signifikanter Unterschied (p = 0,925).
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Abbildung 3.7 Oxphos Coupling Efficiency (j=p ) unter Stimulation von Komplex I-Substraten (CI)
und unter Stimulation von Komplex II-Substraten (CII). In die Auswertung werden zehn Proben der
Kontrollen (griine Balken) und acht Proben von MDS-Patienten (rote Balken) einbezogen.
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Die Routine Coupling Efficiency (j=g) ist ein Parameter, der die Effizienz der
oxidativen Phosphorylierung an intakten Zellen wiederspiegelt. Hierbei wird die

ROUTINE-Atemrate um die LEAK-Atemrate korrigiert:

Jjr=1- (LEAK / ROUTINE)

10
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0.1 7

0,0 -

Gesund MDS

Abbildung 3.8 Routine Coupling Efficiency (j~z) von Kontrollen (griiner Balken; zehn Proben) und
MDS-Patienten (roter Balken; acht Proben).
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4 Diskussion

Beziiglich der Pathogenese myelodysplastischer Syndrome gibt es Hinweise auf eine
Beteiligung der Mitochondrien (siehe 1.4). Hierbei konnte eine Hauptfunktion der
Mitochondrien, die Generierung von Energie im Rahmen der oxidativen
Phosphorylierung, beeintrachtig sein. Enzymatische Analysen sind weit verbreitet,
um die mitochondriale Funktion zu messen. Es stellte sich jedoch heraus, dass
hierbei mogliche Funktionsstorungen nicht ausreichend erfasst werden konnen, da
keine Aussage dariiber getroffen werden kann, wie die einzelnen Enzymkomplexe
miteinander interagieren. (Saks VA, et al. 1998; Villani G, et. al. 1998; Kunz WS, et
al. 2000; Milner DJ, et al. 2000; Frezza C, et al. 2007). Folglich sollten
Funktionsanalysen der oxidativen Phosphorylierung an intakten Mitochondrien
erfolgen. Eine Moglichkeit, die Funktion der oxidativen Phosphorylierung an
intakten Mitochondrien zu messen, bietet die hochauflésende Respirometrie.

Untersuchungen, bei denen intakte Zellen verwendet werden, entsprechen am
ehesten den in vivo Bedingungen. Allerdings konnen dann keine Messungen mit
bestimmten Effektoren (z.B. ADP) durchgefiihrt werden, weil diese die Zellmembran
nicht passieren kdnnen. Hierzu miissen entweder die Mitochondrien isoliert oder die
Zellen permeabilisiert werden. Bei der Isolation von Mitochondrien ergeben sich
einige Nachteile: (1) Verdnderung mitochondrialer Eigenschaften durch die
Isolierungsschritte, (2) Selektion bestimmter Mitochondrienpopulationen, (3) Bedarf
groBBer Zellmengen, um eine optimale Ausbeute von Mitochondrien zu erhalten, (4)
unterbrochene Interaktion von Mitochondrien mit der Zelle, bei der
Mikrokompartimente, Metabolit-Kanalisierung und intrazelluldrer Energietransport
eine wichtige Rolle spielen. Durch Permeabilisierung der Zellen konnen die

genannten Nachteile der Mitochondrienisolierung weitestgehend vermieden und die
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Moglichkeiten der experimentellen Manipulation beibehalten werden (Kuznetsov

AV, et al. 2008).

Ausgehend von der Hypothese, dass Defekte in der mitochondrialen Atmungskette
mit konsekutiver Verringerung der Atmungsaktivitit die Entstehung eines
myelodysplastischen Syndroms begiinstigen, wurde in der vorliegenden Arbeit die
Atmungsaktivitit von mononukledren Knochenmarkzellen durch Messung des

Sauerstoffverbrauches mithilfe der hochauflésenden Respirometrie untersucht.

Im Unterschied zu fritheren Untersuchungen von Bowen und Peddie (2002) wurde
bei unseren Untersuchungen ein SUIT-Protokoll (substrate-uncoupler-inhibitor-
titration-Protokoll) verwendet, um mogliche funktionelle Stérungen -einzelner
Atmungskettenkomplexe zu identifizieren. Teil dieses Protokolls ist auch die
Verwendung von Digitonin zur Permeabilisierung der Zellen, wobei die
mitochondriale Funktion erhalten bleibt und Effektoren die Zellmembran passieren
konnen (Vercesi AE, et al. 1991; Gnaiger E, et al. 1998 b). Die Stimulation der

mitochondrialen Atmungskette durch Substrate wird dadurch erst ermdoglicht.

Bowen und Peddie fiihrten ihre Untersuchungen an intakten Zellen in einem
Inkubationsmedium mit ADP durch. Die Zugabe von ADP in eine Zellsuspension
von intakten Zellen fiihrt jedoch nicht zu einer Stimulation der Atemrate. Dies
konnte Steinlechner-Maran, et al. (1997) an menschlichen Endothelzellen aus
Umbilikalvenen zeigen. Bei den Versuchen von Bowen und Paddie wurde folglich
der endogene Sauerstoffverbrauch (ROUTINE-Atmung) der Zellen gemessen. Eine
Stimulation der oxidativen Phosphorylierung (OXPHOS) oder des Elektronen-
Transport-Systems (ETS) war nicht mdglich.

Bei unseren Versuchen wurden in den beiden Messkammern des Oxygraphen

gleichzeitig zwei SUIT-Protokolle angewendet, um verschiedene Atemraten unter
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Stimulation mit bestimmten Substraten zu messen.

In Kammer A des Oxygraphen wurde zu Beginn der Messung die ROUTINE-
Atmung bestimmt. Die ROUTINE-Atmung zeigte keinen signifikanten Unterschied
zwischen MDS-Patienten und Kontrollen, wenn der Sauerstoffverbrauch bezogen auf
die Zellzahl angegeben wird (Abbildung 3.2). Bezieht man den Sauerstoffverbrauch
auf den Proteingehalt (Abbildung 3.5), zeigte sich bei den MDS-Patienten eine
niedrigere ROUTINE-Atemrate (2,93 pmol / (min * ng)) als bei den Kontrollen (5,46
pmol / (min * pg)). Der Unterschied zwischen beiden Gruppen war statistisch
signifikant (p = 0,043).

Im néchsten Schritt wurde die LEAKgm-Atmung (Kammer A des Oxygraphen) und
die LEAKRrorisuc-Atmung (Kammer B des Oxygraphen) gemessen. Die LEAK-
Atmung ist die Zellatmung, die nicht an die Phosphorylierung von ADP gekoppelt
ist. Fiir die LEAKgm-Atmung zeigten die Zellen von Kontrollpersonen bezogen auf
den Proteingehalt mit 2,76 pmol / (min * pg) einen signifikant (p-Wert 0,03) hoheren
Sauerstoffverbrauch als MDS-Patienten mit 1,63 pmol / (min * pg). Bezieht man den
Sauerstoffverbrauch nur auf die Zellzahl, so verbrauchen die Zellen von MDS-
Patienten paradoxerweise sogar mehr Sauerstoff als die Zellen der Kontrollen. Dieser
Unterschied war statistisch aber nicht signifikant.

Bei der LEAKRror suc-Atmung zeigten die Kontrollzellen ebenfalls einen hoherer
Sauerstoffverbrauch als die Zellen von MDS-Patienten, wobei der Unterschied
statistisch nicht signifikant war (p = 0,054). Bezogen auf die Zellzahl zeigten beide
Gruppen praktisch eine identische LEAK-Atmung.

Der niedrigere Sauerstoffverbrauch mononukledrer Zellen von MDS-Patienten bei
der ROUTINE- und der LEAK-Atmung in Bezug auf den Proteingehalt lésst sich am
chesten damit erkldren, dass die Zellen von MDS-Patienten insgesamt mehr Eiweil3
enthalten als die Zellen aus gesundem Knochenmark. Die photometrische Messung
des Proteingehaltes beider Gruppen zeigte, dass die Proben der MDS-Patienten

durchschnittlich einen héheren Proteingehalt haben als die Proben der Kontrollen,
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wobei der Unterschied statistisch nicht signifikant war (p = 0,25; siche Abbildung
3.3). Ein Grund fiir die Zunahme des Proteingehalts bei MDS-Zellen konnte ein
defektes Proteasom sein. Proteasomen sind Zellorganellen, die fiir den Abbau von
Proteinen zustindig sind. Bei einer Einschrinkung ihrer Funktion wiirden Proteine
weniger effizient abgebaut und kénnten akkumulieren.

Ein anderer Grund fiir einen erhohten Proteingehalt bei MDS-Zellen konnte mit
megaloblastiren Zellverdnderungen in Zusammenhang stehen. Das Auftreten von
megaloblastiren  Zellverdnderungen ist eine hidufige zytomorphologische
Verdanderung bei Patienten mit MDS (Germing U, et al. 2012). In Analogie zum
Vitamin B12-Mangel und Folsduremangel konnte eine Storung der DNA-Replikation
zu einer Verzogerung der Zellteilung fithren. Bei einer verminderten Zahl von
Zellteilungen wéhrend der Ausreifung wire zu erwarten, dass das Volumen der
Zellen zunimmt und sich bei ungestorter Proteinsynthese dementsprechend der

Proteingehalt der Zellen erhdht.

Im nédchsten Schritt des SUIT-Protokolls erfolgte in Kammer A des Oxygraphen die
Zugabe von ADP und zusitzlich Pyruvat als Substrat fiir Komplex I. Es sollte die
maximale Kapazitit der oxidativen Phosphorylierung (OXPHOSgMmp) gemessen
werden. Die Ergebnisse zeigten nach der Zugabe von ADP einen Anstieg der
Atemrate (OXPHOSgwm), nach Zugabe von Pyruvat (OXPHOSGwm+p) kam es jedoch
nicht wie erwartet zu einem weiteren Anstieg der Atemrate, sondern zu deren
Absinken. Dieser paradoxe Effekt der Hemmung der Atemrate durch Zugabe von
Pyruvat zu Glutamat und Malat konnte mittlerweile ebenfalls bei respiratorischen
Messungen der Skelettmuskulatur von Pferden gezeigt werden (Votion DM, et al.
2012). Die schnelle Zugabe des Pyruvat in der von uns verwendeten Konzentration
fithrt zu einer Hemmung der oxidativen Phosphorylierung. Die maximale Kapazitit
der oxidativen Phosphorylierung in gekoppeltem Zustand konnte damit am ehesten

in dem Schritt vor Zugabe des Pyruvat erreicht werden.
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Das SUIT-Protokoll sieht als néchsten Schritt die Entkopplung der Atmungskette vor.
Es wird dreimalig 2,1 pl einer 200 mM TTFB-Losung in die Messkammern des
Oxygraphen titriert. Durch Zugabe des TTFB wire eigentlich eine Steigerung der
Atemrate zu erwarten gewesen, da aufgrund der Entkopplung der Protonengradient
iiber der inneren mitochondrialen Membran fast vollstindig aufgehoben wird und
somit die volle Kapazitit des Elektronen-Transport-Systems (ETS) erreicht wird,
welche nicht mehr von der oxidativen Phosphorylierung limitiert wird. Bei der
abschlieenden Auswertung des Sauerstoffverbrauches zeigte sich bei allen Proben
und in beiden Kammern des Oxygraphen schon nach der ersten Zugabe des TTFB
ein Absinken der Atemrate (siche Abbildung 3.2 und Abbildung 3.5) im Vergleich
zur maximalen Kapazitidt der oxidativen Phosphorylierung unter Glutamat, Malat
und ADP (fir Kammer A: ETSgm) bzw. unter Rotenon, Succinat und ADP (fiir
Kammer B: ETSgrotsuc). Im Durchschnitt verringerte sich die Atemrate bezogen auf
die Zellzahl um 33 % bei den Kontrollen und um 17% bei den MDS-Patienten.
Bezogen auf den Proteingehalt verringerte sich die Atemrate um 38% bei den
Kontrollen und um 33% bei den MDS-Patienten. Bei den nachfolgenden Zugaben
des TTFP verringerte sich die Atemrate noch weiter. Das Absinken der Atemrate
nach Zugabe des Entkopplers kann zum einen dadurch erkldrt werden, dass die in
unserem Protokoll verwendete Konzentration des TTFB zu einer Hemmung der
Atemrate fiihrt. Diese paradoxe Situation wurde bereits in der Literatur beschrieben,
wobei der genaue Mechanismus unklar bleibt (Steinlechner-Maran R, et al. 1996).
Eine zweite Mdglichkeit wére, dass sich die Zellen in unseren Versuchen bereits vor
Zugabe des Entkopplers in einem maximalen Zustand der Entkopplung z.B. durch
Schadigung der inneren mitochondrialen Membran befanden und die Titration des
TTFB somit keine Steigerung der Respiration auslosen konnte. Bei der Interpretation
der Ergebnisse gehen wir nicht davon aus, dass es sich bei den von uns gemessenen
Atemraten in entkoppeltem Zustand um die maximal moglichen Atemraten handelt.
Eine Aussage liber die maximale Funktion des Elektronen-Transport-Systems kann

somit nicht getroffen werden.
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Im letzten Schritt des SUIT-Protokolls erfolgte die Zugabe von TMPD als kiinstlicher
Elektronendonator fiir die Cytochrom c-Oxidase (COX). Hierbei wird die maximale
Kapazitit des Komplex IV gemessen. Die Zugabe des Ascorbat hdlt TMPD in
reduziertem Zustand und verhindert weitestgehend dessen Autooxidation. Die
Atemrate zeigte eine deutliche Steigerung auf Maximalwerte nach Zugabe des
TMPD und Ascorbat (siche Abbildung 3.2 und Abbildung 3.5). Die Zellen der
Kontrollen zeigten hierbei hohere Atemraten im Vergleich zu den Zellen der MDS-
Patienten. Ein signifikanter Unterschied zwischen den beiden Gruppen fand sich
jedoch nicht. Bezogen auf die Zellzahl unterschied sich die Atemrate um 11% (p =
0,47) und bezogen auf den Proteingehalt um 42% (p = 0,06). Die Ergebnisse deuten
auf eine hohe Reservekapazitit der Cytochrom c-Oxidase hin, die bei moglichen
Schiden von Atmungskettenkomplexen eine suffiziente Energiegewinnung
gewahrleisten konnte (Gnaiger E, et al. 1998 a). Unsere Ergebnisse deuten nicht auf
einen funktionell relevanten Defekt des Komplex IV der Atmungskette hin. Die
absoluten COX-Atemraten, die bei unseren Messungen ermittelt wurden,
iiberschitzen wahrscheinlich die tatsdchliche Kapazitit der Cytochrom c-Oxidase, da
wir bei unseren Versuchen keine Korrektur der Atemrate durch Autooxidation des
TMPD durchgefiihrt haben. Die Zugabe des Ascorbat verhindert in diesem
Zusammenhang lediglich die unkontrollierte Oxidation des TMPD und hilt es in
reduziertem Zustand. Insbesondere die Anwesenheit von Eisen fiihrt, neben dem
Sauerstoffverbrauch durch Zellatmung, zu einem chemischen Verbrauch von
Sauerstoff durch Autooxidation, der beriicksichtigt werden sollte (Gnaiger E, et al.
1998 a; Kuznetsov AV, et al. 2010).

Die Aktivitit der Cytochrom c-Oxidase bei MDS-Patienten wurde bereits in der
Vergangenheit spektrophotometrisch von Aoki (1980) und Matthes, et al. (2006)
gemessen. Die beiden Arbeitsgruppen kamen zu unterschiedlichen Ergebnissen. So
konnte Aoki eine verminderte Aktivitdt der Cytochrom c-Oxidase bei 69 Patienten

mit MDS zeigen (Aoki Y 1980). Matthes, ef al. hingegen fanden bei fiinf Patienten
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mit MDS eine unbeeintrichtigte Cytochrom c-Oxidase-Aktivitit (Matthes T, et al.
2006). Aufgrund der differierenden Ergebnisse gehen wir davon aus, dass die
Aktivitit der Cytochrom c-Oxidase als alleiniger Faktor in der Pathophysiologie von

MDS keine entscheidende Rolle spielt.

In Zusammenschau zeigen unsere Messergebnisse keine signifikanten Unterschiede
des Sauerstoffverbrauches von mononukledren Knochenmarkzellen zwischen MDS-
Patienten und Kontrollen, wenn der Sauerstoffverbrauch auf die Zellzahl bezogen
wird (Abbildung 3.1 und 3.4). Nur wenn man den Sauerstoffverbrauch auf den
Proteingehalt bezieht, zeigt sich ein signifikant niedrigerer Verbrauch von Sauerstoff
bei MDS-Patienten in der ROUTINE-Atmung und in der LEAK-Atmung (Abbildung
3.7). Ein wvalider Unterschied im Atmungsverhalten unserer beiden
Vergleichsgruppen lésst sich nicht eindeutig ableiten. Die graphische Darstellung der
einzelnen Atemraten in unterschiedlichen Kopplungszustinden zeigt eine grofle
Varianz zwischen den Proben (Abbildung 3.1 und Abbildung 3.4). Die Zeit zwischen
Entnahme der Zellen bis zum Beginn der Respirometrie (durchschnittlich 190
Minuten) und der Transport der Zellen in PBS-Puffer sollte keine negativen
Auswirkungen auf die Atmungsaktivitit der Mitochondrien haben. So konnte bereits
fiir die Zellatmung von Muskelfasern gezeigt werden, dass eine Lagerung von bis zu
36 Stunden keinen relevanten Einfluss auf die Atmungsaktivitidt von Mitochondrien
in Muskelfasern hat (Kraft A, et al. 1995). Ob sich diese Ergebnisse auch auf
mononukledre Zellen des hdmatopoetischen Systems iibertragen lassen, ist nicht

geklart.

Ein héufig verwendeter Parameter zur Quantifizierung der Funktion von
Mitochondrien unter experimentellen Bedingungen ist die Respiratory Control Ratio
(RCR). Die RCR wird aus OXPHOS-Atemrate und LEAK-Atemrate berechnet
(RCR = OXPHOS / LEAK). Generell zeigen hohe RCR-Werte eine gute

mitochondriale Funktion an und niedrige Werte konnen als Hinweis auf eine
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Dysfunktion gewertet werden (Brand MD, Nicholls DG 2011). Die RCR-Werte in
unseren Versuchen (Abbildung 3.6) zeigten keine signifikanten Unterschiede
zwischen MDS-Patienten und Kontrollen, wobei die RCR von MDS-Patienten unter
Stimulation mit Succinat (Komplex II Substrat) deutlich hoher lag als alle anderen
RCR-Werte. Wird die Funktion der mitochondrialen Atmungskette als Oxphos
Coupling Efficiency angegeben (Abbildung 3.7), ist der Unterschied zwischen MDS-
Patienten und Kontrollen unter Stimulation mit Komplex II-Substraten signifikant (p
= 0,015). Das deutet darauf hin, dass die oxidative Phosphorylierung von
Mitochondrien der MDS-Patienten effizienter als bei den Kontrollen ist und die
Zellen weniger endogen entkoppeln. Unsere Ergebnisse zeigen eine hohere RCR und
eine hohere Oxphos Coupling Efficiency bei MDS-Patienten im Vergleich mit
Kontrollen unter Stimulation von Komplex II-Substrat (Succinat). Dies ldsst darauf
schlieen, dass bei MDS-Patienten eine verdnderte Aktivitit von Komplex II der
mitochondrialen Atmungskette besteht. Auf den ersten Blick erscheint es schwierig,
eine effizientere Kopplung der mitochondrialen Atmungskette mit einem
Proteinkomplex zu erkldren, der aktiv keine Protonen iiber die innere mitochondriale
Membran transportieren kann. Allerdings konnte eine Interaktion des Komplex II mit
dem uncoupling protein 4 (UCP4) eine verdnderte Aktivitit des Komplex II und eine
Anderung des Kopplungszustandes erkliren. So konnten Ho, et al. 2012 zeigen, dass
eine Uberexpression von UCP4 in Neuroblastom-Zellen (SH-SY5Y neuroblastoma
cells) die ATP-Synthese durch spezifische Interaktion mit Komplex II der
mitochondrialen Atmungskette erhoht. Die Untersuchungen von Ho, et al. zeigen
keine Verdnderung des mitochondrialen Membranpotentials nach Uberexpression
von UCP4. Durch die Uberexpression von UCP4 und dessen Interaktion mit
Komplex II kommt es wahrscheinlich zu einer lokalen Erhdhung der
Protonenkonzentration am Komplex II. Hierdurch kann die Aktivitit des Komplex II
durch Reduktion von Ubichinon iiber die Hdm-Gruppe des Komplex II erhoht
werden (Ho PW, et al. 2012). Wir interpretieren unsere Beobachtung, dass MDS-

Zellen eine effizientere Kopplung im Vergleich mit Kontrollen zeigen, damit, dass
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4. Diskussion

moglicherweise eine verdnderte Expression bzw. Aktivitdit von UCP4 besteht, die
durch Interaktion mit Komplex II zu einer gesteigerten Aktivitit fiihrt. Ob
mononukledre Knochenmarkzellen von MDS-Patienten UCP4 {iberexprimieren,
sollte in weiteren Untersuchungen geklart werden. Eine erhohte Aktivitdt des
Komplex II bei MDS-Patienten konnte darauf hindeuten, dass hier eine
Reservekapazitit der Atmungskette aktiviert wird, um erhohten ATP-Bedarf im
Rahmen der pausenlosen klonalen Proliferation der hdmatopoetischen Zellen zu
decken. Proliferativer Stress geht bei hdmatopoetischen Stammzellen mit hoherer
metabolischer Aktivitit der Mitochondrien einher. So konnten Walter et al. 2015
zeigen, dass hdmatopoetische Stammzellen von Mausen durch Stress aufgrund von
chronischem Blutverlust oder Infektionen aus einem ruhenden, inaktiven Status in
einen aktiven, proliferierenden Status iibergehen. Die Aktivierung der Stammzellen
fiihrte zu einer hoheren metabolischen Aktivitit der Mitochondrien mit héherem
mitochondrialen Membranpotential (Walter D, et al. 2015). Ein hoheres
mitochondriales Membranpotential kann durch eine effizientere oxidative
Phosphorylierung erreicht werden. Allerdings ist ein hoéheres mitochondriales
Membranpotential gleichzeitig mit einer vermehrten Entstehung von reaktiven
Sauerstoffspezies (ROS) assoziiert. Bei dem Zusammenhang von ROS-Entstehung
und mitochondrialem Membranpotential geht man davon aus, dass ein erhdhtes
mitochondriales Membranpotential den Elektronenfluss entlang der Atmungskette
verlangsamt; dadurch wird die Wahrscheinlichkeit erhoht, dass einzelne Elektronen
mit Sauerstoff reagieren und ROS (Dioxid(1-)) entstehen (Holmstrom KM, Finkel T
2014). Somit konnte die bei MDS-Patienten beobachtete effizientere oxidative
Phosphorylierung unter Stimulation mit Komplex II-Substrat durch vermehrte ROS-
Produktion zu verstarkten Schiaden der DNA fiihren.

Fiir die Messungen mit Komplex [-Substraten waren die Werte sowohl fiir die RCR
als auch fiir die Oxphos Coupling Efficiency bei MDS-Patienten und Kontrollen

nahezu gleich.
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4. Diskussion

Die ROUTINE-Atemrate ist die Atemrate, die am ehesten der Situation in vivo
entspricht, da sie an intakten Zellen gemessen wird. Im Gegensatz zu Bowen und
Peddie (2002) fanden wir bei unseren Messungen keine signifikanten Unterschiede
in der ROUTINE-Atemrate zwischen MDS-Patienten und Kontrollen. Die Effizienz
der oxidativen Phosphorylierung in diesem Zustand wird als Routine Coupling
Efficiency berechnet (Abbildung 3.8). Bowen und Peddie berechneten keine Routine
Coupling Efficiency, da sie keine LEAK-Atemrate bestimmten.

Insgesamt kann ein Defekt der mitochondrialen Atmungskette in den
Knochenmarkzellen von MDS-Patienten, der zu einer relevanten funktionellen
Einschrinkung der Atemarbeit fiihrt, aus unseren Ergebnissen nicht abgeleitet
werden. Die Ergebnisse von Bowen und Peddie (2002), die einen interessanten
Anstol3 lieferten, um mitochondriale Dysfunktion als einen Mechanismus zu
identifizieren, der bei der Pathogenese myelodysplastischer Syndrome eine Rolle
spielt, konnten somit anhand einer wesentlich differenzierteren und

aussagekriftigeren Messmethode nicht bestitigt werden.
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5. Zusammenfassung

S Zusammenfassung

Im Rahmen dieser Dissertation sollte durch Messung des Sauerstoffverbrauches von
mononukledren Knochenmarkzellen bei MDS-Patienten und Kontrollpersonen dem
Verdacht nachgegangen werden, dass eine Dysfunktion der mitochondrialen
Atmungskette an der Pathogenese von MDS beteiligt ist. Bei der Messung des
Sauerstoffverbrauches durch hochauflosende Respirometrie mit selektiver
Untersuchung einzelner Atmungskettenabschnitte zeigten die Zellen von MDS-
Patienten nur dann einen niedrigeren Sauerstoffverbrauch bei der ROUTINE- und
der LEAK-Atmung, wenn diese in Bezug auf den Proteingehalt berechnet wurde.
Bezog man den Sauerstoffverbrauch auf die Zellzahl, zeigte sich kein signifikanter
Unterschied. Der niedrigere Sauerstoffverbrauch in Bezug auf den Proteingehalt 1asst
sich am ehesten damit erkldren, dass die Zellen von MDS-Patienten einen hoheren
Eiweiligehalt aufwiesen als die Zellen der Kontrollen.

Wenn die Funktion der mitochondrialen Atmungskette als Oxphos Coupling
Efficiency ausgewertet wurde, fand sich zwischen MDS-Patienten und Kontrollen
nur unter Stimulation mit Komplex II-Substraten ein signifikanter Unterschied, mit
gleichzeitig effizienterer Kopplung bei MDS. Hinweise aus der Literatur deuten
darauf hin, dass eine verstirkte Expression bzw. Aktivitit von UCP4 (uncoupling
proteine 4), durch Interaktion mit Komplex II dessen Aktivitit steigern kann. Die bei
MDS-Patienten  beobachtete effizientere oxidative Phosphorylierung unter
Stimulation mit Komplex II-Substrat konnte wegen der damit verbundenen Erhdhung
des mitochondrialen Membranpotentials durch gesteigerte Produktion reaktiver
Sauerstoffspezies zu vermehrten oxidativen Schiden der DNA fiihren.

Insgesamt kann ein Defekt der mitochondrialen Atmungskette in den
Knochenmarkzellen von MDS-Patienten, der zu eciner relevanten funktionellen
Einschrinkung der Atemarbeit fiihrt, aus unseren Ergebnissen nicht abgeleitet
werden. Die Ergebnisse von Bowen und Peddie (2002), die einen verminderten
mitochondrialen Sauerstoffverbrauch in mononukledren Knochenmarkzellen von

MDS-Patienten beobachteten und damit einen interessanten Anstof3 lieferten, um
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5. Zusammenfassung

mitochondriale Dysfunktion als einen Mechanismus zu identifizieren, der bei der
Pathogenese myelodysplastischer Syndrome eine Rolle spielt, konnten somit anhand
einer wesentlich differenzierteren und aussagekriftigeren Messmethode nicht

bestétigt werden.
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