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Einleitung

1 Einleitung

1.1 Mitochondrien und oxidativer Stress

Mitochondrien sind zytoplasmatische, von einer Doppelmembran umgebene Organellen, die
in fast allen eukaryotischen Zellen vorkommen (Zeviani & Di Donato 2004). Die glatte
duBere Membran trennt den Intermembranraum vom Zytosol der Zelle und enthilt
Proteinkomplexe (,,Porine*), die einen Austausch kleinerer Molekiile (< 10 kDa) erlauben
(Koolman & Réhm 2003). Die innere Membran dagegen, die den Intermembranraum vom
Innenraum der Mitochondrien (,,Matrix‘) abgrenzt, besitzt viele Einstiilpungen (,,Cristae*), so
dass eine grole Membranoberfliche entsteht. Da diese Membran auch fiir kleinere Molekiile
undurchldssig ist, sorgen zahlreiche Transporter fiir den Import und Export wichtiger
Metabolite (Koolman & Réhm 2003). Die Anzahl und Gestalt der Mitochondrien variiert je
nach Zelltyp und Funktionszustand (Bereiter-Hahn & Voth 1994). Als extrem dynamische
Organellen konnen sie sich innerhalb einer Zelle kontinuierlich teilen und wieder miteinander
verschmelzen, so dass ein hoch dynamisches kontinuierliches Netzwerk entsteht (Yaffe 1999;
Suelmann & Fischer 2000).

Mitochondrien besitzen ihre eigene mitochondriale DNS (Nass & Nass 1963), die in der
Matrix der Mitochondrien in mehreren Kopien vorliegt (,,Polyploidie*). Die humane mtDNS
ist ein 16.569 bp grofes zirkuldres Molekiil, das aus zwei komplementéren Stringen besteht
(,,heavy* und ,light* Strang). Die mtDNS enthélt keine Introns und kodiert fiir insgesamt 37
Gene (13 Proteine, 22 tRNSs und 2 rRNSs) (Holt ez al. 1988; Wallace et al. 1988; Wallace
1992). Da sich der Code der mtDNS vom nukledren Code unterscheidet, findet die
Transkription wie auch die Translation dieser Gene in der Matrix der Mitochondrien mit Hilfe
der mitochondrial kodierten tRNSs und rRNSs sowie weiterer nukledr kodierter
Transkriptions- und Translationsfaktoren statt (Zeviani & Di Donato 2004). Die Replikation
der mitochondrialen DNS ist nicht an die Replikation der nukledren DNS in der S-Phase
gekoppelt, so dass wihrend eines Zellzyklus z.B. ein mtDNS-Molekiil zweimal, ein anderes
dagegen gar nicht repliziert werden kann (Scheffler 2001). Auch in Zellen, die sich nicht
mehr teilen, wie z.B. in Nerven-, Muskel-, oder Herzzellen, unterliegt die mtDNS daher

einem kontinuierlichen ,,Turn-Over®. Fiir die Replikation von mtDNS sind wie auch bei ihrer
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Transkription neben den mitochondrial kodierten rRNSs weitere nukledr kodierte Proteine
unabdinglich wie z.B. die DNS-Polymerase vy. Dieses Enzym ist das einzige
Replikationsenzym fiir die mitochondriale Erbsubstanz und besteht aus zwei Untereinheiten:
einer Polymerase mit hoher Prozessivitit und Selektivitit und einer intrinsischen 3’—5’-
Exonuklease fiir simultanes ,,Proofreading® (Kaguni 2004).

Die Mitochondrien erfiillen eine Vielzahl wichtiger Funktionen, wie z.B. beim
Lipidmetabolismus oder der Assemblierung von Eisen/Schwefel-Gruppen. Sie sind beteiligt
an der Biosynthese des Him, der Pyrimidine, der Nukleotide und der Phospholipide (Attardi
& Schatz 1988). AuBerdem konnte gezeigt werden, dass Mitochondrien wichtige Aufgaben
als Sensoren und Initiatoren bei der Apoptose iibernehmen (Wang 2001). Die wichtigste
Aufgabe der Mitochondrien ist jedoch die Synthese von Adenosintriphosphat (ATP), einem
energiereichen Molekiil, das die Katalyse zahlreicher biochemischer Reaktionen ermoglicht.
Dies geschieht durch oxidative Phosphorylierung mit Hilfe der in der inneren
Mitochondrienmembran lokalisierten Atmungskette. Diese dient als gemeinsame Endstrecke
intrazelluldrer Stoffwechselprozesse (Zitratzyklus, Abbau von Fettsduren und Glykolyse) und
stellt daher zusammen mit der ATP-Synthase die grofte Energiequelle der Zelle dar. Die
Atmungskette besteht aus vier Multienzymkomplexen (Komplex I — Komplex 1V) und zwei
hydrophoben, mobilen Elektroneniibertrigern (Coenzym Q und Cytochrom c¢). Zusammen mit
der ATP-Synthase, die teilweise auch als Komplex V bezeichnet wird, ist die Atmungskette in

die innere Mitochondrienmembran eingelagert (Abb. 1.1).

Complex | Complex Il Complex Il Complex IV Complex V

Intefmembranraum
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Abb. 1.1: Die Atmungskette in der inneren Mitochondrienmembran Dargestellt sind die Komplexe I
bis V sowie die mobilen Elektroneniibertriger Coenzym Q und Cytochrom c¢; mitochondrial kodierte
Untereinheiten der einzelnen Komplexe sind farbig dargestellt [Quelle: (Zeviani & Carelli 2003)]
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Die Komplexe I bis IV bilden als Redox-Molekiile eine Elektronentransportkette, entlang der
die bei den oxidativen Stoffwechselreaktionen auf NADH, FMNH, und FADH, iibertragenen
Elektronen weitergereicht werden. Parallel dazu bauen die Komplexe I, III und IV einen
elektrochemischen Protonengradienten iiber der inneren Mitochondrienmembran auf. Die
Komplexe I und III transportieren dafiir Protonen aus der Mitochondrienmatrix in den
Intermembranraum, wihrend der Komplex IV bei der Reduktion von Sauerstoff zu Wasser
Protonen aus der Matrix verbraucht. Das entstandene Membranpotential bildet zusammen mit
dem pH-Gradienten ein elektrochemisches Potential, das von der ATP-Synthase zur Synthese
des energiereichen Adenosintriphosphat (ATP) aus Adenosindiphosphat (ADP) und
anorganischem Phosphat (Pi) genutzt wird (Saraste 1999) und (Di Donato 2000). Bis auf
Komplex II der mitochondrialen Atmungskette, der ausschlieBlich kernkodiert ist, beinhalten
alle Komplexe sowohl Kern- als auch mitochondrial kodierte Untereinheiten (Stryer 1999).
Die Biosynthese der mitochondrialen Atmungskette erfordert daher eine Kooperation von
nukledrem und mitochondrialem Genom, da nur eine ausgeglichene Expression beider
Genome eine korrekte Assemblierung der Atmungsketten-Komplexe gewéhrleistet.

Komplex I der Elektronentransportkette ist die NADH-Dehydrogenase, ein 940 kDa grofBer
Enzymkomplex aus sieben mitochondrial kodierten Untereinheiten (ND1-ND6 und NDA4L)
und mind. 39 nukledr kodierten Untereinheiten. Wéhrend der Reduktion des mobilen
Elektronentibertragers Ubichinon (Coenzym Q) zu Ubichinol mittels NADH transportiert
dieser Komplex zusdtzlich Protonen aus der mitochondrialen Matrix in den
Intermembranraum (Carroll et al. 2003). Die Succinat-Dehydrogenase aus dem Zitratzyklus,
der Komplex II der Atmungskette, katalysiert die Oxidation von Succinat zu Fumarat. Die
Elektronen des dabei entstandenen FADH, werden von der Succinat-Dehydrogenase weiter
auf Ubichinon iibertragen, so dass wiederum das reduzierte Ubichinol entsteht. Der
ausschlieBlich nukleédr kodierte Komplex II der Atmungskette ist mit nur vier Untereinheiten
der kleinste Komplex der Atmungskette. Komplex III der Redox-Transportkette, die
Cytochrom ¢ Reduktase, besteht aus einer mitochondrial kodierten Untereinheit (Cytochrom
b) und 10 nukleér kodierten Untereinheiten. Die Cytochrom ¢ Reduktase oxidiert den mobilen
Elektroneniibertrdger Ubichinol wieder und reduziert gleichzeitig das kernkodierte
Cytochrom c, wobei weitere Protonen in den Intermembranraum gepumpt werden. Die
Cytochrom ¢ Oxidase (COX) bildet den Komplex IV der Atmungskette und setzt sich aus drei
mitochondrial kodierten Untereinheiten (COX1-3) und zehn nukleér kodierten Untereinheiten
zusammen. Hier wird der mobile Elektroneniibertriger Cytochrom ¢ wieder oxidiert und

Sauerstoff zu Wasser reduziert. Die Protonen dieser Reaktion stammen aus der Matrix der
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Mitochondrien, so dass der Protonengradient an der inneren Mitochondrienmembran weiter
verstirkt wird. Die teilweise auch als Komplex V bezeichnete ATP-Synthase (FOF1-ATP-
Synthase) setzt sich aus zwei mitochondrial kodierten Untereinheiten (ATPase6 und
ATPase8) und mind. 13 kernkodierten Untereinheiten zusammen. Ein Teil der ATP-Synthase
(FO-ATPase) bildet einen Protonenkanal durch die innere Mitochondrienmembran, durch den
Protonen entlang des aufgebauten Protonengradienten aus dem Intermembranraum zuriick in
die Mitochondrienmatrix flieBen konnen. Die dabei freigesetzte Energie ist mit der Synthese

von ATP aus ADP und Pi gekoppelt (Saraste 1999; Di Donato 2000).

Wihrend der oxidativen Phosphorylierung an der inneren Mitochondrienmembran entweicht
auch unter physiologischen Bedingungen ein Teil der Elektronen aus der
Elektronentransportkette. Dabei gelten die Komplexe I und III als Hauptorte der
Elektronenfreisetzung (St Pierre et al. 2002; Hansford et al. 1997). Diese Elektronen kdnnen
dann mit molekularem Sauerstoff zu hochreaktiven Superoxidradikalanionen reagieren, die
im Organismus in weitere reaktive Sauerstoffspezies wie Wasserstoffperoxid (durch
Superoxiddismutasen) oder Hydroxylradikale (Fenton Reaktion) umgesetzt werden konnen
(Chance et al. 1979). Die Mitochondrien gelten daher als Hauptquelle fiir die Generierung
reaktiver Sauerstoffspezies (ROS) (Dalton et al. 1999).

Neben den Mitochondrien gibt es jedoch noch weitere Quellen fiir die Entstehung von ROS
(Ubersicht in (Beckman & Ames 1998b)). So entsteht z.B. bei der B-Oxidation der Fettsiuren
in den Peroxisomen als Nebenprodukt H,O, (Ockner et al. 1993). Weiterhin existiert im
Cytosol eine Gruppe von Enzymen, die so genannten Cytochrom-P450-Enzyme, deren
Aufgabe es ist, durch Reduktion oder Oxidation kdrperfremde Substanzen abzubauen. Einige
dieser P450-Enzyme reduzieren jedoch auch direkt molekularen Sauerstoff O, zu O, (Koop
1992). Es konnte gezeigt werden, dass in Rattenleber Cytochrom-P450-Oxidasen signifikant
zur zelluldren Gesamtproduktion von ROS beitragen (Bondy & Naderi 1994). Eine weiter
enzymatische Reaktion bei der H,O, entsteht, ist die Oxidation von Lysinseitenketten durch
die Lysyloxidase (LOX). Eine wesentliche Aufgabe dieses Enzyms ist die Stabilisierung der
extrazelluliren Matrix durch Quervernetzung von Kollagen- und Elastinfasern (Lucero &
Kagan 2006). Auch bei der Reaktion von Monoamino-Oxidasen kommt es zur Bildung von
H,0,. Diese mitochondrialen Enzyme bauen Monoamine durch Desaminierung mit Hilfe von
H,0 und O, zu den entsprechenden Aldehyden, Ammoniak und H,O, ab. Als letztes Beispiel
eines ROS produzierenden Enzyms sei die Acyl-CoA Oxidase genannt, die Elektronen direkt

auf Sauerstoff transferiert, so dass ebenfalls H,O, entsteht (Keller ez al. 1993).
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Die entstandenen reaktiven Sauerstoffspezies haben fiir die Zelle verschiedene Bedeutungen.
Auf der einen Seite erfiillen sie physiologische Aufgaben, indem sie als Signalmolekiile eine
Vielzahl zellulirer Funktionen beeinflussen (Ubersicht in (Allen & Tresini 2000)). Sie spielen
z.B. eine Rolle bei der zelluldren Genexpression, da sie an der Aktivierung verschiedener
Transkriptionsfaktoren beteiligt sind. Weiterhin regulieren und beeinflussen sie das zelluldre
Redox-Gleichgewicht und nehmen so Einfluss auf protektive Strategien der Zelle. Auf der
anderen Seite besitzen ROS als hochreaktive Molekiile ein groBles Potential, um die Zelle zu
schiadigen. Als zellulire Noxen verursachen sie verschiedene oxidative Modifikationen
zelluldrer Bestandteile. Sowohl Proteine und Lipide als auch Nukleinsduren konnen
geschidigt werden, so dass vielfiltige Storungen zelluldrer Funktionen entstehen. Es kommt
z.B. zur Peroxidation von Lipiden zelluldirer Membranen, zu Einzel-Strang-DNS-Briichen, zu
DNS-Protein-Verkniipfungen oder zum Verlust von Sulthydrylgruppen in Proteinen (Yaar &
Gilchrest 2003).
Um zelluldre Bestandteile vor dem schéddigenden Potential reaktiver Sauerstoffspezies zu
schiitzen, existieren in der Zelle sowohl enzymatische als auch nicht-enzymatische
Schutzsysteme, die fiir die Regulation des Redox-Gleichgewichts der Zelle unerlisslich sind.
Als enzymatische Schutzsysteme dienen der Zelle mehrere antioxidative Enzyme, die an der
intrazelluliren Abwehr von oxidativem Stress beteiligt sind (Heffner & Repine 1989). Die
Superoxiddismutase (SOD) beispielsweise katalysiert die Disproportionierung von Superoxid
(McCord & Fridovich 1969):

20, +2H" - H,0, + 0,
Das bei dieser Reaktion entstehende H,O, wird von der Katalase (CAT) und der
Glutathionperoxidase (GPX) weiter detoxifiziert. Die Katalase katalysiert die
Disproportionierung von H,O, zu H,O und O;:

2 H,0; = 2H,0 + O,

wihrend die Glutathionperoxidase die Reduktion von H,O, katalysiert (Koolman & R&hm
2003). Wie in Abb. 1.2 gezeigt, bildet die Glutathionperoxidase zusammen mit der
Glutathion-Reduktase (GR) den so genannten Glutathion-Redoxzyklus der Zelle. Die
Glutathion-Reduktase reduziert dabei das oxidierte Glutathion (GSSG) und sorgt dafiir, dass
ein hoher GSH/GSSG-Quotient in der Zelle aufrechterhalten wird.
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H,0,+2GSH —2PX—» ROH + H,0 + GSSG

2GSH GSSG

<« s

GSH-Reduktase
Abb. 1.2: Glutathion-Redoxzyklus

Als nicht enzymatische Schutzsysteme in der Zelle fungieren antioxidative Substanzen wie
z.B. Vitamin C oder Vitamin E. Vitamin C (Ascorbinsdure) ist ein wasserloslicher

Radikalfénger, der OHe und andere Radikale detoxifizieren kann (Abb. 1.3).

Vernichtung von Radikalen durch Ascorbinsdure

OH

0o O

ﬁ—g CHaCH ﬁ CHQOH IR j—z? CHaOH
HO “ ‘

Hos Hyo HO
Ascorbinsaure  und andere

Radikala Semidehydroascorbinsaure Dehydroascorbinsdure

Abb. 1.3: Vernichtung von Radikalen durch Vitamin C

Vitamin E (o-Tocopherol) dagegen ist ein lipophiles Antioxidanz, das ungesittigte
Membranlipide vor der Oxidation schiitzen kann (Stryer 1999).

Unter physiologischen Bedingungen sollten die enzymatischen und nicht-enzymatischen
Schutzmechanismen der Zelle ein Gleichgewicht zwischen oxidativen und antioxidativen
Prozessen aufrechterhalten. Dieses Gleichgewicht kann jedoch sowohl von endogenen als
auch von exogenen Einfliissen gestdrt werden, was bei einem Uberfluss an Oxidanzien zu

oxidativem Stress in der Zelle fithren kann.
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1.2 Die Bedeutung von oxidativem Stress und mtDNS-
Mutationen fiir Alterungsprozesse

Die Untersuchung von Alterungsprozessen ist in der internationalen Forschung immer
wichtiger geworden. Die hohe Relevanz dieses Forschungsschwerpunktes liegt in der
demographischen Entwicklung der Gesamtbevolkerung begriindet. Die durchschnittliche
Lebenserwartung des Menschen ist im vergangenen Jahrhundert immer weiter gestiegen, so
dass der Anteil alter Menschen in der Gesamtpopulation immer weiter zunimmt (Krdmer &
Schikowski 2006). Diese Entwicklung macht nicht nur eine therapeutische, sondern auch eine
priventive Intervention im Alterungsprozess und alterungsassoziierten pathologischen
Verdnderungen unerlésslich.

Vorraussetzung fiir eine erfolgreiche Intervention und die Entwicklung priaventiver
MaBnahmen ist eine genaue Analyse der dem Alterungsprozess zugrunde liegenden
molekularen Mechanismen. Bei der Analyse dieser Mechanismen ist die Bedeutung von ROS
fir das Altern ein wichtiger Aspekt. Die Beteiligung von oxidativem Stress in
Alterungsprozessen konnte bereits mehrfach bestétigt werden (Beckman & Ames 1998a;
Finkel & Holbrook 2000). ROS sind, wie bereits erldutert, als Signalmolekiile aber auch als
zelluldre Noxe fiir die Zelle von grofler Bedeutung. Die mitochondriale Theorie des Alterns
geht davon aus, dass letztlich eine Akkumulation zumeist oxidativer Schdaden in der DNS der
Mitochondrien Grundlage des Alterns ist (Harman 1956). Im Vergleich zur nukledren DNS
besitzt die mitochondriale DNS eine mehr als 10-fach hohere Mutationsrate (Wallace 1994;
Wallace 1995; Brown et al. 1979), was vor allem durch ihre unmittelbare Nachbarschaft zur
Atmungskette der Mitochondrien erklarbar ist (Sastre et al. 2000). Dieser Effekt wird durch
fehlende Histone an der mitochondrialen DNS weiter verstdrkt (Shigenaga et al. 1994).
AuBlerdem konnen in der mtDNS entstandene Schidden nur durch ein eingeschrinktes
Reparatursystem repariert werden, da in den Mitochondrien keine Enzyme zur Nukleotid-
Exzisions-Reparatur vorhanden sind. Durch Mutationen der mtDNS, insbesondere durch
Deletionen, gehen Informationen fiir die Expression von Proteinen der
Atmungskettenkomplexe verloren. Daher konnen als Folge von mtDNS-Mutationen defekte
Atmungsketten an der inneren Mitochondrienmembran entstehen. Diese kdnnen wiederum
eine vermehrte Elektronen-Freisetzung und somit die Bildung weiterer reaktiver

Sauerstoffspezies bewirken. Es wird postuliert, dass diese ROS wiederum Schidden an der
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mtDNS verursachen wodurch sich dieser Vorgang intern im Sinne eines positiven

Riickkopplungskreises (,, Teufelskreis) immer weiter verstirkt (Berneburg et al. 1999b).

Die von der mitochondrialen Theorie des Alterns postulierte Bedeutung von mtDNS-
Mutationen im Alterungsprozess wird bereits durch mehrere Befunde unterstiitzt. Es ist z.B.
bekannt, dass mtDNS-Mutationen in gealtertem Gewebe angereichert sind, was darauf
hinweist, dass das Vorkommen von mtDNS-Mutationen fiir den Alterungsprozess von
Bedeutung ist (Cortopassi & Arnheim 1990; Chen et al. 1995; Simonetti et al. 1992). Der
maximale Gehalt mutierter mtDNS-Molekiile betrdgt in der Regel unter 1%, obwohl z.B. im
gealterten Gehirn auch 10% bis 14% gefunden wurden (Corral-Debrinski et al. 1992) und
(Cortopassi et al. 1992). Ein assoziativer Zusammenhang zwischen mtDNS-Mutagenese und
Alterungsprozessen konnte auch experimentell mit Hilfe von Mausmodellen bestitigt werden
(Trifunovic et al. 2004; Kujoth et al. 2005). Miuse, die eine ,,proof-reading*“-defiziente
mtDNS-Polymerase exprimierten, besalen mehr mtDNS-Mutationen und eine verkiirzte
Lebensspanne. Auch konnten bei diesen Miusen friihzeitig Alterungsphdnomene beobachtet
werden wie z.B. Gewichtsverlust, Haarausfall, Osteoporose oder Herzvergroferungen. Nicht
zuletzt wird die von der mitochondriale Theorie des Alterns postulierte Bedeutung von
mtDNS-Mutationen auch durch so genannte ,,mitochondriale Erkrankungen* gestiitzt. Diese
Krankheitsbilder sind auf Mutationen der mtDNS zuriickzufiihren und zeigen phénotypisch
unter anderem verschiedene mit dem Altern assoziierte Symptome wie Muskelschwiche,
neurologische Probleme, Demenz, Herzprobleme oder sensineurale Probleme (Taubheit,

Blindheit) (Zeviani & Di Donato 2004).

Fiir die von der mitochondrialen Theorie des Alterns postulierte Bedeutung von ROS im
Alterungsprozess gibt es ebenfalls bereits mehrere Hinweise. Es konnte z.B. gezeigt werden,
dass eine Akkumulierung von oxidativen Schidden mit Alterungsprozessen assoziiert ist
(Miwa & Brand 2003). Weiterhin wurde die Beteiligung von ROS im Alterungsprozess
experimentell durch Beobachtungen gestiitzt, die zeigten, dass die Inkubation von Zellen mit
moderaten, subletalen H,0,-Konzentrationen zu Seneszenz-dhnlichen Phinotypen fiihrte
(Chen & Ames 1994). Analog dazu verlidngerte sich auch die zelluldre Lebensspanne von
dermalen Fibroblasten in vitro, wenn diese unter niedrigen Sauerstoff-Bedingungen kultiviert
wurden (Packer & Fuehr 1977). Auch die Lebenserwartung von Méusen, die eine in die

Mitochondrien gerichtete Katalase iiberexprimierten, nahm zu (Schriner et al. 2005).
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Der mitochondrialen Theorie des Alterns entsprechend spielen daher Untersuchungen zum
Kausalzusammenhang  zwischen =~ mtDNS-Mutationen,  oxidativem  Stress  und
Alterungsprozessen eine zentrale Rolle in der molekularen Alternsforschung. Obwohl bereits
mehrere Studien die Bedeutung von mtDNS-Mutationen und oxidativem Stress fiir
verschiedene Alterungsphdnomene zeigen konnten, sind die mechanistischen Grundlagen

dieses Zusammenhangs noch nicht geklart.
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1.3 Mitochondriale Erkrankungen - das Kearns-Sayre-Syndrom

Der Begriff ,,mitochondriale Erkrankung* bezeichnet die klinischen Symptome, die mit
Storungen der oxidativen Phosphorylierung an der inneren Mitochondrienmembran assoziiert
sind. Diese werden meistens durch Mutationen der mtDNS verursacht (Zeviani & Di Donato
2004). Da die Proteine der Atmungskette aber nicht nur mitochondrial, sondern auch nukleér
kodiert sind, konnen neben Mutationen im mitochondrialen Genom auch Mutationen im
nukledren Genom zu Storungen der oxidativen Phosphorylierung fiihren (DiMauro & Schon
2003; Zeviani & Carelli 2003).

AuBler den stark Energie verbrauchenden Muskeln und Nerven nutzen auch alle anderen
Gewebe des Korpers die oxidative Phosphorylierung, so dass die Symptome mitochondrialer
Erkrankungen extrem heterogen sind und letztlich alle Organe bzw. Gewebe betreffen konnen
(Munnich et al. 1992). Die verschiedenen Phinotypen der mit Mutationen der mtDNS
assoziierten Krankheiten werden durch unterschiedliche Faktoren beeinflusst. Es spielen z.B.
die Art der Mutation, der Anteil mutationstragender mtDNS-Molekiile und die von der
Mutation betroffenen Gene eine Rolle. Aber auch die Verteilung der mutationstragenden
Molekiile in den verschiedenen von der mitochondrialen Energieversorgung unterschiedlich
stark abhidngigen Geweben ist von Bedeutung (Zeviani & Di Donato 2004). Aulerdem kann
eine bestimmte Mutation vor unterschiedlichem mitochondrialen und nukledren Hintergrund
verschiedene Auswirkungen haben. Direkte molekulare bzw. zelluldare Mechanismen, die eine
gegebene mitochondriale Mutation mit einem bestimmten klinischen Phénotyp verkniipfen,
sind daher noch weitestgehend unbekannt (Zeviani & Carelli 2003; Rotig et al. 1995). Man
geht jedoch davon aus, dass bei Deletionen der mtDNS die Anzahl deletierter Molekiile einen
wesentlich groferen Einfluss auf die klinischen Symptome hat als GroB3e oder Position der
Deletion (Zeviani et al. 1988).

Ein wichtiges Merkmal mitochondrialer Erkrankungen, die auf Mutationen der mtDNS
zuriickzufithren sind, ist die Heteroplasmie (Kleinle et al. 1997; Rotig et al. 1990).
Heteroplasmie bedeutet, dass der mitochondriale Genotyp aus zwei oder mehr verschiedenen
mtDNS-Molekiilen zusammengesetzt ist, d.h. , full-lenght“-mtDNS und deletierte mtDNS-
Molekiile ko-existieren nebeneinander. Es wird vermutet, dass ein Schwellenwert die
phénotypische Expression beeinflusst (Jenuth et al. 1997). Ab einem bestimmten Anteil
mutierter mtDNS-Molekiile konnen die mit der Mutation assoziierten Defekte nicht mehr von

der ko-existierenden Wildtyp mtDNS komplimentiert werden (Thorburn & Dahl 2001). Die
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Hoéhe des Schwellenwerts liegt dabei vermutlich zwischen 50% und 90% (Wallace 1994),
(Poulton 1992) und (Chomyn et al. 1991), was sich signifikant von dem in gealterten
Geweben gefundenen Anteil mutierter mtDNS von unter 1% unterscheidet (Cortopassi et al.
1992).

Die mit mitochondrialen Erkrankungen assoziierten Mutationen der mtDNS koénnen in ,,large
scale rearrangements und Punkt-Mutationen unterteilt werden. Wéhrend die ,large scale
rearrangements‘ meistens sporadisch auftreten und vermutlich auf somatische Mutationen in
einem frilhen Entwicklungsstadium zuriickzufiihren sind, werden die meisten Punkt-
Mutationen maternal vererbt (Puoti et al. 2003). Eine héufige Form der ,large scale
rearrangements® sind die mtDNS-Deletionen, die in GroBe (1,3 kb - 8 kb) und Position
variieren. Die Position wird oft durch ,,direct repeats* an den Bruchstellen bestimmt (Johns et
al. 1989). Durch die Deletionen konnen jeweils mehrere Gene sowohl fiir Proteine der
Atmungskette als auch fiir mitochondriale tRNSs und rRNSs verloren gehen. Eine besonders
hdufig auftretende mtDNS-Deletion, die auch als reprasentativer Biomarker fiir die Integritat
des mitochondrialen Genoms gilt, ist die in Abb. 1.4 dargestellte Common Deletion (Schon et
al. 1989; Shoffner et al. 1989; Porteous et al. 1998), die mittels Real-Time-PCR
quantifizierbar ist (Koch et al. 2001).

4977|bp
Common Peletion

Abb. 1.4: Mitochondriale Common Deletion in humaner mtDNS [Quelle: nach (Porteous ef al. 1998)]

Diese 4977 bp groBle Deletion entsteht zwischen zwei ,,direct repeats* von 8469 bp bis 13447
bp. Es kommt zu einem Verlust von mehreren Genen, die fiir Proteine der oxidativen
Phosphorylierung und mitochondriale tRNSs kodieren (4 Proteine des Komplex I der
Atmungskette, 1 Protein des Komplex IV, zwei Proteine des Komplex V und fiinf tRNSs).

11
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Die mit solchen Deletionen bzw. anderen ,large scale rearrangements™ assoziierten
mitochondrialen Erkrankungen werden phéinotypisch in hauptséchlich drei Krankheitsbilder
unterteilt (Holt ez al. 1988; Moraes et al. 1989; Rotig et al. 1990). Dies sind die chronisch
progressive externe Ophthalmoplegie (CPEO), das Pearson Syndrom (PS) und das Kearns-
Sayre-Syndrom (KSS).

Bei der chronisch progressiven externen Ophthalmolegie kommt es zu einer Lihmung der
Augenmuskulatur (,,Ptosis®) und teilweise auch zu Problemen der Herzmuskulatur. Diese
Krankheit beginnt erst relativ spdt im Alter von 15—40 Jahren und ist dann mit einer
progredienten Verschlimmerung der Symptomatik verbunden (Zeviani & Di Donato 2004).
Das Pearson Syndrom ist eine seltene pédiatrische Multiorganerkrankung, die bereits im
Sduglingsalter einsetzt (Kleinle ef al. 1997; Rotig et al. 1995; Rotig et al. 1990) und meistens
vor dem dritten Lebensjahr zum Tod der Patienten fiihrt (Simonsz et al. 1992).
Gekennzeichnet ist diese Krankheit vor allem durch eine sideroblastische Andmie und eine
exokrine Pankreasinsuffizienz.

Das Kearns-Sayre-Syndrom ist ebenfalls eine progressive Multiorganerkrankung, die
vorwiegend post-mitotische Gewebe wie z.B. das Nervensystem, das Herz oder die
Skelettmuskulatur betrifft (Puoti et al. 2003). Als Leitsymptome gelten die ebenfalls bei der
CPEO beobachtete Lahmung der &dulleren Augenmuskulatur (,,Ptosis®) sowie
Reizleitungsstorungen des Herzens. Weiterhin werden allgemeine Muskelschwiche,
Sensibilititsstorungen, verminderte Reflexe und Gleichgewichtsstorungen (Ataxie)
beobachtet. KSS setzt in der Regel nicht sofort im Sauglingsalter, aber spétestens vor dem 20.
Lebensjahr ein (Zeviani et al. 1988). Nach einer progressiven Zunahme der Symptomatik
kommt es bereits im Alter zwischen 30 und 50 Jahren zum Tod (Scheffler 2001). Es wurde
bereits mehrfach beobachtet, dass Kinder, die im S&uglingsalter am Pearson Syndrom
erkrankten, im Laufe der Kindheit eine andere Symptomatik entwickelten, die dann dem KSS
zugeordnet wurde (Simonsz et al. 1992; Rotig et al. 1995). Obwohl dieselben ,,large scale
rearrangements®, wie z.B. die Common Deletion in allen drei Krankheitsbildern gefunden
wurden, unterscheidet sich vermutlich der Anteil und die Verteilung der Deletionen in den
verschiedenen Geweben und Zellen (Holt et al. 1989).

Eine ursdchliche Therapie mitochondrial assoziierten Krankheiten ist noch nicht bekannt. Es
gibt allerdings eine Reihe unterstiitzender MaBnahmen, wie Nahrungssupplementierung,
operative Korrigierung von Ptosis, Behandlung von Krimpfen oder Laktat-Azidose (Zeviani

& Di Donato 2004), die Symptome mitochondrialen Erkrankungen lindern kénnen.
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1.4 Haut

Die menschliche Haut ist mit einer Oberfliche von 1,5 m* bis 2 m” eines der groBten Organe
des Menschen (Jung 1998). Neben Atem- und Stoffwechselfunktion erfiillt sie als duBerste
Hiille des menschlichen Korpers auch eine wichtige Schutzfunktion gegeniiber diversen
Umwelteinfliissen.

Die Haut ist morphologisch in verschiedene iibereinander gelagerte Zellschichten unterteilt,
die Subcutis (Unterhaut), die bindegewebsartige Dermis (Lederhaut) und die Epidermis
(Oberhaut) (Abb. 1.5).

Hornschicht

_— Basalschicht

Lederhaut

ﬁ“ = U )
1= / y Yo & ¥
SOV VG S USAS O S
- nternau

Abb. 1.5: Aufbau der humanen Haut: Subcutis (Unterhaut), Dermis (Lederhaut) und Epidermis
(Oberhaut aus Basalschicht und Hornschicht)

Die unterste Hautschicht ist die Subcutis, in der Fettzellen in ein lockeres Bindegewebe
eingelagert sind. Dieses so genannte Unterhautfettgewebe dient sowohl als Energiespeicher
der Haut als auch der Wérmeisolierung (Faller & Schiinke 1999).

Uber dem Unterhautfettgewebe liegt die Dermis, die fiir Elastizitit, Geschmeidigkeit und
Dehnbarkeit der Haut verantwortlich ist (Chu et al. 2003). Die Dermis schiitzt die Haut vor
mechanischer Verletzung, bindet Wasser, hilft bei der Thermo-Regulierung und beinhaltet
Rezeptoren fiir sensorische Reize. Kollagene und elastische Fasern sind hier netzartig zum
stiitzenden Bindegewebe der Haut verwoben. In dieses sind sowohl Blut-, Lymphgefdfe und
Nervenfasern als auch Bindegewebszellen und Zellen des Immunsystems eingebettet (Faller
& Schiinke 1999). Die extrazellulire Matrix des Bindegewebes ist eine hoch dynamische
Struktur, die sowohl mechanisch als auch in ihrer synthetischen Zusammensetzung auf ihre

Umgebung reagieren kann (Sorrell & Caplan 2004).
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Die von den Fibroblasten synthetisierten Kollagene sind die wichtigsten Strukturproteine in
der extrazelluldren Matrix (Heckmann 1999) und bilden mit ca. 75% die Hauptkomponente
der Dermis (Burgeson & Nimni 1992). Von den heute mehr als 20 verschiedenen Kollagen-
Typen ist Kollagen Typ 1 mit 80% — 90% das am héufigsten vorkommende Kollagen (Chu et
al. 2003). Charakteristisch flir die Kollagene ist eine Tripelhelix, die jeweils aus drei
Polypeptidketten (o-Ketten) aufgebaut ist. Diese besitzen eine typische repetitive
Aminosdure-Sequenz (Glycin-X-Y mit X = meist Prolin und Y = meist Hydroxyprolin), die
fiir die Stabilitdt der Tripelhelix entscheidend ist (Heckmann 1999). Nach Sekretion der
Kollagene in den extrazelluliren Raum orientieren sich die Molekiile in verschiedenen
Mustern. Eine Quervernetzung zwischen den Kollagenfasern bietet die ndtige Stabilitdt der
extrazelluldren Matrix.

Die Hauptzellpopulation der Dermis bilden die langlebigen Fibroblasten, die in der
extrazelluliren Matrix verankert sind (Chu et al. 2003). Die Hauptaufgabe dieser Zellen ist
die Synthese, Organisation und Degradation der extrazelluliren Matrix. Sie synthetisieren
sowohl Strukturproteine  wie Kollagen, Elastin, Fibronektin und Laminin als auch
Grundsubstanzen wie z.B. Proteoglykane (Heckmann 1999). Der Abbau der extrazelluldren
Matrix erfolgt durch spezifische Proteasen fiir deren Synthese ebenfalls die Fibroblasten
verantwortlich sind. Diese Proteasen werden aufgrund ihrer Abhingigkeit von Metall-Ionen
auch als Matrixmetalloproteinasen (MMPs) bezeichnet (Heckmann 1999). Weiterhin spielen
die Fibroblasten eine wichtige Rolle bei der Integration von extrazelluldren Signalen {iiber
zellmembranstédndige Rezeptoren. Diese so genannten Integrine ermdglichen eine Regulation
der Syntheseleistung der Fibroblasten durch die Zusammensetzung und Dichte von
Bindegewebsproteinen der extrazelluliren Matrix (Heckmann 1999). Fiir eine regulierte
Produktion, Organisation und Degradation der extrazelluliren Matrix kommunizieren die
Fibroblasten sowohl untereinander und mit anderen Zell-Typen der Haut (z.B. mit
Keratinozyten aus der Epidermis) als auch mit der extrazelluldren Matrix selbst in reziproker
Art und Weise. Sie produzieren daher nicht nur unldsliche Bestandteile der sie umgebenden
Matrix, sondern auch 16sliche Faktoren, die sowohl Zell-Zell als auch Zell-Matrix-Kontakte
beeinflussen (Jordana et al. 1994). Fokale Adhéisionspunkte an der Membran der Fibroblasten
ermdglichen eine Kommunikation zwischen dem Zytoskelett der Zellen, transmembranen
Proteinen wie den Integrinen und Proteinen der extrazelluldren Matrix wie Fibronektin,
Thrombospondin, Laminin oder Kollagen.

AuBler den Fibroblasten sind noch Makrophagen, Mastzellen und im Rahmen einer

Immunantwort auch Lymphozyten oder Leukozyten in der Dermis der Haut zu finden (Chu et
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al. 2003). Makrophagen sind immunologisch aktive Zellen, die abgestorbene Zellen sowie
anfallende Abbaustoffe wie Melanin, Fette oder Proteine phagozytieren (Heckmann 1999).
Die in der gesamten Dermis verstreuten Mastzellen vermitteln allergische und entziindliche
Reaktionen, wofiir sie unter anderem Histamin enthalten (Heckmann 1999).

Uber der Dermis befindet sich die Basalmembran der Haut, die die Epidermis mit der Dermis
verankert (Burgeson & Christiano 1997).

Die iiber der Basalmembran liegende &uBerste Hautschicht ist die Epidermis, ein
mehrschichtiges Plattenepithel, das sich kontinuierlich erneuert (Chu ef al. 2003). Hier bilden
die Keratinozyten mit mind. 80% die Hauptzellpopulation. Die Keratinozyten besitzen nur
eine relativ kurze Lebensdauer von durchschnittlich 50 Tagen (Jung 1998). In dieser Zeit
wandern sie von der innersten epidermalen Schicht immer weiter nach auBlen, wo sie
schlieBlich in Form von Hornschuppen abgestolen werden (,,Keratinisation*) (Faller &
Schiinke 1999). Wihrend dieses Vorgangs findet eine Differenzierung der Keratinozyten statt,
so dass die Epidermis je nach Differenzierungsgrad der Keratinozyten in verschiedene
Zellschichten unterteilt wird (Chu et al. 2003). Die innerste epidermale Schicht ist die so
genannte Basalschicht (,,Stratum basale®). Hier teilen sich die Keratinozyten kontinuierlich.
Jeweils eine der entstehenden Tochterzellen wandert zur Oberfliche der Haut, wihrend die
andere in der Basalschicht verbleibt. An die Basalschicht schlieBft die so genannte
Stachelzellschicht (,,stratum spinosum®) an, die ihren Namen der Stachel-artigen Form der
Keratinozyten verdankt. Uber der Stachelzellschicht liegt die so genannte Kornerschicht
(,,stratum granulosum®) in der bereits die Apoptose der Keratinozyten eingeleitet wird. Die
letzte duBerste Zellschicht der Epidermis ist das Stratum Corneum (,,Hornschicht®), das aus
fest gepackten kernlosen Zellen besteht. Diese Schicht bietet der Haut einen mechanischen
Schutz gegeniiber der Umwelt und stellt eine Barriere gegen Wasserverlust oder das
Eindringen von 16slichen Umweltsubstanzen dar (Nemes & Steinert 1999).

AuBler den Keratinozyten sind in der Epidermis noch Merkel-Zellen, Melanozyten und
Langerhans-Zellen vertreten (Chu et al. 2003). Die Merkel-Zellen fungieren als
Mechanorezeptoren und sind daher vorwiegend an empfindlichen Hautstellen wie z.B. an den
Fingerspitzen zu finden (Faller & Schiinke 1999). Die Melanozyten sind die Pigmentzellen
der Haut, die Melanin-Pigmente synthetisieren, die als Melanosomen an die umgebenden
Keratinozyten abgegeben werden (Faller & Schiinke 1999). Die Langerhans-Zellen gehdren
zum Immunsystem der Haut, wo ihre Hauptaufgabe darin besteht, Antigene aufzunehmen, zu

prozessieren und T-Zellen zu prisentieren (Faller & Schiinke 1999).
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1.5 Hautalterung

Wie jedes Organ des menschlichen Kdorpers unterliegt auch die Haut einem kontinuierlichen
genetisch bedingten Alterungsprozess, dem vielféltige molekulare Mechanismen zugrunde
liegen. Im Gegensatz zu anderen Organen ist die Haut als duflerste Schutzhiille des Korpers
zusitzlich einer Vielzahl von exogenen Umwelteinfliissen ausgesetzt, die ebenfalls zum
Alterungsprozess der Haut beitragen konnen. Man unterscheidet daher zwischen genetisch
bedingter intrinsischer Hautalterung und durch exogene Noxen verursachter extrinsischer
Hautalterung (Krutmann & Diepgen 2003). Dabei ist vor allem das ultraviolette Licht des
Sonnenspektrums eine wichtige Noxe, die eine vorzeitige Alterung der Haut verursachen
kann (,Lichtalterung®) (Yaar & Gilchrest 2003). Die Prozesse der intrinsischen und
extrinsischen Hautalterung laufen parallel ab und sind morphologisch oftmals nicht eindeutig
voneinander zu trennen. Dennoch weisen die zugrunde liegenden molekularen Mechanismen
durchaus Unterschiede auf (Berneburg et al. 1999a).

Zur Untersuchung von Alterungsprozessen stellt die Haut ein ausgesprochenes gutes
Modellsystem dar, da bereits duBlerlich deutliche Zeichen von Hautalterung erkennbar sind
(Kramer & Schikowski 2006). Makroskopisch sichtbare Alterungserscheinungen sind z.B.
Falten oder Pigmentflecken, die leicht mittels bildgebender Verfahren dokumentiert werden
konnen. Gealterte Haut erscheint diinner und schlaffer als junge Haut und leichter verwundbar
(Kramer & Schikowski 2006). Trockenheit und Rauheit sind weitere charakteristische
Merkmale gealterter Haut (Yaar & Gilchrest 2003). Die sensorische Wahrnehmung der Haut
nimmt ebenfalls mit dem Alter ab, so dass der Schwellenwert der Schmerzwahrnehmung
zunimmt (Khalil ez al. 1994). Ein weiteres Merkmal gealterter Haut ist die verminderte
Wundheilung. So konnte gezeigt werden, dass es bei édlteren Menschen durchschnittlich 6
Tage, bei jungen Erwachsenen nur 3 Tage dauert, die Barrierefunktion der Haut nach ,,Tape-
Stripping* wieder herzustellen (Ghadially et al. 1995). Die Immunfunktion der Haut nimmt
ebenfalls mit dem Alter ab, was vor allem auf eine verminderte Anzahl epidermaler
Langerhans-Zellen zuriickzufiihren ist (Yaar & Gilchrest 2003).

Zusitzlich zu diesen klinisch und histologisch sichtbaren Alterungserscheinungen sind auch
verschiedene molekulare Biomarker bekannt, deren Verdnderung ein Altern der Haut
kennzeichnet. Eine Abnahme des Kollagengehalts z.B. ist im Bindegewebe der Dermis zu
beobachten (Shuster et al. 1975). Die verbleibenden Kollagenfasern erscheinen auferdem

weniger strukturiert und kompakter (Bernstein ef al. 1996). Auch konnte eine vermehrte
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Quervernetzung der Kollagenmolekiile im Alter gezeigt werden (Sell ef al. 1996; Gerstein et
al. 1993). Die Abnahme des Kollagengehalts ist zum einen auf eine verminderte
Kollagenneusynthese, zum anderen auf einen verstirkten Kollagenabbau zuriickzufiihren
(Yaar & Gilchrest 2003). Der verstirkte Kollagenabbau wird durch MMPs verursacht, die fiir
den Abbau der extrazelluliren Matrix in der Dermis der Haut verantwortlich sind und eine
zentrale Rolle bei der Alterung der Haut spielen. Eine Aufregulation dieser Enzyme im
Alterungsprozess (Yaar & Gilchrest 2003) verursacht den verstirkten Abbau der
extrazelluldiren Matrix. Dies wiederum trigt zu den bereits erlduterten klinisch und
histologisch sichtbaren Verdnderungen bei, die fiir die gealterte Haut charakteristisch sind
(Krutmann & Diepgen 2003). Im Zusammenhang mit der Familie der MMPs ist es wichtig,
auch die Regulation der fiir diese Enzymgruppe spezifischen Inhibitoren, der so genannten
Htissue specific inhibitors of matrix metalloproteinases (TIMPs) zu beriicksichtigen.
Verstarkend zur Regulation der MMPs im Alterungsprozess konnte eine Abregulierung der
TIMPs beobachtet werden (Khorramizadeh et al. 1999). Als weiterer zelluldrer Biomarker im
Prozess der Alterung gilt die Integritit des mitochondrialen Genoms. Es ist bereits mehrfach
gezeigt worden, dass gealterte Haut im Vergleich zu junger Haut einen erhohten Anteil an
Mutationen im mitochondrialen Genom aufweist (Yang et al. 1994). Auch eine Akkumulation
oxidierter Proteine im Alterungsprozess ist bereits beobachtet worden, die unter anderem auf
eine Abnahme der Proteasom-Aktivitét zurlickzufiihren ist (Sander ef al. 2002; Widmer et al.

2006).
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1.6 Hautaquivalentmodelle als in vitro-Modelle der
dermatologischen Forschung

Der FEinsatz  dreidimensionaler, organotypischer = Kulturen zur  Untersuchung
gewebsspezifischer Eigenschaften hat in den letzten Jahren immer mehr an Bedeutung
gewonnen (Schmeichel & Bissell 2003). So genannte Hautidquivalentmodelle waren einige
der ersten Beispiele fiir die Verwendung organotypischer Kulturen (Bell et al. 1979; Bell et
al. 1983; Asselincau & Prunieras 1984a). Neben einem grundsitzlichen Verstindnis der
biologischen Funktionen der Haut ermdglichen diese Hautdquivalentmodelle das Testen von
Oberfldchensubstanzen und stellen zusitzlich eine Quelle fiir Hautersatz dar (Sorrell &
Caplan 2004). Im Gegensatz zu Zellkulturen humaner Hautzellen, die als Monolayer kultiviert
werden, stellen Hautdquivalentmodelle ein hervorragendes dreidimensionales Homolog zur
Humanhaut dar. Somit entsteht eine attraktive Alternative zu Tiermodellen oder mit ethischen
Limitationen verbundenen Untersuchungen an menschlicher Haut in vivo. Zusitzlich kénnen
humane Hautdquivalente durch die Verwendung genetisch verdnderter Zellen modifiziert
werden, wodurch eine Vielzahl weiterer Untersuchungsmoglichkeiten entsteht (Arnaudeau-
Begard et al. 2003; Bernerd et al. 2001; Bernerd et al. 2005).

Fiir eine Hautrekonstruktion in vitro wird zunéchst die Dermis der Haut nachgebildet, indem
dermale humane Fibroblasten in ein Typ I Kollagengel eingesdt werden. Auf diese dermale
Rekonstruktion kdnnen in einem zweiten Schritt humane epidermale Keratinozyten
aufgebracht werden, die durch Proliferation und Differenzierung an der Luft-
Fliissigkeitsgrenze die epidermale Schicht des Vollhautidquivalentmodells bilden (Asselineau
& Prunieras 1984b) Abb. 1.6 zeigt einen Querschnitt durch normale menschliche Haut und
einen Querschnitt durch ein Vollhaut-Aquivalentmodell, in denen deutlich das dermale und

das epidermale Kompartiment der Haut zu erkennen sind (Duval ef al. 2003).
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a NH SKIN b LATTICE

Abb. 1.6: Aufbau von humaner Haut im Vergleich zum Vollhautiquivalentmodell gezeigt ist eine
Héamatoxylin-Eosin-Farbung von humaner Haut (a) und einem Vollhautdquivalentmodell (b) im
Querschnitt [Quelle: (Duval et al. 2003)]

Fiir molekulare oder biochemische Untersuchungen von dermalen Fibroblasten wird anstelle
eines Vollhautiquivalentmodells oftmals ein dermales Aquivalentmodell verwendet, das nur
aus den in ein dreidimensionales Kollagengel eingesdten Fibroblasten besteht. Dieses
dreidimensionale Kollagengel stellt zwar ein vereinfachtes, aber dennoch gut etabliertes,
anerkanntes Modell der extrazelluliren Matrix dar und erlaubt die Untersuchung von

humanen dermalen Fibroblasten in einer ihrer natiirlichen Umgebung dhnlichen Situation.

Bei der Synthese dermaler Hautdquivalente unterscheidet man zwischen ,nicht
kontrahierenden* und , kontrahierenden Aquivalenten (Ubersicht in (Grinnell 2003)).

Bei den nicht kontrahierenden dermalen Aquivalenten werden Fibroblasten in eine
dreidimensionale Kollagenmatrix eingesét, die an der Zellkulturschale fixiert ist. Der Kontakt
zwischen Kollagenfasern und Fibroblasten éndert die dreidimensionale Form der fixierten
starren Matrix nicht.

Bei den kontrahierenden Aquivalenten dagegen ist das Kollagengel nicht an der
Zellkulturschale fixiert. Es kommt zu einem Umbau der Kollagenfasern durch die eingeséten
Fibroblasten, der zu einer Verringerung des Durchmessers des Kollagengels fiihrt. Dieser als
,Kontraktion bezeichnete Vorgang entspricht einem umfassenden Matrixumbau bei dem
durch Interaktion mit den Fibroblasten eine dichtere Anordnung der Kollagenfasern entsteht
(Bell et al. 1979). Auch wenn die genauen Mechanismen, die diesem Prozess zugrunde liegen
noch nicht vollstindig gekldrt sind, gibt es bereits eine Vielzahl von Hinweisen, die die

Bedeutung verschiedener zelluldrer Bestandteile wédhrend der Kontraktion darlegen. Es
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konnte z.B. gezeigt werden, dass ROS fiir den Kontraktionsprozess von Bedeutung sind, da
diese die Kontraktion eines dreidimensionalen Kollagengels durch mesangiale Zellen der
Niere stimulieren (Zent et al. 1999).

Auch die Matrix degradierenden MMPs sind fiir den Umbau des dreidimensionalen
Kollagengels wihrend der Kontraktion unerldsslich. Eine Inhibition dieser Enzymgruppe
verhindert die Kontraktion des Kollagengels (Scott et al. 1998).

Eine weitere wichtige Rolle beim Matrixumbau wihrend der Kontraktion dreidimensionaler
Hautdquivalentmodelle spielen die Integrine als Oberflachenrezeptoren der Fibroblasten.
Integrine bilden die Hauptklasse der Membranrezeptoren der eingesdten Fibroblasten und
ermdglichen einen Dialog zwischen den Zellen und der extrazelluldren Matrix (Ubersicht in
(Hynes 1992)). Sie bilden eine Familie aus mind. 21 verschiedenen heterodimeren
transmembranen Oberflachenrezeptoren, die jeweils aus einer a- und einer B-Untereinheit
bestehen. Beide Untereinheiten besitzen eine groBe extrazellulire Domine, eine Membran-
durchspannende Doméne und eine kurze zytoplasmatische Doméne. Die extrazelluldren
Doménen der beiden Untereinheiten bilden zusammen die Bindestelle fiir extrazellulédre
Matrixproteine, wihrend die zytoplasmatischen Dominen iiber die Bindung intrazelluldrer
Proteine wie Talin, Vinkulin oder a-Aktinin mit dem Aktin-Zytoskelett der Fibroblasten
interagieren. Die transmembrane Form der Integrinrezeptoren ermoglicht somit eine
Verbindung zwischen externen Kollagenfasern und dem internen Zytoskelett der
Fibroblasten. Auf diese Weise konnen Informationen iiber die Umgebung, die fiir eine
Kontraktion wichtig sind, in die Zelle transportiert werden (Langholz et al. 1995). Es konnte
bereits gezeigt werden, dass fiir die Kontraktion eines dreidimensionalen Typ I Kollagen-Gels
die a2B1-Integrine wichtig sind (Klein et al. 1991; Jenkins et al. 1999).

Die Lysyloxidase (LOX) ist ebenfalls von entscheidender Bedeutung fiir den
Kontraktionsprozess, da eine Inhibition dieses Enzyms eine Kontraktion verlangsamt
(Woodley et al. 1991). In vivo wird die LOX von den dermalen Fibroblasten der Haut
synthetisiert und in die umgebende extrazellulire Matrix sezerniert, wo sie die
Quervernetzung von Kollagen- und Elastinfasern initiiert (Lucero & Kagan 2006). Durch die
LOX-katalysierte oxidative Deaminierung von Lysin- und Hydroxylysin-Seitenketten der
Kollagene oder Elastine entstehen zunédchst reaktive Aldehyde, die anschlieend
Kondensationsprodukte bilden, so dass es zu intra- und intermolekularen Verkniipfungen der
Kollagen- bzw. Elastinketten kommt. Die Cu®"-abhiingige LOX trigt somit entscheidend zur
Stabilitdt der extrazelluldiren Matrix durch Quervernetzung von Kollagen- und Elastinfasern

bei. Die essentielle physiologische Bedeutung die LOX zukommt, wurde vor allem durch die
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Generierung von LOX-defizienten Maiusen sowie durch Applikation des spezifischen
Inhibitors BAPN ersichtlich. Zu den phinotypischen Manifestationen gehdren vor allem
Deformierung der Knochen, Dislokation der Gelenke, Strukturschwéche von Knorpel und
Haut sowie Ruptur von Blutgefilen (Maki et al. 2005). Dagegen ist eine erhohte LOX-
Aktivitdt mit fibrotischen Verdnderungen in Organen wie Leber, Niere und Lunge assoziiert
(Counts et al. 1981) und konnte auch in Sklerodermie-Patienten nachgewiesen werden. Auch
bei der Wundheilung ist LOX von Bedeutung, wie mit Hilfe von Experimenten an Rattenhaut
beobachtet werde konnte (Fushida-Takemura et al. 1996).

Die Expression von LOX wird durch die Transkriptionsfaktoren TGF-B1 (,.transforming
growth factor B1) oder Hifl (,,hypoxia inducible factor 1) reguliert. Hifl, der fiir die
zelluldre Genregulation unter hypoxischen Bedingungen bzw. bei oxidativem Stress von
Bedeutung ist (Erler et al. 2006), besteht aus einer Sauerstoff-sensitiven Hifla- und einer
konstitutiv aktiven HiflB-Untereinheit. Es ist bereits bekannt, dass Hifl durch mitochondriale
reaktive Sauerstoffspezies stabilisiert wird (Sanjuan-Pla et al. 2005). Diese verhindern den
Abbau der sensiblen a-Untereinheit, so dass diese akkumulieren kann und eine Bildung des
heterodimeren Hif1-Komplex moglich ist.

Dem Fibroblasten vermittelten Umbau eines dreidimensionalen Kollagengels wihrend der
Synthese eines kontrahierenden dermalen Hautidquivalents liegt demnach ein Zusammenspiel
verschiedener zelluldrer Komponenten zugrunde, die eine erfolgreiche Kontraktion

entscheidend beeinflussen.
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2 Wissenschaftliche Fragestellung

Diese Arbeit beschiftigt sich mit der Relevanz mitochondrialer Deletionen fiir die
Hautalterung. Da es wéihrend dem Alterungsprozess zu einer Akkumulation von mtDNS-
Mutationen kommt, wurde postuliert, dass diese kausal am Alterungsprozess beteiligt sind.
Obwohl viele assoziative Hinweise diese Hypothese unterstiitzen, ist es bis jetzt nicht
gelungen, einen direkten kausalen Zusammenhang zwischen mtDNS-Mutationen und
alterungsassoziierten Verdnderungen darzustellen.

Ziel dieser Arbeit war daher, den postulierten kausalen Zusammenhang zwischen mtDNS-
Mutationen und Alterungsprozessen zu tiberpriifen und zu analysieren, wie zelluldre
Mechanismen, die von entscheidender Bedeutung fiir den Alterungsprozess von Zellen sind,
durch Deletionen im mitochondrialen Genom beeinflusst werden.

Dafiir sollten zunichst die zelluldren Eigenschaften humaner dermaler Fibroblasten von
Patienten mit Kearns-Sayre-Syndrom analysiert werden. Diese mitochondriale Erkrankung ist
auf grofle Deletionen der mtDNS zuriickzufiihren, so dass die isolierten Fibroblasten bereits
einen konstitutiv hohen Gehalt einer bestimmten mitochondrialen Mutation aufwiesen.
Zusitzlich sollte ein dermales Hautdquivalentmodell etabliert werden, in dem sich die
Fibroblasten in einem dreidimensionalen Kollagengel, d.h. in einer der natiirlichen Situation
der Haut dhnlichen Umgebung befinden.

Die Modifikation dieses Modellsystems durch die Einsaat der mtDNS-geschiadigten KSS-
Fibroblasten ermoglicht es, den Einfluss mitochondrialer Mutationen auf das Verhalten von
Zellen in einer ihrer natiirlichen Situation dhnlichen Umgebung zu analysieren und dadurch
Hinweise auf den Zusammenhang zwischen Integritit des mitochondrialen Genoms und

Hautalterung zu erhalten.
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3 Material und Methoden

3.1 Material

3.1.1 Humane dermale Fibroblasten

Zellen Areal der Alter des | Geschlecht des | Herkunft der Zellen | Besonderheit
Hautbiopsie Spenders | Spenders
G1490/96 Arm 10 Jahre weiblich Diese Fibroblasten Spender mit
(KSS96) wurden Kearns-Sayre-
freundlicherweise von Syndrom:
Prof. Wilichowski von positiv fiir
G1261/95 Oberschenkel 9 Jahre weiblich der Universitét Common
(KSS95) Gottingen zur Deletion
Verfiligung gestellt
F102 Vorhaut 8 Jahre maénnlich Isolation der keine
F107 Vorhaut 7 Jahre ménnlich E;ZZ?EIIES{Z%;I;

3.1.2 Zusammensetzung von Zellkultur-Medien

Néahrmedium fiir humane dermale Fibroblasten

500 ml DMEM

1% Antibiotika/Antimykotika
1% L-Glutamine

1% Natriumpyruvat

200 uM Uridin

10% hitzeinaktiviertes FCS

Synthesemedium 1
(Synthese dermaler Hautdquivalente)

17,6 ml MEM (10x)

5,10 ml NaHCO:; (7,5%)

0,88 ml L-Glutamin

0,88 ml Natriumpyruvat

0,88 ml nicht essentielle Aminosduren
0,088 ml Penicillin/Streptomycin
0,044 ml Antibiotika/Antimykotika
75 ml steriles Wasser

Synthesemedium 2
(Synthese dermaler Hautdquivalente)

50 ml MEM (25 mM Hepes)

0,5 ml L-Glutamin

0,5 ml Natriumpyruvat

0,5 ml nicht essentielle Aminosduren
0,1 ml Penicillin/Streptomycin

0,05 ml Antibiotika/Antimykotika

5 ml FCS
Synthesemedium 3 3,22 ml Synthesemedium 1
(Synthese dermaler Hautdquivalente) 0,63 ml FCS

0,35ml NaOH (0,1 N)
0,2 ml Synthesemedium 2
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3.1.3 Zellkultur-Zusitze und Reagenzien

Antibiotika/Antimykotika

Invitrogen (Karlsruhe)

Kollagenase Sigma (Taufkirchen)

Kollagen, Typl (~5 mg/ml) Symatese Biomatériaux (Chaponost, France)

DCFDA Sigma (Taufkirchen)

DMEM High Glucose PAA Laboratories GmbH (Cdlbe)

Dimethylsulfoxid (DMSO) Serva (Heidelberg)

DPBS (-CaCl,, - MgCl,) Invitrogen (Karlsruhe)

Einbettmedium fiir Gefrierschnitte Leica Microsystems Nussloch GmbH
(Heidelberg)

Fotales Kélberserum (FCS)

Invitrogen (Karlsruhe)

Gitter zur Kultur von Hautdquivalenten
(Edelstahl, duBerer @ 30 mm, Hohe 5 mm)

CSE Company, France

L-Glutamin Invitrogen (Karlsruhe)
MEM (10x) Biochrom KG (Berlin)
MEM (25 mM Hepes) Invitrogen (Karlsruhe)
MitoSox Invitrogen (Karlsruhe)
NaHCO; Invitrogen (Karlsruhe)
NaOH Sigma (Taufkirchen)

Natriumpyruvat Invitrogen (Karlsruhe)
Nicht essentielle Aminosduren Biochrom KG (Berlin)
Penicillin/Streptomycin Biochrom KG (Berlin)

Sauerstoffindikator Resacorin

Oxoid, Hampshire, UK

Trypsin-EDTA

Invitrogen (Karlsruhe)

Uridin

Sigma (Taufkirchen)

Alle weiteren Substanzen wurden ebenfalls im héchsten Reinheitsgrad von den Firmen Sigma

(Tautkirchen), Roth (Karlsruhe), Serva (Heidelberg) und Invitrogen (Karlsruhe) bezogen.

Sdmtliche Losungen wurden mit Reinstwasser hergestellt und fiir die Verwendung in der

Zellkultur steril filtriert.

3.1.4 Kit-Systeme

Annexin V-FITC Apoptosis Detection Kit |

BD Pharmingen'" (Heidelberg)

cDNA-Synthese:
M-MLYV Reverse Transcriptase

Random Primers
dNTP Set
RNase OUT™

Invitrogen (Karlsruhe)
Invitrogen (Karlsruhe)
Invitrogen (Karlsruhe)
Invitrogen (Karlsruhe)

Nucleo Spin RNA 2

Macherey-Nagel (Diiren)

Nucleo Spin RNA/Protein

Macherey-Nagel (Diiren)

Platinum SYBR Green qPCR SuperMix UDG

Invitrogen (Karlsruhe)

Qiamp DNA Mini Kit

Qiagen (Hilden)
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3.1.5 Antikorper und Firbelosungen

Monoklonaler Antikérper CD49b
(Integrin a2, Klon AK7, Maus 1gG1)

Acris Antibodies GmbH (Hiddenhausen)

Monoklonaler Antikdrper CD29
(Integrin B1, Klon 4B7R, Maus IgG1)

Acris Antibodies GmbH
(Hiddenhausen),

FITC Ratte, anti-Maus (IgG1, A85-1)

BD Pharmigen'™ (Heidelberg)

Vimentin-Antikorper (Klon V9, 1gGy,)

Dako Cytomation

(Hamburg)
LSAB 2 System-AP Dako Cytomation
(Hamburg)
Propidiumjodid Sigma (Taufkirchen)
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3.2 Zellkultur Methoden (Monolayer)

3.2.1 Isolation humaner dermaler Fibroblasten

Primédre dermale Fibroblasten (NHF) wurden aus humaner Vorhaut wie von Berneburg et al.

1999 beschrieben, isoliert.

3.2.2 Kultivierung humaner dermaler Fibroblasten im Monolayer

Humane dermale Fibroblasten wurden als Monolayer-Kulturen auf Plastik-
Gewebekulturflaschen (75 cm?) in einer Wasserdampf-gesittigten Atmosphire bei 37°C und
5% CO, im Brutschrank kultiviert. Als Ndhrmedium wurde DMEM-Medium verwendet, das
mit 10% hitzeinaktiviertem fotalem Kélberserum (FCS), 1% Antibiotika/Antimykotika, 1%
L-Glutamin, 1% Natriumpyruvat und 200 pM Uridin supplementiert war. Die
Supplementierung der Fibroblasten mit Uridin war erforderlich, da unter anderem
Fibroblasten von Patienten mit Kearns-Sayre-Syndrom kultiviert wurden, die konstitutiv hohe
Deletionen in ihrer mitochondrialen DNS aufwiesen. Eine hiermit assoziierte Dysfunktion der
mitochondrialen Atmungskette fiihrt zur Hemmung der Dihydroorotsduredehydrogenase
(DHODH), so dass es zu einer Verminderung der durch dieses Enzym katalysierten
Uridinsynthese kommt. Das Ndhrmedium wurde alle 2 - 3 Tage durch 25 ml frisches Medium
ersetzt.

Eine Passagierung der Zellen erfolgte sobald die Fibroblasten in einem konfluenten dichten
Monolayer gewachsen waren. Dazu wurde das Medium abgesaugt, die Zellen mit PBS
gewaschen und durch Inkubation mit 4 ml Trypsin-EDTA-L6sung bei 37°C in 5-10 Minuten
vom Plastikboden der Zellkulturflasche abgeldst. AnschlieBend wurde das Trypsin durch
Zugabe von 10 ml Ndhrmedium inaktiviert und die abgelosten Zellen im Verhéltnis 1:4 in
neue Kulturflaschen ausgesit. In diesen wurden die mit der ndchst hoheren Passagenzahl

gekennzeichneten Fibroblasten weiterkultiviert.
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3.2.3 Kryokonservierung und Rekultivierung humaner dermaler
Fibroblasten

Fiir eine Langzeitlagerung humaner dermaler Fibroblasten in fliissigem Stickstoff wurden die
Zellen zunichst bis zur Konfluenz kultiviert und mittels Trypsin-EDTA-L&sung von der
Gewebekulturflasche abgelost (s. 3.2.2). AnschlieBend wurden die abgelosten Zellen bei
200 g fiir 5 Minuten pelletiert, in jeweils 1 ml Einfriermedium (Néhrmedium + 10% DMSO)
resuspendiert und in Einfrierréhrchen {berfiihrt. Diese wurden dann in speziellen mit
Isopropanol gefiillten Einfrierdosen bei -80°C eingefroren und nach ca. 24 Stunden zur
Langzeitkonservierung in fliissigen Stickstoff liberfiihrt.

Fiir die Rekultivierung wurden die eingefrorenen Zellen auf Raumtemperatur erwérmt, in
30 ml frischem Nihrmedium resuspendiert und in eine Gewebekulturflasche (75 cm?)

ausgesit. Ein Mediumswechsel erfolgte nach 16 Stunden.

3.2.4 Bestimmung der Zellzahl humaner dermaler Fibroblasten

Zur Bestimmung der Anzahl humaner dermaler Fibroblasten in einer Zellsuspension wurde
eine Neubaur-Zihlkammer verwendet. Um tote Zellen zu markieren, wurden die Zellen
zundchst mit Trypanblau gefiarbt. Dieser Farbstoff kann durch die nicht mehr intakte
Zellmembran toter Zellen diffundieren, die somit im Mikroskop blau erscheinen, wéhrend
lebende Zellen aufgrund ihrer intakten Zellmembran ungeférbt bleiben. Aus einer Fldche von
1 cm” und einer Hohe von 10 pm ergibt sich ein Volumen von 0,1 pl fiir ein Eckquadrat der
Neubaur-Zéhlkammer. Unter Beriicksichtigung der Trypanblau-Verdiinnung errechnet sich

daher die Anzahl Zellen pro ml Zellsuspension wie folgt:

Anzahl gezihlter Zellen pro Eckquadrat * Verdiinnungsfaktor * 10.000 = Zellzahl/ml Zellsuspension
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3.3 Zellkultur Methoden (dermale Hautiquivalente)

3.3.1 Synthese von dermalen Hautiquivalenten

Die Synthese von dermalen Hautdquivalenten erfolgte gemill Asselineau et al., 1984 wie
folgt:

Humane dermale Fibroblasten wurden wie in 3.2.2 beschrieben bis zur Konfluenz kultiviert
und mittels Trypsin-EDTA-Losung von der Gewebekulturflasche abgeldst. Nach Bestimmung
der Zellzahl und Pelletierung der Zellen bei 200 g fiir 5 Minuten wurden die Fibroblasten in
Synthesemedium 2 (3.1.2) resuspendiert (2 Mio. Zellen/ml) und wéhrend des weiteren
Vorgangs auf Eis gelagert. Von dieser Zellsuspension wurden 0,5 ml mit 4,4 ml
Synthesemedium 3 und 1,9 ml Kollagen vorsichtig in einem 50 ml Erlenmeyerkolben
gemischt und in eine mit Synthesemedium 3 benetzte Zellkulturschale (@ 60 mm) {iberfiihrt.
Innerhalb der nichsten 4 Tage erfolgte die Kontraktion der dermalen Aquivalente bei 37°C

und 5% CO; in wasserdampfgesittigter Atmosphére im Brutschrank.

3.3.1.1 Synthese dermaler Hautdquivalente unter anoxischen Bedingungen

Zur Synthese dermaler Hautdquivalente unter anoxischen Bedingungen wurde eine
Anoxiekammer (IUL Instruments GmbH, Konigswinter) verwendet, in der eine Sauerstoff-
freie Atmosphére vorliegt (10% Wasserstoff, 10% Kohlendioxid, 80% Stickstoff). Um auch
den in den Zellen vorhandenen Sauerstoff zu entfernen, wurden die Fibroblasten vor Beginn
der Synthese 48 Stunden in der Anoxiekammer kultiviert. Das hierfiir verwendete
Fibroblasten-Ndhrmedium wurde zundchst 2 Stunden entgast und dann 12 Stunden in der
Anoxiekammer dquilibriert.

Die Synthese der Hautdquivalente mit den so vorbehandelten Fibroblasten wurde analog zur
Synthese mit den Kontrollzellen wie unter 3.3.1 beschrieben durchgefiihrt. Dafiir wurden
samtliche Medien wie oben erldutert entgast und in der Anoxiekammer vorinkubiert. Die
Resuspendierung der gezdhlten und pelletierten Fibroblasten, die Mischung der
Zellsuspension mit dem Kollagen und der anschlieBende viertidgige Kontraktionsvorgang

fanden unter Ausschluss von Sauerstoff in der Anoxiekammer statt.
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3.3.1.2 Synthese dermaler Hautdquivalente bei Zugabe des Antioxidanz PBN

Um die Kontraktion dermaler Hautiquivalente bei Anwesenheit eines Antioxidanz zu
untersuchen wurde die Synthese analog zur Synthese mit den Kontrollzellen wie unter 3.3.1
beschrieben durchgefiihrt. Zusétzlich wurde dem Synthesemedium 3 vor Zugabe von
Fibroblasten und Kollagen 10 mM N-tert-Butyl-a-phenylnitrone (PBN) als Antioxidanz

zugesetzt.

3.3.1.3 Synthese dermaler Hautiquivalente bei Zugabe des LOX-Inhibitors BAPN

Zur Synthese dermaler Hautdquivalente unter Zugabe des LOX-Inhibitors BAPN wurden die
Zellen vor Beginn der Synthese 36 Stunden mit 10 mM BAPN vorinkubiert. Anschlie3end
erfolgte die Synthese der Hautiquivalente mit den vorbehandelten Fibroblasten analog zur
Synthese mit den Kontrollzellen wie unter 3.3.1 beschrieben, wobei dem Synthesemedium 3

vor Zugabe von Fibroblasten und Kollagen ebenfalls 10 mM BAPN zugesetzt wurde.

3.3.2 Bestimmung der Kontraktionsfihigkeit humaner Fibroblasten im
dreidimensionalen Kollagengel

Um die Kontraktionsféhigkeit humaner dermaler Fibroblasten im dermalen Aquivalent zu
bestimmen, wurde der Durchmesser des Kollagengels wihrend des viertigigen
Kontraktionsvorgangs zunichst stiindlich und danach téglich mit einem Lineal vermessen. Da
das dermale Aquivalent niherungsweise kreisformig ist, wurde die Fliche des Aquivalents

wie folgt berechnet:

Fliche des Aquivalents [cm®] = 1t *

Zusitzlich wurde die GroBe der Aquivalente zum jeweiligen Zeitpunkt mittels

Digitalfotografie protokolliert.
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3.3.3 Kultivierung dermaler Hautiquivalente

Nach Abschluss des Kontraktionsvorgangs der dermalen Aquivalente an Tag 4 ist eine
Kultivierung fiir mind. 3 weitere Wochen moglich. Dafiir wurde das Hautéquivalent mittels
Pinzette und Plastikschaber vorsichtig auf ein Edelstahlgitter iiberfiihrt, das in einer neuen
Zellkulturschale (@ 60 mm) platziert wurde. Durch Zugabe von Nahrmedium bis zum Rand
des Gitters (8 ml) wurden die Fibroblasten im dreidimensionalen Kollagengel mit Nahrstoffen

versorgt. Ein Mediumswechsel erfolgte alle 2-3 Tage.

3.3.4 Isolierung der Fibroblasten aus dem dermalen Hautiquivalent

Die Isolierung humaner dermaler Fibroblasten aus dem dreidimensionalen Kollagengel eines
dermalen Hautdquivalents erfolgte in einem Kollagenaseverdau. Dafiir wurden die dermalen
Hautéquivalente mit PBS gewaschen und in 1 ml einer Kollagenase-Losung (2 mg/ml in PBS)
fiir 30 min bei 37°C und 600 rpm inkubiert. Nach Zugabe von 5 ml Ndhrmedium wurden die
Zellen bei 200 g fiir 5 min pelletiert und bis zur weiteren Analyse auf Eis gelagert.
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3.4 Molekularbiologische Methoden

3.4.1 Isolierung von Nukleinsiuren aus humanen dermalen Fibroblasten

Zur Isolierung von DNS oder RNS aus Monolayer-Fibroblasten wurden die Zellen wie unter
3.2.2 beschrieben mit Trypsin/EDTA von der Gewebekulturflasche abgeldst und bei 200 g fiir
5 min pelletiert. AnschlieBend wurden die Zell-Pellets bei -80°C bis zur Isolation der

Nukleinsiuren gelagert.

Zur Isolierung von DNS oder RNS aus den Fibroblasten eines dermalen Hautiquivalents
wurde das Aquivalent zuniichst mit PBS gewaschen und mit Hilfe einer sterilen Priiparations-
Schere in mehrere Stiicke zerkleinert. Diese wurden dann in ein 2 ml Reaktionsgefal3
(Eppendorf) iiberfiihrt, in fliissigem Stickstoff schockgefroren und bis zur Isolierung bei
-80°C gelagert.

3.4.1.1 DNS-Isolierung aus Monolayer-Fibroblasten

Fiir die Isolierung von Gesamt-DNS aus humanen dermalen Fibroblasten wurde das ,,QIAmp
DNA Mini Kit*“ der Firma Qiagen (Hilden) entsprechend den Herstellerangaben verwendet.
3.4.1.2 RNS-Isolierung aus im Monolayer kultivierten Fibroblasten

Die Isolierung der RNS aus humanen dermalen Fibroblasten erfolgte mit Hilfe des ,,Nucleo
Spin RNA 2 Kit* der Firma Macherey und Nagel (Diiren). Die einzelnen Isolations- und

Reinigungsschritte wurden gemdll den Herstellerangaben durchgefiihrt.
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3.4.1.3 Isolierung von DNS aus Fibroblasten eines dermalen Aquivalents

Die Isolierung von Gesamt-DNS aus den Fibroblasten eines Aquivalents erfolgte mit Hilfe
des ,,QIAmp DNA Mini Kits*“ (Qiagen). Die einzelnen vom Hersteller empfohlenen
Isolations- und Reinigungsschritte wurden dabei wie folgt modifiziert:

Nach Zugabe von 200 ul ATL-Puffer und 40 pl Proteinase K zu dem auf Raumtemperatur
erwidrmten Aquivalent erfolgte die Lyse der Zellen und der Verdau des Kollagengels iiber
Nacht bei 56°C im Schiittelinkubator (600 rpm). Als ndchstes wurden 200 pl AL-Puffer
zugegeben und nach griindlichem Vortexen fiir weitere 10 min bei 70°C und 600 rpm
inkubiert. Zur Féllung der DNS wurde die Zelllosung mit 200 pl 100%-igem Ethanol
gemischt, auf eine ,,QIAmp Spin Sédule* {liberfiihrt und bei 6800 g fiir 1 min zentrifugiert.
AbschlieBend wurde die DNS zweimal mit je 500 ul AW1-Puffer (6800 g, 1 min) und
zweimal mit je 500 ul AW2-Puffer (20800 g, 3 min) gewaschen und mit 80 pl AE-Puffer
eluiert (6800 g, 1 min). Die Lagerung der eluierten DNA erfolgte kurzfristig bei +4°C und
langfristig bei -20°C.

3.4.1.4 Isolierung von RNS aus Fibroblasten eines dermalen Aquivalents

Zur Isolierung von RNS aus den Fibroblasten eines dermalen Aquivalents wurde das ,,Nucleo
Spin RNA/Protein Kit*“ der Firma Macherey-Nagel wie folgt verwendet:

Nach Zugabe von 350 pl RP1-Puffer und 3,5 pl B-Mercaptoethanol wurde das Aquivalent bis
zum Erhalt eines viskosen Lysats gevortext. Um die Viskositidt des Lysats zu reduzieren
wurde dies in eine ,,NucleoSpin Filter Unit* tiberfiihrt und bei 6800 g fiir I min zentrifugiert.
Anschliefend wurde das Lysat vorsichtig mit 350 pl 70%-igem Ethanol gemischt, in eine
,NucleoSpin RNA/Protein Séule* iiberfithrt und bei 12900 g fiir 1 min zentrifugiert. Um
Salzriickstinde von der Sdule zu entfernen wurde diese mit 350 ul MDB-Puffer gewaschen
(12900 g, 1 min). Es erfolgte eine Inkubation mit 95 pl der DNAse-Reaktionsmischung (10 pl
DNase I + 90 pl DNase-Reaktionspuffer) fiir 15 min bei Raumtemperatur, um ebenfalls auf
der Saule gebundene DNS zu entfernen. AbschlieBend wurde die auf der Séule gebundene
RNS mit 200 pul RA2-Puffer (12900 g, 1 min), 600 ul RA3-Puffer (12900 g, 1 min) und
250 pl RA3-Puffer (12900 g, 2 min) gewaschen. Die Lagerung der in 40 pl Wasser eluierten
RNS (12900 g, 1 min) erfolgte bei -80°C.
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3.4.2 Photometrische Konzentrationsbestimmung von DNS und RNS

Da Nukleinsduren aufgrund ihrer aromatischen Basen im UV-Bereich absorbieren, wurde eine
photometrische Konzentrationsbestimmung von DNS bzw. RNS durchgefiihrt (Fechter et al.
1998). Dem Absorptionsmaximum entsprechend wurde die Extinktion bei 260 nm bestimmt,
die im Bereich von 0,1 bis 1 proportional zur Nukleinsdure-Konzentration ist. Eine
Absorption von 1 entspricht bei doppelstrangiger DNS einer Konzentration von 50 pg/ml und
bei einzelstrangiger RNS 40 pg/ml, so dass sich die Konzentrationen folgendermallen

berechnen:

OD»go * 50 * Verdiinnungsfaktor = dsDNS-Konzentration [pg/ml]
OD26p * 40 * Verdiinnungsfaktor = RNS-Konzentration [pg/ml]

Da Proteine aufgrund ihrer aromatischen Aminosduren im UV-Bereich ein
Absorptionsmaximum bei 280 nm besitzen, erlaubt die Absorptionsmessung bei 280 nm
zusitzlich eine Aussage tiiber die Reinheit der Nukleinsdure-Probe. Das Verhiltnis
OD»60/OD3yg¢ sollte je nach Losungsmittel bei DNS zwischen 1,7 und 2 liegen, bei RNS-
Proben bei ~1,8.

3.4.3 Synthese von komplementirer DNS (cDNS)

Die aus humanen dermalen Fibroblasten isolierte RNS wurde mit M-MLV (Moloney Murine
Leukemia Virus) Reverser Transkriptase und Zufalls-Hexamer-Primern wie folgt in cDNS
umgeschrieben:
Zunichst wurden folgende Reaktionskomponenten in einem 0,5 ml Reaktionsgefa3 fiir 5 min
bei 65°C inkubiert: 2 pl Random Primer (50 uM)

2 ul dNTPs (10 mM)

20 pl RNS (200 ng)
Nach Zugabe der folgenden Komponenten erfolgte eine weitere Inkubation fiir 2 min bei
37°C: 8 ul ,,5x First Strand Puffer*

4 ul DTT (0,1 M)
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2 ul ,,RNAse Out*
AbschlieBend wurden 2 pl der M-MLV-Reversen Transkriptase zugegeben und wie folgt
inkubiert: 25°C, 10 min

37°C, 50 min

70°C, 15 min
Die transkribierte cDNS wurde kurzfristig bei +4°C und langfristig bei -20°C gelagert.

3.4.4 Real-Time-PCR

Die Polymerase-Kettenreaktion (Polymerase Chain Reaction) ist ein 1984 von Kary Mullis
entwickeltes zyklisches Verfahren zur exponentiellen Amplifikation einer spezifischen DNS-

Sequenz, die von zwei bekannten Sequenzabschnitten flankiert ist (Mullis e al. 1992).

Bei der Real-Time-PCR wird im Vergleich zur herkémmlichen PCR die Menge der
amplifizierten doppelstrdngigen DNS nach jedem Amplifikationszyklus visualisiert. Dies
geschieht mit Hilfe eines Fluoreszenzfarbstoffes wie z.B. SYBR Green™, der
sequenzunspezifisch an doppelstringige DNS bindet. Der Vergleich der fiir verschiedene
Amplifikationen entstehenden sigmoidalen Fluoreszenzkurven erlaubt eine Aussage iiber die
jeweils vorhandene Ausgangsmenge der Transkripte. Fiir diesen Vergleich wird der so
genannte Cycle-Threshold (CT) innerhalb der exponentiellen Amplifikationsphase festgelegt.
Als Qualitdtskontrolle der entstandenen PCR-Produkte dient die nach beendeter
Amplifikation detektierte Schmelzkurve der entstandenen Amplifikate. Zur Analyse mittels
Real-Time-PCR wurde ein TagMan 7000 Cycler der Firma Applied Biosystems (Schweiz)

verwendet.
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3.4.4.1 Bestimmung der Genexpression mittels semi-quantitativer Real-Time-PCR

Zur Bestimmung der relativen Genexpression bestimmter Gene wurde zundchst die Gesamt-
RNS der Zellen isoliert (3.4.1) und in cDNS umgeschrieben (3.4.3). Die relative
Quantifizierung verschiedener Transkripte auf cDNS-Ebene erfolgte anschlieBend wie folgt in

einer Real-Time-PCR:

1x PCR-Ansatz

H,0 7,5 ul PCR-Programm

SYBR Green™ with ROX | 12,5 pl Denaturierume  194°C 190 sec
Primer forward (10 uM) 1l Hybridisierung 45 Zyklen sec
Primer reverse (10 uM) 1 pl Elongation - sec
c¢DNS (3.4.3) 3ul

Als intrazelluldres Referenzgen wurde das 18S-rRNS-Gen verwendet, das nahezu
gleichmédfig exprimiert wird. Die Expression eines bestimmten Gens X ldsst sich damit

zwischen zwei Proben A und B wie folgt vergleichen:

Relative Expression von Gen X bei Probe A und Probe B

—[ (cT Genx _CT 18s )= (CT Gen X _CT 18s ) |
= 2 Probe A Probe A Probe B Probe B

Folgende von der Firma Operon (Koln) bezogene Oligonukleotide wurden zur relativen

Quantifizierung der verschiedenen Transkripte in einer Real-Time-PCR eingesetzt:

Hiflo fwd. ACT GGT GGC TCA CTA CCT AA

Hifla rev. CTG TCT GTG ATC CAG CAT TA

LOX fwd. ACATCCTGT GACTAT GGCTACC
LOX rev. CTG GGG TTT ACACTGACCTITA
MMPI fwd. GAT GAA AGG TGG ACC AACAATTT
MMPI rev. CCA AGA GAA TGG CCG AGT TC
TIMP1 fwd. TCG TGG CTC CCT GGA ACA

TIMP1 rev. CCA ACA GTG TAG GTCTTG GTG AAG
18sRNS fwd. GCC GCT AGA GGT GAAATTCITG
18sRNS rev. CAT TCT TGG CAA ATG CTT TCG
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3.4.4.2 Bestimmung des Gehalts der mitochondrialen Common Deletion mittels
quantitativer Real-Time-PCR

Die Quantifizierung der Common Deletion im mitochondrialen Genom erfolgte, wie in Koch

et al., 2001 beschrieben mittels quantitativer Real-Time-PCR:

1x PCR-Ansatz PCR-Programm

H,O 1,75 ul 50°C 2 min
Sybr Green with ROX 13 ul Denaturierung | 95°C 10 min
Primer forward (10 pM) 0,125 pl Denaturierung | 95°C 15 cor
Primer reverse (10 pM) 0,125 pl Hybridisierung [ $0° 50 Zyklen

DNS (100 ng/10 ul) 10 ul Elongation i ens

Um die mitochondriale Deletion in Relation zur Gesamtzahl der vorhandenen mtDNS
Molekiile zu bestimmen wird zusétzlich ein Stiick mtDNS als ,,interner Standard* aus einer
Region amplifiziert, die sich durch hohe Stabilitdt auszeichnet. Die absolute Anzahl der
deletierten bzw. der gesamten mtDNS Molekiile kann dann durch Vergleich mit
Standardkurven bekannter Molekiilzahl mit Hilfe entsprechender Referenzkonstrukte ermittelt

werden.

Folgende Oligonukleotide der Firma Operon (K6ln) wurden zur absoluten Quantifizierung der

verschiedenen Transkripte in der Real-Time-PCR eingesetzt:

IS1 GAT TTG GGT ACC ACC CAA GTATTG
1S2 AAT ATT CAT GGT GGC TGG CAG TA
CDlI ACC CCCATA CTCCTT ACA CTATTCC
CD2 AAG GTA TTC CTG CTA ATG CTAGGCT

36



Material und Methoden

3.5 Biophysikalische Methoden

3.5.1 Messung reaktiver Sauerstoffspezies in lebenden Zellen

Fiir die Messung reaktiver Sauerstoffspezies im Zytosol bzw. in und an den Mitochondrien

wurde ein FluoroMax-1/2-Spektralfluorimeter (SPEX Instruments SA, Grasbrunn) verwendet.

3.5.1.1 Bestimmung des oxidativen Status im Zytosol einer Zelle

Die Anwendung von 2,7 -Dichlorodihydrofluorescein-diacetat (DCFDA) erlaubt eine
Aussage liber den oxidativen Status der Zelle (Halliwell & Whiteman 2004). Wie in Abb. 3.1
gezeigt, akkumuliert das zellpermeable DCFDA im Zytosol der Zelle wo es durch Esterasen
zu 2,7 -Dichlorodihydrofluorescein  (Dichlorofluorescin, DCFH) hydrolisiert wird.
AnschlieBend erfolgt die Oxidation von DCFH durch zellulére reaktive Sauerstoffspezies zum
fluoreszierenden 2°,7 -Dichlorofluorescein (DCF), dessen Fluoreszenz bei 534 nm gemessen

wird und als zytosolischer Marker fiir oxidativen Stress gilt.

2,7 -Dichlorofluorescein (DCF-)

+ Ascorbate
(AH)

2 7'-Dichlorofluorescein (DCF7)

i
OCCH;,
Uptake by cells

—
De-acetyiation by
esterases

2',7-Dichlorodihydrofluorescein diacetate 2 7'-Dichlorodihydroflucrescein

lHOS / ANS

Abb. 3.1: Umwandlung von
DCFDA zum fluoreszierenden
DCF [Quelle: Halliwell and
Whiteman, 2004]

2" 7-Dichlorofluorescein (DGF-) A
DCF*
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Humane dermale Fibroblasten wurden zunichst in 24-well-plates wie unter 3.2.2 beschrieben
bis zur Konfluenz kultiviert. Anschlieend wurden die mit PBS gewaschenen Fibroblasten
mit 100 uM DCFDA in PBS versetzt (500 pl/well). Die Fluoreszenz des durch Oxidation
entstechenden DCF wurde iiber 30 min im Flurometer bei einer Anregungswellenldnge von

488 nm und einer Emissionswellenlénge von 534 nm gemessen.

3.5.1.2 Bestimmung des oxidativen Status in und an den Mitochondrien einer Zelle

Der oxidative Status in und an den Mitochondrien der Zelle wurde mit Hilfe von MitoSox
ermittelt, ein Reagenz, das auf die Mitochondrien der lebenden Zelle gerichtet ist und dort
spezifisch mit Superoxidradikalanionen reagiert.

In 24-well-plates bis zur Konfluenz kultivierte Fibroblasten wurden mit PBS gewaschen und
mit 5 pM MitoSox in PBS (100 pl/well) fiir 10 min bei 37°C im Dunkeln inkubiert. Nach
dreimaligem Waschen der Zellen mit PBS wurde die Fluoreszenz des oxidierten MitoSox bei

580 nm mit einer Anregungswellenlédnge von 510 nm im Flurometer detektiert.

3.5.2 Durchflusszytometrische Analyse

Bei der Durchflusszytometrie werden die zu untersuchenden Zellen zunédchst mit einem
spezifischen Fluorochrom markiert und anschlieBend in einem Durchflusszytometer
(FACScaliburTM-Durchlusszytometer, Becton Dickinson, San Jose, USA) mit Laserlicht der
Wellenldnge 488 nm bestrahlt. Dieses regt die Fluorochrome zur Emission an, die dann
quantifiziert wird. Zusitzlich werden Vorwiértsstreulicht und Seitwértsstreulicht detektiert, die
Informationen {iiber ZellgroBe bzw. Zellgranularitit liefern. Die Auswertung der am
Durchflusszytometer erhaltenen Daten erfolgte mit Hilfe der Programme CELLquest''und

WinMDI™,
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3.5.2.1 Féarbung der Integrinrezeptoruntereinheiten a2 und 1

Zur durchflusszytometrischen Analyse der Integrin-Oberflachenrezeptoren humaner dermaler
Fibroblasten wurden 500.000 Zellen in 100 ul PBS resuspendiert und fiir 10 min bei 4°C mit
dem spezifischen Erstantikorper (1 pg) inkubiert. Nach Zugabe von 4 ml PBS wurden die
Zellen bei 200 g fiir 5 min pelletiert und erneut in 100 pl PBS resuspendiert. Die Inkubation
mit dem Zweitantikorper (1 pg) erfolgte ebenfalls bei 4°C fiir 10 min und wurde durch
Zugabe von 4 ml PBS und Pelletierung der Zellen (200 g, 5 min) beendet. Fiir die Messung
am Durchflusszytometer wurden die pelletierten gefdrbten Zellen in 300 pl PBS

resuspendiert.

3.5.2.2 Bestimmung der Zellvitalitdt mittels Annexin V-PI-Farbung

Die Fiarbung von Zellen mit Annexin V-FITC ermdglicht eine Aussage iiber die Viabilitdt der
Zellen. Charakteristisch fiir das apoptotische Programm einer Zelle ist der Verlust der
Asymmetrie der Plasmamembran. Das Phospholipid Phosphatidylserin (PS) wird in einem
frithen Stadium der Apoptose von der inneren zur duleren Membranseite transloziert, wo es
eine Bindung mit Annexin V, einem Phospholipid-Bindeprotein, eingehen kann. Die
Kopplung von Annexin V an das Fluorochrom FITC ermoglicht daher eine
durchflusszytometrische Detektion apoptotischer Zellen. Die gleichzeitige Farbung der Zellen
mit Propidiumjodid erlaubt zusitzlich eine Unterscheidung von frith- und spét-apoptotischen
Zellen, da eine Férbung der Zellen mit Propidiumjodid erst nach Permeabilisierung der
Zellmembran stattfindet. In einem friihen Apoptose-Stadium sind die Zellen daher positiv fiir
Annexin V aber negativ fiir Propidiumjodid, wihrend tote oder spét-apoptotische Zellen
sowohl mit Annexin V als auch mit Propidiumjodid gefarbt werden.

Zur Detektion der Zellviabilitdt durch Annexin V-FITC-PI-Farbung wurde das ,,Annexin V-
FITC Apoptosis Detection Kit I der Firma BD Pharmingen'" gemé$ den Herstellerangaben
verwendet. Die mit PBS gewaschenen Zellen wurden gezéhlt und in 100pul 1x Binde-Puffer
resuspendiert (1 Mio. Zellen/ml). Die Farbung erfolgte mit 5 ul Annexin V-FITC und 5 pl
Propidiumjodid in einer Inkubation fiir 15 min bei Raumtemperatur im Dunkeln. Nach
Zugabe von 400 pl 1x Binde-Puffer kann die Viabilitit der Zellen anschlieBend innerhalb

einer Stunde durchflusszytometrisch analysiert werden.
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3.6 Histochemische Methoden

3.6.1 Immunochemische Farbung von Gefrierschnitten

3.6.1.1 Anfertigung von Gefrierschnitten

Zur Anfertigung von Gefrierschnitten eines dermalen Hautdquivalents wurde mit Hilfe einer
sterilen Prdparationsschere ein kleines Stiick aus der Mitte des mit PBS gewaschenen
Aquivalents herausgeschnitten. AnschlieBend wurde das Aquivalent mit Einbettmedium
umgeben, in fliissigem Stickstoff schockgefroren und bis zur Analyse bei -80°C gelagert. Mit
Hilfe eines Kryotoms (Leica CM3050 S Cryostat) wurden 6 um dicke Querschnitte des
dermalen Hautdquivalents angefertigt. Nach Fixierung der auf einen Objekttréger iiberfiihrten
Gefrierschnitte durch Inkubation in eiskaltem Aceton fiir 10 min bei -20°C konnten die

Schnitte bis zur weiteren Verwendung bei +4°C gelagert werden.

3.6.1.2 Firbung von Vimentin an Gefrierschnitten dermaler Aquivalente

Zur Qualitdtskontrolle dermaler Hautdquivalente erfolgte die Analyse von Zelldichte und
Verteilung der Fibroblasten im Aquivalent durch Anfirbung von Vimentin, einem Protein im
Zytoskelett der Fibroblasten. Die Farbung wurde immunochemisch an Gefrierschnitten
dermaler Aquivalente durchgefiihrt. Vor Beginn der Vimentin-Firbung wurden die bei +4°C
gelagerten Gefrierschnitte kurz bei Raumtemperatur getrocknet und dann zweimal fiir je 5
min mit PBS gewaschen. Nach Inkubation mit dem spezifischen gegen Vimentin gerichteten
Erst-Antikorper fiir 30 min bei Raumtemperatur wurden die Gefrierschnitte wiederum
zweimal fiir je 10 min mit PBS gewaschen. Die Visualisierung des Erstantikorpers erfolgt mit
dem LSAB2-System (Dako Cytomation) entsprechend den Herstellerangaben. Dieses System
besteht aus drei aufeinander folgenden Inkubationsschritten von jeweils 10 min. Nach der
ersten Inkubation mit dem biotinylierter Zweitantikorper erfolgt als zweites eine Inkubation
mit Streptavidin-gekoppelter alkaliner Phosphatase, die das im dritten Inkubationsschritt

zugegebene Substratchromogen zum roten Fuchsin umsetzt. Zur Gegenfarbung der Zellkerne
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der Fibroblasten wurden die Gefrierschnitte fiir 3 min bei Raumtemperatur mit
Propidiumjodid gefédrbt und erneut zweimal fiir je 5 min mit PBS gewaschen. Abschlie3end
wurden die Gefrierschnitte mit Eindeckelmedium iiberschichtet und die Farbung mit Hilfe

eines Mikroskops (Olympus BX60) detektiert.
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4 Ergebnisse

4.1 KSS-Fibroblasten unterscheiden sich genetisch, physiologisch
und morphologisch von Kontroll-Fibroblasten

Der Zusammenhang zwischen mitochondrialen DNS-Mutationen, oxidativem Stress und
alterungsassoziierten zelluldren Verdnderungen wurde in dieser Arbeit mit Hilfe von mtDNS
geschidigten Fibroblasten untersucht. Dafiir wurden Fibroblasten von Patienten mit Kearns-
Sayre-Syndrom charakterisiert, einer mitochondrialen Erkrankung, die mit dem Auftreten von
mtDNS-Deletionen assoziiert ist. Als Kontroll-Zellen wurden Fibroblasten von gesunden,

altersgleichen Spendern verwendet.

4.1.1 KSS-Fibroblasten besitzen einen konstitutiv hoheres Gehalt an
Common Deletion als Kontroll-Fibroblasten

Um die Integritit des mitochondrialen Genoms in KSS- und Kontroll-Fibroblasten zu
analysieren, wurde exemplarisch der Gehalt der mitochondrialen Common Deletion bestimmt,
die als Biomarker fiir das Vorhandensein von weiteren mtDNS-Deletionen gilt. Die KSS-
Fibroblasten zeigten in ihrer mitochondrialen DNS einen intrinsisch hohen Gehalt dieser
mtDNS-Deletion, wie mittels quantitativer Real-Time-PCR iiberpriift wurde.

Abb. 4.1.A zeigt den auf die gesamte mtDNS bezogenen prozentualen Anteil Common
Deletion tragender mtDNS-Molekiile der von zwei KSS-Patienten isolierten Fibroblasten
(KSS95 und KSS96). Wihrend der Kultivierung dieser Fibroblasten im Monolayer war zu
Beginn eine deutliche Reduktion des Deletionsgehalts zu erkennen. In Passage 4 trugen
durchschnittlich 3,7% (KSS95) bzw. 12,8% (KSS96) der gesamten mtDNS-Molekiile die
Common Deletion, wéahrend in Passage 11 nur noch ein Gehalt von durchschnittlich 0,8%
(KSS95) bzw. 1,2% (KSS96) quantifizierbar war. Dies entsprach einer Abnahme der
Common Deletion tragenden mtDNS-Molekiile um 78,4% (KSS95) bzw. 90,6% (KSS96). Im

Gegensatz zu dieser initial starken Reduktion des Deletionsanteils fand im weiteren Verlauf
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der Kultivierung nur noch eine Reduktion der quantifizierten mtDNS-Deletion um 37,5%
(KSS95) bzw. 66,7% (KSS96) statt. In Passage 18 besaBen demnach durchschnittlich 0,5%
(KSS95) bzw. 0,4% (KSS96) der mtDNS-Molekiile die Common Deletion. Im Gegensatz zu
diesem konstitutiv hohen Anteil Common Deletion tragender mtDNS-Molekiile bei KSS-
Fibroblasten war in den Kontroll-Fibroblasten von gesunden, altersgleichen Spendern nur ein
geringer Basislevel der Common Deletion vorhanden (Abb. 4.1.B). Unabhédngig von der
Passage trugen durchschnittlich weniger als zwei von einer Million mtDNS-Molekiilen diese
mtDNS-Deletion. Damit unterschied sich der in den Kontroll-Fibroblasten detektierte
Basisgehalt der Common Deletion um den Faktor 10* von dem in KSS-Fibroblasten

detektierten Gehalt.
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Abb. 4.1: Quantifizierung der mitochondrialen Common Deletion in KSS- und Kontroll-
Fibroblasten wihrend der Kultivierung im Monolayer Gezeigt ist der Anteil Common Deletion
tragender mtDNS-Molekiile in KSS-Fibroblasten (A) und Kontroll-Fibroblasten (B) bezogen auf die
Gesamtzahl der vorhandenen mtDNS-Molekiile in ppm; der Anteil wurde mittels quantitativer Real-
Time-PCR bestimmt; pro Passage ist jeweils ein Mittelwert + Standardabweichung dargestellt (n=3)

4.1.2 KSS-Fibroblasten besitzen einen hoheren Gehalt an reaktiven
Sauerstoffspezies als Kontroll-Fibroblasten

Nachdem verschiedene Arbeiten eine Assoziation von mtDNS-Deletionen und gesteigertem
oxidativen Stress nahe gelegt haben (Wei et al. 2001; Jou ef al. 2005), wurde der oxidative
Status der mtDNS-geschiadigten KSS-Fibroblasten im Vergleich zum oxidativen Status der
Kontroll-Fibroblasten analysiert. Der Gehalt an ROS wurde zum einen in und an den

Mitochondrien (MitoSox) und zum anderen im Zytosol (DCFDA) der Fibroblasten mittels
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Fluoreszenzmessungen quantifiziert. Abb. 4.2 zeigt den Gehalt reaktiver Sauerstoffspezies in
KSS-Fibroblasten als prozentuale Menge der in den Kontroll-Fibroblasten detektierten ROS.
Sowohl in und an den Mitochondrien als auch im Zytosol wurden bei den KSS-Fibroblasten
signifikant mehr reaktive Sauerstoffspezies detektiert als in den Kontroll-Fibroblasten. KSS-

Fibroblasten sind somit im Vergleich zu Kontroll-Fibroblasten einem verstirkten oxidativen

Stress ausgesetzt.
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Abb. 4.2: Quantifizierung reaktiver Sauerstoffspezies in Kontroll- und KSS-Fibroblasten Die
Quantifizierung erfolgte mit einem Flurometer nach Fluoreszenzfirbungen der Zellen mit MitoSox
(A, Mitochondrien) und DCFDA (B, Zytosol); gezeigt ist jeweils der Mittelwert = Standardabweichung
(n=4, **p<0,01); in jedem Experiment wurde die Fluoreszenz der Fibroblasten von zwei gesunden
Spendern (F102, F107) und von zwei KSS-Patienten (KSS95, KSS96) iiber einen Zeitraum von 30 min

detektiert

4.1.3 KSS-Fibroblasten unterscheiden sich in ihrer Morphologie von
Kontroll-Fibroblasten

Es ist bekannt, dass sich in vitro gealterte Fibroblasten in ithrer Morphologie von jungen
Fibroblasten unterscheiden (Hutter et al. 2004). Da der erhohte Gehalt der mitochondrialen
Common Deletion und die vermehrt detektierten ROS in den KSS-Fibroblasten auf einen
seneszenten Phédnotyp dieser Zellen hindeuten konnten, wurde ebenfalls die Morphologie

dieser Zellen untersucht. Ein Vergleich der KSS-Fibroblasten mit Passagen-gleichen
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Kontroll-Fibroblasten wies deutliche Unterschiede auf. Abb. 4.3 zeigt das Zytoskelett der
Zellen nach Féarbung der Aktin- und Tubulinfasern. Wéhrend die Kontroll-Fibroblasten die fiir
ithren Zelltyp charakteristische lang gestreckte spindelférmige Morphologie aufwiesen, waren
die KSS-Fibroblasten deutlich grofer und besalen weniger der fiir Fibroblasten typischen
Zellfortsitze.

A. Kontroll-Fibroblasten B. KSS-Fibroblasten

Aktin

Tubulin

Abb. 4.3: Morphologie von Kontroll- und KSS-Fibroblasten Die Aktin- und Tubulinfasern des
Zytoskeletts von Kontroll-Fibroblasten (A) und KSS-Fibroblasten (B) wurden 48 h nach Aussaat der
Zellen auf Glasplédttchen immunhistochemisch angeférbt; eine Gegenfarbung der Zellkerne erfolgte mit
DAPI; gezeigt ist ein reprasentatives Ergebnis (n=2)

Auch die Eigenfluoreszenz der KSS-Fibroblasten unterschied sich von der der Kontroll-
Fibroblasten, wie durchflusszytometrisch analysiert wurde (Abb. 4.4). Sowohl bei 525 nm als
auch bei 575nm und 675nm zeigten die KSS-Fibroblasten eine deutlich breitere

Fluoreszenzverteilung, deren Maximum eine stirkere Fluoreszenzintensitét belegt.

525 nm 575 nm 675 nm
Normale Fibroblasten Normale Fibroblasten

1642
1642
1642

Normale Fibroblasten

KSS-Fibroblasten KSS-Fibroblasten KSS-Fibroblasten

Abb. 4.4: Eigenfluoreszenz von Kontroll- und KSS-Fibroblasten Gezeigt ist die im
Durchflusszytometer bestimmte Eigenfluoreszenz von Kontroll-Fibroblasten und KSS-Fibroblasten bei
525 nm, 575 nm und 675 nm (n=2)
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Zur genaueren Analyse der erhohten Eigenfluoreszenz der KSS-Fibroblasten wurde weiterhin
die Granularitit der Zellen untersucht, da bereits bekannt ist, dass es in alternden Zellen zur
Akkumulation von unldslichem, fluoreszierendem Material kommen kann (Grune 2000; Yin
1996). Im Lichtmikroskop zeigten die KSS-Fibroblasten kleine Granula, die im Vergleich
dazu in den Passagen-gleichen Kontroll-Fibroblasten nicht zu erkennen waren (Abb. 4.5.A).
Auch eine durchflusszytometrische Analyse (Abb. 4.5.B) bestétigt, dass die Population der
KSS-Fibroblasten deutlich mehr Zellen hoher Granularitidt enthdlt (Side Scatter) als die
Population der Kontroll-Fibroblasten. Die stirkere Eigenfluoreszenz der KSS-Fibroblasten

konnte also auf die erhOhte Granularitit dieser Zellen zuriickzufithren sein.

[ %

A. Kontroll-Fibroblasten KSS-Fibroblgsten ,

> 24
45
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B. Kontroll-Fibroblasten KSS-Fibroblasten

1023
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Side Scatter
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u] 1023 ul 1023
Forward Scatter Forweard Scatter

Abb. 4.5: Granularitit von Kontroll- und KSS-Fibroblasten (A) Lichtmikroskopische Analyse von
Kontroll- und KSS-Fibroblasten; (B) Durchflusszytometrische Analyse von Kontroll- und KSS-
Fibroblasten; gezeigt ist ein reprasentatives Beispiel (n=8)
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4.2 Etablierung und Modifikation eines Modellsystems dermaler
Hautiquivalente

Um den Zusammenhang zwischen mitochondrialen DNS-Mutationen, oxidativem Stress und
alterungsassoziierten zelluldiren Verdnderungen mit Hilfe von mtDNS-geschiadigten
Fibroblasten und gesunden Kontroll-Fibroblasten zu untersuchen, wurde in dieser Arbeit ein
dermales Hautdquivalentmodell verwendet. In diesem dreidimensionalen Modellsystem
kontrahieren humane dermale Fibroblasten ein Kollagengel, in welchem sie anschliefend in
einer ihrer natiirlichen Situation &dhnlichen Umgebung fiir drei Wochen kultiviert werden
konnen. Das hier verwendete dermale Hautdquivalentmodell wurde im Rahmen dieser Arbeit
basierend auf den von L'Oréal in einer Kooperation bereitgestellten Techniken zunichst mit
normalen humanen Fibroblasten in unserem Labor etabliert und anschlieBend durch den

Einbau von KSS-Fibroblasten modifiziert.

4.2.1 Kontraktion und Kultivierung dermaler Hautiquivalente mit
normalen humanen Fibroblasten

Zur Synthese dermaler Hautiquivalente wurden humane dermale Fibroblasten mit nativen
Kollagenfasern gemischt, die sie dann zu einem dreidimensionalen Kollagengel umbauten.
Wihrend dieses Vorgangs fand eine Kontraktion des Kollagengels statt, die nach insgesamt
vier Tagen abgeschlossen war (Abb. 4.6.A). Abb. 4.6.B zeigt exemplarisch ein dermales
Aquivalent zu verschiedenen Zeitpunkten der Kontraktionsphase. Zu Beginn war das
Kollagengel nahezu durchsichtig (0 h), aber im Verlauf der Kontraktion wurde es zunehmend
undurchsichtiger (6 h), bis es schlieBlich vollkommen blickdicht war. Bereits innerhalb der
ersten sechs Stunden reduzierte sich die Fliche des Kollagengels bei Verwendung normaler
humaner Fibroblasten in einer initialen Kontraktionsphase von 19,6 cm® um durchschnittlich
27,6% auf 14,2+ 1,3 cm’. Nach vier Tagen war die EndgroBe des Aquivalents erreicht, die
mit 3,2 + 0,2 cm” nur noch durchschnittlich 16,3% der Ausgangsgrofe betrug.
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Abb. 4.6: Kontraktion dermaler Hautéiquivalente mit normalen humanen Fibroblasten

(A) Kontraktionsverlauf bei der Synthese dermaler Agquivalente; pro Zeitpunkt ist ein
Mittelwert + Standardabweichung dargstellt (n=8); (B) GroBe eines Aquivalents zu Beginn der
Aquivalentsynthese bzw. nach 6, 24 und 96 h; gezeigt ist ein reprisentatives Beispiel (F102 P10)

Nach Abschluss des Kontraktionsvorgangs konnten die humanen dermalen Fibroblasten im

dermalen Hautidquivalent fiir drei weitere Wochen kultiviert werden, wie anhand von

histochemischen Farbungen iiberpriift wurde (Abb. 4.7). Die Fiarbung von Vimentin im

Zytoskelett der Fibroblasten zeigte, dass iiber den untersuchten Zeitraum von drei Wochen

keine Verdnderungen in Zelldichte oder Zellverteilung detektiert werden konnten.

Woche 1

Woche 3

Abb. 4.7: Immunochemische Firbung normaler dermaler Fibroblasten im dermalen
Hautéquivalent wiihrend einer Kultivierung von drei Wochen nach Abschluss der Kontraktion
Zur Kontrolle von Zelldichte und Zellverteilung wurde ein 6 pm dicker Gefrierschnitt des dermalen
Aquivalents nach Abschluss der Kontraktionsphase (Tag 4) sowie 1, 2 und 3 Wochen spiter mit einem

Vimentin spezifischen Antikdrper und Propidiumiodid geférbt; gezeigt ist jeweils ein reprisentatives
Ergebnis (n=5)
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4.2.2 Kontraktion und Kultivierung dermaler Hautiquivalente mit
mtDNS-geschidigten KSS-Fibroblasten

Um die Bedeutung mitochondrialer Deletionen fiir die Hautalterung zu analysieren, wurde das
etablierte Hautdquivalentmodell durch den FEinbau von mtDNS-geschidigten KSS-
Fibroblasten modifiziert. Dafiir wurde zundchst iiberpriift, ob derart geschadigte Fibroblasten
iiberhaupt in der Lage sind, ein Typ I Kollagengel zu einem dermalen Aquivalent zu
kontrahieren. Wie Abb. 4.8 zeigt, fand bei der Synthese dermaler Hautéquivalente auch bei
Einsaat Common Deletion tragender KSS-Fibroblasten eine Kontraktion des
dreidimensionalen Kollagengels innerhalb von vier Tagen statt. In einer initialen
Kontraktionsphase von sechs Stunden reduzierte sich die Flache der Kollagengele von 19,6
cm? um durchschnittlich 76,5% auf 4,6 + 0,2 cm?. Mit einer Grof3e von 2,6 + 0,2 cm? betrug
die Fliche der dermalen Aquivalente nach vier Tagen nur noch durchschnittlich 13,2% der

Ausgangsgrofie.
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Abb. 4.8: Kontraktion dermaler Hautiiquivalente mit mtDNS-geschiidigten KSS-Fibroblasten
(A) Kontraktionsverlauf bei der Synthese dermaler Aquivalente; pro Zeitpunkt ist ein
Mittelwert + Standardabweichung dargstellt (n=8); (B) GroBe eines Aquivalents zu Beginn der
Aquivalentsynthese bzw. nach 6, 24 und 96 h; gezeigt ist ein reprisentatives Beispiel (KSS95 P10)
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Auch bei Modifikation des dreidimensionalen Modellsystems dermaler Hautdquivalente
durch den Einbau von KSS-Fibroblasten konnten diese nach Abschluss der Kontraktionsphase
fiir drei weitere Wochen kultiviert werden, wie durch immunhistochemische Analyse von
Gefrierschnitten nachgewiesen wurde. Abb. 4.9 zeigt die Fiarbung der Fibroblasten im
Querschnitt des dermalen Aquivalents mit einem gegen Vimentin gerichteten Antikdrper.
Sowohl am Tag 4 nach Abschluss der Kontraktionsphase als auch nach einer Kultivierung der
KSS-Fibroblasten fiir weitere drei Wochen war eine gleichméBige Verteilung der Fibroblasten

zu erkennen.

Woche 2 Woche 3

Abb. 4.9: Immunochemische Firbung mtDNS-geschidigter KSS-Fibroblasten im dermalen
Hautéiquivalent wihrend einer Kultivierung von drei Wochen nach Abschluss der Kontraktion
Zur Kontrolle von Zelldichte und Zellverteilung wurde ein 6 pm dicker Gefrierschnitt des dermalen
Aquivalents nach Abschluss der Kontraktionsphase (Tag 4) sowie 1, 2 und 3 Wochen spiéter mit einem
Vimentin spezifischen Antikorper und Propidiumiodid gefirbt; gezeigt ist jeweils ein représentatives
Ergebnis (n=5)

4.2.3 Der Gehalt der mitochondrialen Common Deletion bleibt wihrend
der Kultivierung von Fibroblasten im dermalen Aquivalent konstant

Da es moglich ist, ein dermales Hautdquivalent durch den Einbau von mtDNS-geschédigten
KSS-Fibroblasten zu modifizieren, ist dieses Modell ein geeignetes System, um die
Bedeutung mitochondrialer Mutationen im Alterungsprozess zu untersuchen. Die
Besténdigkeit der mitochondrialen Mutation der Fibroblasten sowohl bei der Synthese als
auch wihrend der Kultivierung des Hautédquivalents ist dabei von entscheidender Bedeutung.
Daher wurde mittels quantitativer Real-Time-PCR {iiberpriift, ob sich der Anteil Common
Deletion tragender mtDNS-Molekiile beim Einbau der KSS-Fibroblasten bzw. wihrend ihrer
Kultivierung im dermalen Hautdquivalent dndert (Abb. 4.10.A). Ein Vergleich des Gehalts
der mitochondrialen Common Deletion in den KSS-Fibroblasten vor Einbau in ein
dreidimensionales Kollagengel (Tag 0) und nach Ende der Kontraktionsphase (Tag 4) zeigte,
dass der Anteil deletierter mtDNS-Molekiile wihrend der Kontraktion des dermalen

Aquivalents nahezu konstant blieb. Auch wihrend einer dreiwdchigen Kultivierung der KSS-
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Fibroblasten im dreidimensionalen Kollagengel (Woche 1, Woche 2, Woche 3) dnderte sich
der Gehalt der Common Deletion im Vergleich zum Ausgangswert (Tag 0) nicht wesentlich.
Dieser Befund zeigte einen deutlichen Unterschied zur Kultivierung der Fibroblasten im
Monolayer, bei der eine deutliche Reduktion des Anteils Common Deletion tragender

mtDNS-Molekiile quantifiziert wurde (Abb. 4.1.A).
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Abb. 4.10: Quantifizierung der Common Deletion in KSS- und Kontroll-Fibroblasten wihrend der
Kultivierung im dermalen Aquivalent iiber drei Wochen Gezeigt ist der Anteil Common Deletion
tragender mtDNS-Molekiile in KSS-Fibroblasten (A) und Kontroll-Fibroblasten (B) bezogen auf die
Gesamtzahl der vorhandenen mtDNS-Molekiile in ppm; gezeigt ist jeweils ein représentatives Beispiel
(n=2); pro Zeitpunkt wurde der Anteil Common Deletion tragender mtDNS-Molekiile in drei
Aquivalenten jedes Zelltyps mittels Real-Time-PCR quantifiziert; dargestellt ist jeweils der Mittelwert
+ Standardabweichung (n=3)

Analog dazu wurde iiberpriift, ob auch der verhéltnisméBig geringe Basislevel der Common
Deletion, der in den Kontroll-Fibroblasten detektiert wurde (Abb. 4.1.B), wihrend einer
Kultivierung dieser Fibroblasten im dermalen Aquivalent konstant bleibt (Abb. 4.10.B).

Der Gehalt der mitochondrialen Common Deletion in den Kontroll-Fibroblasten vor Einbau
in ein dreidimensionales Kollagengel (Tag 0) und nach Ende der Kontraktionsphase (Tag 4)
zeigte auch hier keine signifikante Anderung. Ebenso ist wihrend einer dreiwdchigen
Kultivierung der Kontroll-Fibroblasten im dreidimensionalen Kollagengel (Woche 1, Woche

2, Woche 3) keine wesentliche Anderung des Common Deletion Gehalts zu detektieren.
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4.3 KSS-Fibroblasten kontrahieren ein Kollagengel schneller als
Kontroll-Fibroblasten

Ein Vergleich der Synthese dermaler Aquivalente mit Kontroll-Fibroblasten von gesunden
Spendern und Fibroblasten von altersgleichen Patienten mit Kearns-Sayre-Syndrom zeigte
einen deutlichen Unterschied im Kontraktionsverlauf des dreidimensionalen Kollagengels. In
Abb. 4.11.A ist der Kontraktionsverlauf dermaler Aquivalente mit Kontroll-Fibroblasten im
Vergleich zum Kontraktionsverlauf mit Passagen-gleichen KSS-Fibroblasten dargestellt.
Bereits nach zwei Stunden war ein signifikant gesteigertes Kontraktionsvermogen der KSS-
Fibroblasten zu erkennen, das dariiber hinaus auch an allen spéter untersuchten Zeitpunkten
detektiert werden konnte. In einer initialen Kontraktionsphase von sechs Stunden reduzierte
sich die Fliche der KSS-Aquivalente um durchschnittlich 80,4% auf 3,8 + 0,6 cmz, wihrend
die Aquivalente mit Kontroll-Fibroblasten sich mit 10,5 + 2,7cm’ erst um durchschnittlich
46,4% der Ausgangsgrofle verringert hatten. In Abb. 4.11.B ist die unterschiedliche GroBe der
dermalen Aquivalente mit Kontroll- bzw. KSS-Fibroblasten zum exemplarischen Zeitpunkt

von sechs Stunden nach Kontraktionsbeginn dargestellt.
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Abb. 4.11: Kontraktionsunterschied dermaler Hautéiquivalente mit Kontroll- und KSS-Fibroblasten
(A) Kontraktionsverlauf dermaler Aquivalente mit Kontroll- und KSS-Fibroblasten; gezeigt ist ein
reprasentatives Beispiel (n=8); in jedem Experiment wurden Fibroblasten von zwei gesunden Spendern
(F102, F107) und von zwei KSS-Patienten (KSS95, KSS96) verwendet; pro Zelltyp wurde die Kontraktion
von drei Aquivalenten detektiert; gezeigt ist jeweils der Mittelwert + Standardabweichung (*p<0,5)

(B) GroBe dermaler Aquivalente mit Kontroll- und KSS-Fibroblasten 6 h nach Kontraktionsbeginn; gezeigt
ist jeweils ein reprisentatives Aquivalent (n=8)

53



Ergebnisse

4.4 ROS haben einen Einfluss auf den Kontraktionsunterschied
zwischen Kontroll- und KSS-Fibroblasten

KSS-Fibroblasten, die einen konstitutiv hohen Gehalt der mitochondrialen Common Deletion
aufwiesen, kontrahierten ein dreidimensionales Kollagengel schneller als Kontroll-
Fibroblasten von gesunden Spendern.

Es ist bekannt, dass Mutationen im mitochondrialen Genom mit einer vermehrten Produktion
reaktiver Sauerstoffspezies assoziiert sein kdnnen (Wei et al. 2001; Jou et al. 2005) und auch
die hier verwendeten Common Deletion tragenden KSS-Fibroblasten waren im Vergleich zu
normalen Kontroll-Fibroblasten einem erhohten oxidativen Stress ausgesetzt. Da bereits viele
Signalprozesse charakterisiert wurden, an denen ROS beteiligt sind (Allen & Tresini 2000),
ist es denkbar, dass der erhohte oxidative Stress der KSS-Fibroblasten an ithrem stirkeren
Kontraktionsvermogen beteiligt sein konnte. Dabei konnten ROS entweder direkt im
Kontraktionsprozess wirksam werden oder aber zu einer verdnderten Genexpression fiihren,
die ihrerseits eine schnellere Kontraktion ermdglichen konnte. So konnte bereits gezeigt
werden, dass ROS die Kontraktion eines dreidimensionalen Kollagengels durch mesangiale
Nierenzellen stimulieren (Zent et al. 1999). Um zu iiberpriifen, ob die bei den KSS-
Fibroblasten vermehrt detektierten ROS an ihrem schnelleren Kontraktionsvermdgen im
dreidimensionalen Kollagengel beteiligt sind, wurde die Synthese der dermalen Aquivalente

unter anoxischen Bedingungen und unter Zugabe eines Antioxidanz durchgefiihrt.

4.4.1 Der Kontraktionsunterschied zwischen Kontroll- und KSS-
Fibroblasten wird durch anoxische Bedingungen reduziert

Eine Moglichkeit zu untersuchen, inwieweit die bei den KSS-Fibroblasten vermehrt
vorhandenen reaktiven Sauerstoffspezies an dem schnelleren Kontraktionsvermdgen dieser
Zellen im dreidimensionalen Kollagengel beteiligt sind, ist das Kontraktionsverhalten von
KSS- und Kontroll-Fibroblasten unter atmosphirischen Normalbedingungen und unter
anoxischen Bedingungen zu vergleichen. Dieser Vergleich zeigte, dass die Kontraktion
sowohl bei den KSS-Aquivalenten als auch bei den entsprechenden Kontroll-Aquivalenten

mit Kontroll-Fibroblasten durch den Ausschluss von Sauerstoff verlangsamt wurde. Abb. 4.12
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zeigt exemplarisch sechs Stunden nach Kontraktionsbeginn die Grof3e eines KSS- und eines

Kontroll-Aquivalents, das mit bzw. ohne Sauerstoff generiert wurde.

Mit Sauerstoff i 0 \

o .

Normale KSS-
Fibroblasten Fibroblasten

Abb. 4.12: GroBe dermaler Aquivalente mit und ohne Sauerstoff sechs Stunden nach
Kontraktionsbeginn Gezeigt ist jeweils ein reprisentatives Aquivalent (n=3); in jedem Experiment
wurden Fibroblasten von zwei gesunden Spendern (F102, F107) und von zwei KSS-Patienten (KSS95,
KSS96) verwendet; pro Zelltyp wurde die Kontraktion von drei Aquivalenten detektiert

Sowohl mit als auch ohne Sauerstoff war die Kontraktion der KSS- Aquivalente schneller.
Um jedoch eine Aussage dariiber treffen zu konnen, ob sich dieser Kontraktionsunterschied
durch den Ausschluss von Sauerstoff veriindert, wurde die GroBe der KSS-Aquivalente zum
jeweiligen Zeitpunkt auf die GroBe der Kontroll-Aquivalente im korrespondierenden
Experiment normiert. Abb. 4.13 zeigt die prozentuale GroBe der KSS-Aquivalente mit und
ohne Sauerstoff. Bereits zwei Stunden nach Kontraktionsbeginn war die prozentuale Grof3e
der KSS-Aquivalente mit Sauerstoff kleiner als die ohne Sauerstoff. Der innerhalb der ersten
sechs Stunden deutlich sichtbare Kontraktionsunterschied zwischen Kontroll- und KSS-
Aquivalenten ist somit unter anoxischen Bedingungen geringer. Dies deutet darauf hin, dass
der bei den KSS-Fibroblasten detektierte erhohte Gehalt an ROS am schnelleren

Kontraktionsverhalten dieser Zellen im dreidimensionalen Kollagengel beteiligt ist.
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Abb. 4.13: Vergleich des Kontraktionsunterschieds zwischen Kontroll-Fibroblasten und KSS-
Fibroblasten im dermalen Aquivalent mit und ohne Sauerstoff Gezeigt ist jeweils die prozentuale
GroBe der KSS-Aquivalente bezogen auf die GroBe der Kontroll- Aquivalente mit und ohne Sauerstoft;
pro Zeitpunkt sind Mittelwerte + Standardabweichung dargestellt (n=3, *p<0,05) ; in jedem Experiment
wurden Fibroblasten von zwei KSS-Patienten (KSS95, KSS96) und von zwei gesunden Spendern
(F102, F107) verwendet; pro Zelltyp wurde die Kontraktion von drei Aquivalenten mit bzw. ohne
Sauerstoff detektiert

Die Viabilitdt der Zellen unter anoxischen Bedingungen wurde mit Hilfe einer Annexin V -
Propidiumjodid - Farbung iiberpriift. Dafiir wurden die Fibroblasten am Tag 4 nach Ende der
Kontraktion aus den mit und ohne Sauerstoff kontrahierten Aquivalenten mit Hilfe eines
Kollagenaseverdaus isoliert und die Viabilitit der Zellen durchflusszytometrisch iiberpriift.
Abb. 4.14 zeigt den prozentualen Anteil iiberlebender Kontroll- bzw. KSS-Fibroblasten nach
einer Kontraktion im dreidimensionalen Kollagengel mit bzw. ohne Sauerstoff. Der Anteil
apoptotischer Zellen betrug bei den Kontroll- und KSS-Fibroblasten sowohl unter
Normalbedingungen als auch unter anoxischen Bedingungen unter 15%, d.h. es ist kein

Unterschied in der Viabilitdt von KSS- und Kontroll-Fibroblasten zu erkennen.
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Abb. 4.14.: Zellviabilitit von Kontroll- und KSS-Fibroblasten nach Kontraktion dermaler
Aquivalente mit und ohne Sauerstoff Nach Ende der Kontraktion dermaler Aquivalente mit und ohne
Sauerstoff (Tag 4) wurden die Fibroblasten in einem Kollagenaseverdau aus dem Kollagengel isoliert
und mittels Annexin V-PI-Farbung durchflusszytometrisch analysiert
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4.4.2 Der Kontraktionsunterschied zwischen Kontroll- und KSS-
Fibroblasten wird durch Zugabe von PBN reduziert

Um den Befund zu untermauern, dass ROS das Kontraktionsvermdgen von Fibroblasten in
einem Typ 1 Kollagengel beeinflussen, wurde in einem zweiten experimentellen Ansatz die
Kontraktion von Kontroll- und KSS-Fibroblasten in Gegenwart der antioxidativen Substanz
N-tert-Butyl-a-phenylnitron (PBN) untersucht. Wie in Abb. 4.15 ersichtlich, wurde der Gehalt
an ROS im Zytosol bei Zugabe dieser antioxidativen Substanz sowohl bei den Kontroll- als
auch bei den KSS-Fibroblasten auf 77,0 £4,2% bzw. 69,7 + 7,5% reduziert. Der oxidative
Status der Zellen in bzw. an den Mitochondrien dagegen wurde durch Zugabe von PBN nicht

beeinflusst.
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Abb. 4.15: Quantifizierung reaktiver Sauerstoffspezies in Kontroll- und KSS-Fibroblasten mit
und ohne Zugabe der antioxidativen Substanz PBN Die Quantifizierung von ROS erfolgte mit einem
Flurometer nach Fluoreszenzfarbungen der Zellen mit MitoSox (A, Mitochondrien) und DCFDA (B,
Zytosol) mit und ohne Zugabe von 10mM PBN; gezeigt ist jeweils der
Mittelwert + Standardabweichung (n=5, *p<0,5); in jedem Experiment wurde die Fluoreszenz der
Fibroblasten von zwei gesunden Spendern (F102, F107) und von zwei KSS-Patienten (KSS95, KSS96)
iiber einen Zeitraum von 30 min detektiert

Ein Vergleich der Synthese dermaler Aquivalente mit und ohne Zugabe von PBN zeigte
sowohl bei den Kontroll- als auch bei den KSS-Aquivalenten eine Reduktion der
Kontraktionsgeschwindigkeit. Abb. 4.16 zeigt exemplarisch die GroBe der Aquivalente sechs

Stunden nach Kontraktionsbeginn.
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Abb. 4.16: Grofie dermaler Aquivalente mit und ohne PBN sechs Stunden nach Kontraktionsbeginn
Gezeigt ist jeweils ein reprisentatives Aquivalent (n=3); in jedem Experiment wurden Fibroblasten von
zwei gesunden Spendern (F102, F107) und von zwei KSS-Patienten (KSS95, KSS96) verwendet; pro
Zelltyp wurde die Kontraktion von drei Aquivalenten detektiert

Um zu untersuchen, ob sich auch der Kontraktionsunterschied zwischen den Kontroll- und
KSS- Aquivalenten bei Zugabe von PBN indert, wurde wiederum die GroBe der KSS-
Aquivalente ohne bzw. mit PBN auf die GroBe der Kontroll-Aquivalente im
korrespondierenden Experiment normiert. Diese Darstellung der prozentualen Grofe der
KSS-Aquivalente zeigt, dass der Kontraktionsunterschied zwischen Kontroll- und KSS-

Aquivalenten bei Zugabe von PBN geringer wurde (Abb. 4.17).
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Abb. 4.17: Vergleich des Kontraktionsunterschieds zwischen Kontroll- und KSS-Fibroblasten im
dermalen Aquivalent mit und ohne Zugabe der antioxidativen Substanz PBN Gezeigt ist jeweils die
prozentuale GroBe der KSS-Aquivalente bezogen auf die GroBe der Kontroll-Aquivalente ohne und mit
PBN; pro Zeitpunkt sind jeweils Mittelwerte + Standardabweichung dargestellt (n=3, *p<0,05, **p<0,01);
in jedem Experiment wurden Fibroblasten von zwei KSS-Patienten (KSS95, KSS96) und von zwei
gesunden Spendern (F102, F107) verwendet; pro Zelltyp wurde die Kontraktion von drei Aquivalenten
ohne bzw. mit PBN detektiert
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Demnach deutet die Synthese dermaler Aquivalente mit PBN ebenfalls darauf hin, dass der
bei den  KSS-Fibroblasten signifikant erhohte ROS-Level am  schnelleren

Kontraktionsverhalten dieser Zellen im dreidimensionalen Kollagengel beteiligt ist.
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4.5 Welcher molekulare Mechanismus liegt dem ROS-
vermittelten Kontraktionsunterschied zwischen Kontroll- und
KSS-Fibroblasten zugrunde?

Die Beteiligung von ROS am schnelleren Kontraktionsvermdgen mtDNS-geschidigter KSS-
Fibroblasten im dreidimensionalen Kollagengel wirft die Frage auf, welcher molekulare
Mechanismus diesem Zusammenhang zugrunde liegt. Im Folgenden wurde daher untersucht,
welche Faktoren das gesteigerte Kontraktionsvermogen der KSS-Fibroblasten vermitteln

konnten.

4.5.1 KSS-Fibroblasten zeigen im Vergleich zu Kontroll-Fibroblasten
keinen Unterschied in MMP1- oder TIMP1-Expression

Es wire denkbar, dass eine ROS-vermittelte Regulation von Matrixmetalloproteinasen eine
Rolle spielt, da bereits bekannt ist, dass MMPs fiir den Umbau der Matrix wihrend des
Kontraktionsprozesses unerlisslich sind (Scott et al. 1998). Aulerdem konnte bereits gezeigt
werden, dass eine vermehrte Produktion reaktiver Sauerstoffspezies zur Induktion der
Kollagen Typ 1 degradierenden MMP1 fiihrt (Schroeder et al. 2007). Daher wurde die
Expression von MMP1 und dem spezifischen MMP1-Inhibitor TIMP1 bei Kontroll- und
KSS-Fibroblasten analysiert. Abb. 4.18.A zeigt den relativen mRNS-Gehalt von MMP1 und
TIMP1 von Monolayer-KSS-Fibroblasten bezogen auf die Expression dieser Gene in
Monolayer-Kontroll-Fibroblasten. Weder die Expression von MMP1 noch die von TIMP1
zeigte eine unterschiedliche Expression auf mRNS-Ebene zwischen Kontroll- und KSS-
Fibroblasten. Weiterhin wurde der relative Gehalt von MMP1 im Uberstand der Fibroblasten
mittels ELISA detektiert (Abb. 4.18.B). Auch hier ist kein Unterschied zwischen Kontroll-
und KSS-Fibroblasten erkennbar.
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Abb. 4.18: Relative Expression von MMP1 und TIMP1 in Monolayer-Fibroblasten (A) gezeigt ist
die relative mRNS-Expression von MMP1 und TIMP1 in Monolayer-Fibroblasten; nach Isolierung der
RNS aus konfluenten Kontroll- und KSS-Fibroblasten wurde die relative Expression von MMP1 und
TIMP1 auf mRNS-Ebene mittels semi-quantitativer Real-Time-PCR detektiert; als internes Referenzgen
diente die 18sRNS; gezeigt ist jeweils der Mittelwert + Standardabweichung (n=4); in jedem Experiment
wurden Fibroblasten von zwei gesunden Spendern (F102, F107) und von zwei KSS-Patienten (KSS95,
KSS96) verwendet; (B) gezeigt ist der relative Gehalt von MMP1 im Uberstand von Monolayer-
Fibroblasten wurde mittels ELISA detektiert; gezeigt ist jeweils der Mittelwert + Standardabweichung
(n=3); in jedem Experiment wurden Fibroblasten von zwei gesunden Spendern (F102, F107) und von
zwei KSS-Patienten (KSS95, KSS96) verwendet

Da die Expression von MMPs eng mit der Umgebung der Zellen verbunden ist, kann sich die
Expression von Monolayer-Fibroblasten von der Expression von Fibroblasten unterscheiden,
die in ein dreidimensionales Kollagengel eingesdt wurden. Daher wurde ebenfalls die mRNS-
Expression von MMP1 und TIMP1 sowie der Gehalt von MMP1 im Uberstand von
Fibroblasten untersucht, die ein dreidimensionales Kollagengel kontrahierten. Auch sechs
Stunden nach Kontraktionsbeginn, ein Zeitpunkt der phénotypisch groe Unterschiede im
Kontraktionsverhalten von KSS- und Kontroll-Aquivalenten zeigte, war keine Regulation von
MMP1 oder TIMP1 zu erkennen (Abb. 4.19). Eine Beteiligung von MMP1 am ROS-
vermittelten Kontraktionsunterschied zwischen Kontroll- und KSS-Fibroblasten ist daher

unwahrscheinlich.
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Abb. 4.19: Relative Expression von MMP1 und TIMP1 in Fibroblasten eines dermalen
Aquivalents sechs Stunden nach Kontraktionsbeginn (A) gezeigt ist die relative mRNS-Expression
von MMP1 und TIMP1 in Fibroblasten eines dermalen Aquivalents 6 h nach Kontraktionsbeginn; nach
Isolierung der RNS aus Kontroll- und KSS-Fibroblasten eines dermalen Aquivalents wurde die relative
Expression von MMPI1 und TIMP1 auf mRNS-Ebene mittels semi-quantitativer Real-Time-PCR
detektiert; als internes Referenzgen diente die 18sRNS; gezeigt ist jeweils der
Mittelwert + Standardabweichung (n=4); in jedem Experiment wurden Fibroblasten von zwei gesunden
Spendern (F102, F107) und von zwei KSS-Patienten (KSS95, KSS96) verwendet; (B) gezeigt ist der
relative Gehalt von MMP1lim Uberstand von dermalen Aquivalenten 6 h nach Kontraktionsbeginn
wurde mittels ELISA detektiert; gezeigt ist jeweils der Mittelwert + Standardabweichung (n=3); in
jedem Experiment wurden Fibroblasten von zwei gesunden Spendern (F102, F107) und von zwei KSS-
Patienten (KSS95, KSS96) verwendet

4.5.2 KSS- und Kontroll-Fibroblasten besitzen eine vergleichbare
Ausstattung der Integrinuntereinheiten a2 und 1

Fiir eine Umorganisation von Kollagenfasern im Kontraktionsprozess spielen ebenfalls
Integrine als Oberfldchenrezeptoren der Fibroblasten eine wichtige Rolle. Sie ermdglichen
sowohl den Kontakt zwischen Fibroblasten und Kollagenfasern als auch die Kommunikation
der Zellen untereinander. Zusdtzlich fungieren sie als Sensoren, die die Zellen iiber den
Spannungsstatus ihrer dreidimensionalen Umgebung informieren (Hynes 1992). Da bereits
bekannt  ist, dass bei der Kontraktion eines  Typ I Kollagengels  die
Integrinrezeptoruntereinheiten a2 und B1 beteiligt sind (Klein ez al. 1991), wurde untersucht,
ob eine bei KSS- und Kontroll-Fibroblasten unterschiedliche Expression dieser
Untereinheiten den ROS-vermittelten Kontraktionsunterschied dieser Zellen erkldren konnte.
Abb. 4.20 zeigt die durchflusszytometrisch detektierte Expression der beiden Untereinheiten
bei Kontroll- und KSS-Fibroblasten. Unter Beriicksichtigung der Eigenfluoreszenz der
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ungeféarbten Zellen war kein Unterschied in der Integrinexpression der beiden Untereinheiten

a2 und B1 detektierbar.
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Abb. 4.20: Expression der Integrin-Untereinheiten a2 und 1 bei Kontroll- und KSS-Fibroblasten
Mittels durchflusszytometrischer Analyse wurde bei Kontroll- und KSS-Fibroblasten die Ausstattung der
Integrinuntereinheiten 02 (A) und B1 (B) untersucht; gezeigt ist ein reprisentatives Experiment (n=2); in
jedem Experiment wurden Fibroblasten von zwei gesunden Spendern (F102, F107) und von zwei KSS-
Patienten (KSS95. KSS96) verwendet

4.5.3 Eine erhohte Lysyloxidase-Expression ist am gesteigerten
Kontraktionsvermogen der KSS-Fibroblasten beteiligt

Die fiir die Quervernetzung von Kollagenfasern verantwortliche Lysyloxidase spielt fiir den
Kontraktionsprozess eines dreidimensionalen Kollagengels ebenfalls eine wichtige Rolle. Es
ist bereits bekannt, dass eine Inhibition dieses Enzyms die Kontraktion verlangsamt (Woodley
et al. 1991). Um zu tiiberpriifen, ob eine unterschiedliche Regulation von LOX am ROS-
vermittelten schnelleren Kontraktionsvermogen von KSS-Fibroblasten beteiligt sein konnte,

wurde daher die Expression der Lysyloxidase bei Kontroll- und KSS-Fibroblasten verglichen.
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In Abb. 4.21 ist der relative mRNS-Gehalt von LOX von Monolayer-KSS-Fibroblasten
bezogen auf die Expression des Gens in Monolayer-Kontroll-Fibroblasten ersichtlich. Der

mRNS-Gehalt von LOX war in KSS-Fibroblasten deutlich erhoht.

Relative LOX-Expression

Normale KSS-
Fibroblasten  Fibroblasten

Abb. 4.21: Relative mRNS-Expression von LOX in Kontroll- und KSS-Fibroblasten Nach
Isolierung der RNS aus konfluenten Kontroll- und KSS-Fibroblasten wurde die relative Expression von
LOX auf mRNS-Ebene mittels semi-quantitativer Real-Time-PCR detektiert; als internes Referenzgen
diente die 18sRNS; gezeigt ist jeweils der Mittelwert + Standardabweichung (n=4); in jedem
Experiment wurden Fibroblasten von zwei gesunden Spendern (F102, F107) und von zwei KSS-
Patienten (KSS95, KSS96) verwendet

Um zu untersuchen, ob die erhohte mRNS-Expression des fiir die Quervernetzung der
Kollagenfasern verantwortlichen Enzyms LOX am schnelleren Kontraktionsvermdgen der
KSS-Fibroblasten beteiligt ist, wurde die Synthese dermaler Aquivalente bei Zugabe des
LOX-Inhibitors BAPN untersucht. Dabei wurden die behandelten Zellen zusitzlich zur
Applikation von BAPN zum Kontraktionsmedium 36 Stunden mit dem LOX-Inhibitor
vorinkubiert. Abb. 4.22 zeigt die prozentuale GroBe der KSS-Aquivalente ohne bzw. mit
BAPN nach Normierung auf die GroBe der Kontroll-Aquivalente im korrespondierenden
Experiment. Der Kontraktionsunterschied zwischen Kontroll- und KSS-Aquivalenten wurde
bei Zugabe des LOX-Inhibitors BAPN deutlich geringer. Bereits zwei Stunden nach
Kontraktionsbeginn betrug die Fliche der KSS-Aquivalente, die ohne BAPN synthetisiert
wurden nur noch 59,1 + 7,3% der Fliche der Kontroll-Aquivalente, wihrend die Fliche der
KSS-Aquivalente bei Zugabe von BAPN zu diesem Zeitpunkt noch 89,2 + 4,0% der Fliche
der Kontroll-Aquivalente betrug. Dieser Befund deutet darauf hin, dass die erhdhte LOX-
Expression der KSS-Fibroblasten am ROS-vermittelten stirkeren Kontraktionsvermogen

dieser Zellen im dreidimensionalen Kollagengel beteiligt ist.
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Abb. 4.22: Vergleich des Kontraktionsunterschieds zwischen Kontroll- und KSS-Fibroblasten im
dermalen Aquivalent mit und ohne den LOX-Inhibitor BAPN Gezeigt ist jeweils die prozentuale
GroBe der KSS-Aquivalente bezogen auf die GroBe der Kontroll-Aquivalente ohne bzw. mit BAPN; pro
Zeitpunkt sind jeweils Mittelwerte + Standardabweichung dargestellt (n=3, *p<0,5); in jedem Experiment
wurden Fibroblasten von zwei gesunden Spendern (F102, F107) und von zwei KSS-Patienten (KSS95,
KSS96) verwendet; pro Zelltyp wurde die Kontraktion von drei Aquivalenten ohne bzw. mit BAPN
detektiert

Die Viabilitdt der mit BAPN vorinkubierten Kontroll- und KSS-Fibroblasten wurde im
Durchflusszytometer durch Annexin-V-PI-Farbung {berpriift (Abb. 4.23). Der Anteil
apoptotischer KSS- bzw. Kontroll-Fibroblasten betrug auch bei einer Inkubation der Zellen
mit BAPN fiir 36 Stunden unter 10%. Ein Unterschied in der Viabilitit von KSS- und

Kontroll-Fibroblasten ist somit nicht zu erkennen.
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Abb. 4.23: Zellviabilitit von Kontroll- und KSS-Fibroblasten nach Inkubation mit dem LOX-
Inhibitor BAPN 36 h nach Inkubation von Kontroll- und KSS-Fibroblasten mit 10 mM BAPN wurde
die Viabilitdt der Zellen mittels Annexin V-PI-Farbung im Durchflusszytometer analysiert; gezeigt ist
jeweils der Mittelwert + Standardabweichung (n=3)
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Ein wichtiger Transkriptionsfaktor, der die Expression von LOX regulieren kann, ist der
,hypoxia inducible factor 1 (Hifl), ein heterodimerer Transkriptionsfaktor, der fiir die
Transkriptionsregulation sowohl unter hypoxischen Bedingungen als auch bei oxidativem
Stress wichtig ist. In Abb. 4.24 ist die relative mRNS-Expression der Sauerstoff-sensitiven a-
Untereinheit in KSS-Fibroblasten in Bezug zur Hifla-Expression der Kontroll-Fibroblasten
dargestellt. Der mRNS-Gehalt von Hifla in KSS-Fibroblasten zeigte eine Aufregulation
gegeniiber der mRNS-Expression der Kontroll-Fibroblasten. Es ist somit denkbar, dass die
verstirkte LOX-Expression in den KSS-Fibroblasten durch den Transkriptionsfaktor Hifl

reguliert wird.
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Abb. 4.24: Relative mRNS-Expression von Hiflo in Kontroll- und KSS-Fibroblasten Relative
Expression von Hifla in KSS- und Kontroll-Fibroblasten auf mRNS-Ebene; nach Isolierung der RNS aus
konfluenten Kontroll- und KSS-Fibroblasten wurde die relative Expression von LOX auf mRNS-Ebene
mittels semi-quantitativer Real-Time-PCR detektiert; als internes Referenzgen diente die 18sRNS; gezeigt
ist jeweils der Mittelwert + Standardabweichung (n=4); in jedem Experiment wurden Fibroblasten von
zwei gesunden Spendern (F102, F107) und von zwei KSS-Patienten (KSS95, KSS96) verwendet
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5 Diskussion

Der Alterungsprozess, der durch morphologische, funktionale und biochemische
Verdnderungen auf Zell- und Organebene charakterisiert ist, ist zusdtzlich mit dem Auftreten
von mtDNS-Deletionen und einem erhohten oxidativen Stress assoziiert. Ob und inwieweit
eine kausale Verkniipfung zwischen diesen Befunden existiert, ist noch nicht geklart.

Diese Arbeit beschiftigt sich daher mit der Untersuchung des Kausalzusammenhangs von
mtDNS-Deletionen, oxidativem Stress und Alterungsphénotypen. Die vorliegenden Daten
zeigen, dass ein mit mtDNS-Schidigung assoziierter, erhohter oxidativer Stress kausal an der
Verinderung zelluldrer Eigenschaften beteiligt ist und liefern somit wichtige Hinweise bei der
Analyse wie Verdanderungen der mtDNS die Induktion von alterungsassoziierten Prozessen
bewirken konnten. Die vorliegenden Daten bestétigen damit die mitochondriale Theorie des
Alterns, die besagt, dass letztlich eine durch mtDNS-Schéddigung induzierte Akkumulation
oxidativer Schidden Ursache des Alterns ist (Harman 1956). Dies ist von gro3er Bedeutung, da
die bis jetzt gezeigten Befunde, die die mitochondriale Theorie des Alterns unterstiitzen,
ausschlieBlich assoziativer Art sind. Im Gegensatz zur Literatur konnte hier nicht nur gezeigt
werden, dass der in Fibroblasten von Kearns-Sayre-Syndrom Patienten um den Faktor 10*
hohere Gehalt der mitochondrialen Common Deletion mit einer signifikanten Zunahme von
ROS assoziiert ist, sondern auch, dass dieser nahezu doppelt so grofle oxidative Stress zu

zelluldren Verdnderungen fiihrt.

Es ist moglich, dass dieser signifikant erhohte ROS-Gehalt der KSS-Fibroblasten kausal
durch den intrinsisch hohen Gehalt der mitochondrialen Common Deletion verursacht wird,
da der aufgrund der mtDNS-Deletionen entstehende Informationsverlust fiir die Synthese von
Atmungskettenkomplexen zu einer Assemblierung defekter Atmungsketten fiithren kann. Dies
wiederum verursacht eine vermehrte Freisetzung von Elektronen, die die Bildung von ROS
zur Folge haben kann. Dieser Theorie entsprechend ist schon mehrfach gezeigt worden, dass
das Vorhandensein mitochondrialer Deletionen mit einem erhohten oxidativen Stress
assoziiert ist (Wei et al. 2001; Jou et al. 2005). Die im Rahmen dieser Arbeit durchgefiihrten
Untersuchungen lassen jedoch keine Aussage dariiber zu, ob zwischen der mtDNS-
Schéadigung der KSS-Fibroblasten und dem in diesen Zellen signifikant verstirkten
oxidativem Stress ein kausaler oder nur ein assoziativer Zusammenhang besteht. Es wére
ebenfalls denkbar, dass der erhohte ROS-Gehalt zytosolischen Ursprungs ist und nicht

ausschlieBlich auf die Mitochondrien zuriickzufiihren ist. Dieser Hypothese entsprechend

67



Diskussion

konnte bereits gezeigt werden, dass die biochemische Proteasom-Aktivitit in mtDNS-
Deletions-tragenden Zellen von KSS-Patienten vermindert ist (Alemi ef a/. 2007) und eine
Inhibition des Proteasoms in neuronalen Zellen zu einer verstirkten Produktion reaktiver
Sauerstoffspezies fiihrt (Papa et al. 2007). Der Befund, dass nicht nur in bzw. an den
Mitochondrien sondern auch im Zytosol der Gehalt an ROS in den KSS-Fibroblasten nahezu
doppelt so groB ist wie in den Kontroll-Fibroblasten, deutet darauf hin, dass der verstirkte

oxidative Stress sowohl mitochondrialen als auch zytosolischen Ursprungs ist.

Die vorliegenden Daten zeigen eindeutig, dass der in den mtDNS-geschiddigten Fibroblasten
signifikant erhohte oxidative Stress kausal zu zelluliren Verdnderungen fiihrt, wie am
Beispiel der Kontraktionsfahigkeit der Zellen im dreidimensionalen Kollagengel beobachtet
werden konnte. Die KSS-Fibroblasten besitzen im Vergleich zu Kontroll-Fibroblasten mit
einem geringen Basislevel der mitochondrialen Common Deletion ein signifikant stirkeres
Kontraktionsvermdgen. Dieses zeigte sich bereits zwei Stunden nach Kontraktionsbeginn und
konnte dariiber hinaus auch an allen spiter untersuchten Zeitpunkten detektiert werden.

Die Hypothese, dass dieses verdnderte physiologische Verhalten der KSS-Fibroblasten kausal
durch ihren signifikant erhohten oxidativen Stress vermittelt wurde, konnte in zwei
verschiedenen experimentellen Ansédtzen bestitigt werden. Sowohl die Verminderung des
Sauerstoffpartialdrucks als auch die Zugabe des Antioxidanz PBN reduzierte den
Kontraktionsunterschied zwischen KSS- und Kontroll-Fibroblasten. Der Befund, dass PBN
den Gehalt reaktiver Sauerstoffspezies im Zytosol, nicht aber in bzw. an den Mitochondrien
reduziert, zeigt, dass der oxidative Status der Zellen im Zytosol fiir den
Kontraktionsunterschied zwischen KSS- und Kontroll-Fibroblasten entscheidend ist. Auch die
Literatur unterstiitzt die Bedeutung von ROS fiir den Kontraktionsprozess, da gezeigt wurde,
dass ein artifiziell verdnderter oxidativer Status von mesangialen Zellen die Kontraktion eines
dreidimensionalen Kollagengels beeinflusst (Zent et al. 1999). Sowohl die extrazelluldre
Zugabe von ROS in Form von H,0, als auch die intrazelluldre Induktion eines gesteigerten
ROS-Gehalts z.B. durch Inhibition des antioxidativen Enzyms Katalase fiihrte zu einem

gesteigerten Kontraktionsvermdgen der mesangialen Zellen.

Um die Bedeutung einer ROS-vermittelten Anderung der Kontraktionsfihigkeit mtDNS-
geschidigter KSS-Fibroblasten fiir den Prozess der Hautalterung zu charakterisieren, miissen
die molekularen Mechanismen untersucht werden, die den erhohten oxidativen Stress dieser
Zellen in ein schnelleres Kontraktionsvermogen umsetzen. Daher wurden verschiedene

Faktoren untersucht, deren Bedeutung fiir den Kontraktionsprozess bereits gezeigt wurde.
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Es ist bekannt, dass eine Inhibierung von MMPs die Kontraktion eines dreidimensionalen
Kollagengels verlangsamt (Myers & Wolowacz 1998). Daher wurde tiiberpriift, ob eine
unterschiedliche MMP-Ausstattung von KSS- und Kontroll-Fibroblasten am ROS-
vermittelten Kontraktionsunterschied beteiligt sein konnte. Dies ist denkbar, da ebenfalls
gezeigt werden konnte, dass reaktive Sauerstoffspezies mitochondrialen Ursprungs eine
Aufregulation der Kollagen Typ 1 degradierenden MMP1 bewirken kénnen (Schroeder et al.
2007). Den vorliegenden Daten zufolge ist eine Beteiligung von MMP1 am gesteigerten
Kontraktionsvermogen der mtDNS-geschidigten KSS-Fibroblasten jedoch unwahrscheinlich.
In der mRNS-Expression von MMP1 besteht weder bei einer Kultivierung der Fibroblasten
im Monolayer, noch sechs Stunden nach Kontraktionsbeginn des dreidimensionalen
Kollagengels ein Unterschied zwischen KSS- und Kontroll-Fibroblasten. Ebenso zeigt die
mRNS-Expression des MMP1-Inhibitors TIMP1 zu diesen Zeitpunkten keine signifikante
Verdnderung zwischen KSS- und Kontroll-Fibroblasten.

Neben einer vermehrten Expression von MMP1 koénnte auch ein verminderter MMP1-Abbau
in einer erhohten Aktivitit resultieren, so dass ebenfalls der Proteingehalt im Uberstand
iiberpriift wurde. Auch hier war jedoch kein Unterschied zwischen Kontroll- und KSS-
Fibroblasten erkennbar. Um eine Beteiligung von MMP1 am ROS-vermittelten
Kontraktionsvermdgen zwischen KSS- und Kontroll-Fibroblasten allerdings definitiv
ausschlieBen zu konnen, muss die Aktivitdt dieser Proteinase iiberpriift werden. AuBBerdem
gilt zu beriicksichtigen, dass MMP1 nur eine Proteinase der MMP-Familie ist, der Kollagen
Typ 1 als Substrat dient. Auch MMP8 und MMP13 haben unter anderem Kollagen Typ 1 als
Substrat. Um eine Beteiligung der MMP-Familie am stirkeren Kontraktionsvermogen der
KSS-Fibroblasten auszuschlieen, bedarf es daher weiterer Experimente, die die Aktivitat

weiterer Mitglieder der MMP-Familie {iberpriifen.

Neben der Bedeutung von MMPs fiir den Kontraktionsprozess ist ebenfalls gezeigt worden,
dass Integrine als Oberflichenrezeptoren der Fibroblasten fiir diesen Vorgang unerlésslich
sind (Jenkins et al. 1999). Es ist bekannt, dass fiir die Kontraktion eines dreidimensionalen
Kollagen Typ 1 Gels der Integrin- Rezeptorkomplex o2f1 notwendig ist. Durch die hier
vorliegenden Daten konnte jedoch nicht bestitigt werden, dass der Integrinkomplex a2p1 an
dem hier beobachteten ROS-vermittelten Kontraktionsunterschied zwischen KSS- und
Kontroll-Fibroblasten beteiligt ist. Unter Beriicksichtigung der Eigenfluoreszenz von KSS-
und Kontroll-Fibroblasten konnte keine unterschiedliche a2p1-Integrin-Ausstattung gezeigt

werden. Allerdings ist die Integrinexpression mit der Umgebung der Zellen eng verbunden
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(Klein et al. 1991). Um eine Beteiligung dieses Rezeptorkomplexes am
Kontraktionsunterschied ausschlieBen zu koénnen, muss daher zusétzlich die a2f1-Integrin-
Expression der Fibroblasten wéihrend des Kontraktionsprozesses z.B. sechs Stunden nach
Kontraktionsbeginn untersucht werden, ein Zeitpunkt der phianotypisch grofle Unterschiede

im Kontraktionsverhalten zwischen KSS- und Kontroll-Fibroblasten zeigt.

Ein weiterer fiir die Kontraktion entscheidender Faktor ist die fiir die Quervernetzung von
Kollagenfasern verantwortliche Lysyloxidase, deren Inhibition den Kontraktionsprozess
verlangsamt (Woodley et al. 1991). Im Gegensatz zu MMP1 und Integrin a2B1, deren
Beteiligung am ROS-vermittelten Kontraktionsunterschied zwischen KSS- und Kontroll-
Fibroblasten unwahrscheinlich ist, zeigen die vorliegenden Daten, dass dieses Enzym einen
Einfluss auf den Kontraktionsunterschied hat. Ein Vergleich der LOX-Expression von KSS-
und Kontroll-Fibroblasten zeigte eine erhohte mRNS-Expression dieses Enzyms in den KSS-
Fibroblasten. Dieser Befund bestdtigt mit Hilfe von Microarrays gewonnene Ergebnisse der
Literatur, die ebenfalls eine Aufregulation der Lysyloxidase in mtDNS-Deletions-tragenden
Zellen von KSS-Patienten zeigen konnten (Alemi et al. 2007). Die funktionelle Relevanz
dieser verstirkten mRNS-Expression fiir den Kontraktionsunterschied wurde durch die
Synthese von Agquivalenten in Anwesenheit des LOX-Inhibitors BAPN bestitigt. Eine
Inkubation von KSS- und Kontroll-Fibroblasten mit BAPN fiihrte zu einer Verringerung des
Kontraktionsunterschiedes. Dies ldsst die Schlussfolgerung zu, dass dieses Enzym am
stairkeren Kontraktionsvermdgen der KSS-Fibroblasten beteiligt ist. Es sind jedoch
zusitzliche Experimente notwendig, bei denen neben dem LOX-Proteingehalt vor allem die
Aktivitit der Lysyloxidase in KSS- und Kontroll-Fibroblasten mit und ohne den LOX-
Inhibitor BAPN verglichen wird.

Dass die in mtDNS-geschidigten KSS-Fibroblasten verdnderte LOX-mRNS-Expression
sowie die funktionelle Beteiligung dieses Enzyms am Kontraktionsunterschied entscheidende
Hinweise bei der Analyse von alterungsassoziierten Prozessen liefern konnte, wird durch
mehrere Befunde der Literatur unterstiitzt. Es ist beispielsweise bekannt, dass unmittelbar vor
Einsetzten der Seneszenz bei Fibroblasten von Progeria-Patienten eine Aufregulation der
Lysyloxidase beobachtet werden kann, was zu der Hypothese fiihrt, dass die Regulation
dieses Enzyms im Alterungsprozess involviert ist (Sharma et al. 1997). Auch die
immunhistochemische Lokalisation der Lysyloxidase in normaler menschlicher Haut
unterstiitzt ihre mogliche Beteiligung im Prozess der Hautalterung, da gezeigt wurde, dass die

Expression in der Gesichtshaut am hochsten ist (Kobayashi et al. 1994). Da die Gesichtshaut
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im Vergleich zu allen anderen Bereichen der menschlichen Haut deutlich stérker licht-
exponiert ist, konnte dies ein Hinweis darauf sein, das die Regulation der LOX-Expression im

Zusammenhang mit der Lichtalterung der Haut steht.

Die Bedeutung der anhand der LOX-Expression beobachteten Genregulierung der KSS-
Fibroblasten ergibt sich aulerdem aus der Frage, ob diese verdnderte Genexpression der
mtDNS-geschidigten Zellen genau wie ihr gesteigertes Kontraktionsvermogen auf den
erhohten oxidativen Stress zuriickzufiihren sein konnte. Dies ist denkbar, da LOX ein Zielgen
des Transkriptionsfaktors Hifl ist, der nicht nur fiir die Genregulierung unter hypoxischen
Bedingungen, sondern auch bei oxidativem Stress verantwortlich ist (Erler ez al. 2006). ROS
stabilisieren die unter normalen Sauerstoff-Bedingungen abgebaute Hifla-Untereinheit von
Hifl und ermdéglichen so eine Assemblierung von Hifla mit der konstitutiv vorhandenen
Hif1B-Untereinheit. Dadurch kann ein funktionsfahiger Transkriptionsfaktor gebildet werden,
der zu einer positiven Regulation des Zielgens LOX fiihren kann (Erler et al. 2006). Um zu
bestitigen, dass die verdnderte Genexpression der KSS-Fibroblasten auf ihren erhdhten
oxidativen Stress zuriickzufiihren ist, sind jedoch zusitzliche Experimente notwendig, die
eine Stabilisierung von Hifla in den KSS-Zellen zeigen. AuBBerdem muss tiberpriift werden,
ob eine Verminderung des erhohten oxidativen Stresses in den KSS-Fibroblasten die
postulierte Stabilisierung von Hifla sowie die Aufregulation von LOX inhibiert und dies
wiederum zu einer Verminderung des Kontraktionsunterschieds zwischen KSS- und Kontroll-
Fibroblasten fiihrt. Erste Ergebnisse dieser Arbeit bestitigen bereits, dass eine Inkubation der
Fibroblasten mit dem Antioxidanz N-Acetyl-Cystein den mRNS-Expressionsunterschied von
LOX zwischen KSS- und Kontroll-Fibroblasten minimiert. Dieser Befund wird zusétzlich
durch Literaturdaten unterstiitzt, die zeigen konnten, dass eine UVB-induzierte Aufregulation

von Hifla durch Inkubation mit N-Acetyl-Cystein verhindert wird (Rezvani ef al. 2007).

Die Hypothese, dass die in den KSS-Zellen vermehrt detektierten ROS zu einer Stabilisierung
von HIFla und dadurch zu einer Induktion von LOX fiihren, wird weiterhin durch die
positive Regulation weiterer Hifl-Zielgene unterstiitzt. Auch VEGF und Interleukin 8 (IL-8),
beides Zielgene des Transkriptionsfaktors Hifl, werden in den KSS-Fibroblasten verstirkt
exprimiert (personliche Kommunikation mit Dr. M. Majora). Dies ist ein interessanter Aspekt
bei der Analyse der molekularen Zusammenhinge zwischen oxidativem Stress und
Hautalterung, da sowohl VEGF als auch IL-8 im Alterungsprozess von grofler Bedeutung
sind. Ein charakteristisches Merkmal der Hautalterung ist die Neoangiogenese, ein Prozess

der vor allem durch VEGF, aber auch durch IL-8 vermittelt wird. AuBBerdem spielt IL-8 auch
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bei Entziindungsprozessen eine Rolle, die wihrend der Hautalterung beobachtet werden
konnen. So konnte gezeigt werden, dass IL-8 durch UVB induziert wird (Pernet et al. 1999),
was vermuten ldsst, dass IL-8 bei Alterungsprozessen der Haut involviert ist, die durch
vermehrte Sonnenexposition verursacht werden.

Die Bedeutung einer moglichen Hifl-Regulierung in den mtDNS-geschiadigten KSS-
Fibroblasten fiir die Analyse alterungsassoziierter Prozesse wird ebenfalls durch die Rolle von
Hifl in pathologischen Prozessen unterstiitzt. Zum Beispiel wurde in Keratinozyten eine
Induktion von Hifla durch UVB beobachtet, was eine Bedeutung dieses ROS-sensitiven

Transkriptionsfaktors fiir die Lichtalterung der Haut vermuten lésst (Rezvani et al. 2007).

Die hier verwendeten mtDNS-geschidigten KSS-Fibroblasten zeigen nicht nur ein durch
ihren erhohten ROS-Gehalt vermitteltes gesteigertes Kontraktionsvermdgen sowie eine
wahrscheinlich ROS-vermittelte veridnderte Genexpression, sondern unterscheiden sich
auBerdem in ihrer Morphologie von normalen Kontroll-Fibroblasten. Wahrend die Kontroll-
Fibroblasten die fiir diesen Zelltyp charakteristische lang gestreckte, spindelférmige
Morphologie besitzen, zeigen die KSS-Fibroblasten eine trapezformige Zellform und eine
Reduzierung der charakteristischen Zellfortsitze. Dieser Befund unterstiitzt die Idee, die
mtDNS-geschéddigten KSS-Fibroblasten als mogliches Alterungsmodell zu verwenden, da
diese Morphologie dem in der Literatur beschriebenen Seneszenz- Phénotyp von Fibroblasten
entspricht (Hutter et al. 2004; Zwerschke et al. 2003). Es ist demnach denkbar, dass die
mtDNS-geschiadigten KSS-Fibroblasten in vitro gealterten Fibroblasten &hneln, was die
Bedeutung einer mtDNS-Schidigung flir den Alterungsprozess unterstreicht.

Zusitzlich wird dieser moglicherweise Seneszenz-dhnliche Phénotyp durch die beobachtete
erhohte Granularitdt und Eigenfluoreszenz der KSS-Fibroblasten unterstiitzt. Es ist bereits
mehrfach gezeigt worden, dass es in alternden Zellen zur Akkumulation von unldslichem,
fluoreszierendem Material kommt, das als Lipofuszin, Ceroid oder Alters-Pigment-dhnliches
Fluorophor bezeichnet wird (Grune 2000; Yin 1996). Die Entstehung solcher fluoreszierenden
Granula konnte ebenfalls auf den in den KSS-Fibroblasten vermehrten oxidativen Stress
zuriickzufiihren sein. Es wird vermutet, dass ROS an der initialen Bildung von
fluoreszierenden oxidierten bzw. quervernetzten Aggregaten beteiligt sind und somit
entscheidend zu ihrer Entstehung beitragen (Grune 2000; Yin 1992). Der Grund hierfiir ist,
dass die oxidative Schadigung von Proteinen durch ROS die Zugénglichkeit der Proteine fiir
den proteolytischen Abbau verdndern kann, was letztlich zur Aggregation der Substrat-

Proteine fiihrt. Die hier vorliegenden Daten erlauben jedoch keine Aussage dariiber, inwieweit
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die in den KSS-Fibroblasten beobachteten Granula kausal auf den signifikant erhéhten
oxidativen Stress dieser Zellen zuriickzufithren sind. Dennoch konnte ein Vergleich der
Eigenschaften der Seneszenz-dhnlichen KSS-Fibroblasten mit Passagen-gleichen Kontroll-
Fibroblasten interessante Hinweise auf alterungsassoziierte zelluldre Verdnderungen liefern.
Im Gegensatz zu anderen Studien, in denen zunéchst ein Seneszenz-dhnlicher Phianotyp der
Fibroblasten durch eine wiederholte in vitro Passagierung der Zellen induziert werden muss,
konnen die mtDNS-geschidigten KSS-Fibroblasten direkt auf alters-relevante Merkmale
untersucht werden, die moglicherweise mit einem Seneszenz-dhnlichen Phénotyp assoziiert

sind (Hutter et al. 2004).

Es wird deutlich, dass das hier verwendete Modellsystem eines Hautidquivalents erhebliche
Vorteile gegeniiber Untersuchungen an konventionellen zweidimensionalen Zellkulturen oder
in vivo durchgefiihrten Studien liefert.

Ein groBer Vorteil gegeniiber einer konventionellen zweidimensionalen Zellkultur
beispielsweise ist die im Hautdquivalent in vivo &dhnliche Umgebung der kultivierten
Fibroblasten, die in eine Kollagenmatrix eingesét werden, die der extrazelluldren Matrix in
der Dermis der Haut entspricht (Bell et al. 1983). In dieser dreidimensionalen, ihrer
natiirlichen Situation dhnlichen Umgebung konnen die Fibroblasten anschliefend mehrere
Wochen kultiviert werden, wie die hier vorliegenden Daten bestitigen konnten. In einer
konventionellen zweidimensionalen Zellkultur dagegen werden die Fibroblasten in einem
artifiziellen System untersucht, das nicht ihrer natiirlichen Umgebung in der Dermis der Haut
entspricht. Aufgrund der hier fehlenden physiologischen Bedingungen ist eine Aussage iiber
die in vivo Relevanz der in einer konventionellen zweidimensionalen Zellkultur gefundenen
Daten schwierig zu treffen.

Ein Vergleich mit in vivo durchgefiihrten Studien an menschlicher Haut bzw. mit
Tierversuchen zeigt, dass in vivo Studien zwar eine hohe physiologische Relevanz besitzen,
jedoch sowohl mit ethischen Problemen als auch mit Grenzen in der praktischen
Durchfiihrbarkeit verbunden sind. Eine genetische Manipulation der Zellen ist z.B. nur
bedingt im Rahmen von Tierversuchen moglich.

Das hier gewihlte Modellsystem eines Hautidquivalents dagegen umgeht sowohl die mit in
vivo Studien verbundenen Limitationen als auch die in einer konventionellen
zweidimensionalen in vitro Zellkultur fehlende in vivo Relevanz. Trotz der hohen in vivo
Relevanz des Hautidquivalentmodells werden ethische Probleme vermieden und es ist

moglich, das System vielfdltig zu manipulieren. Die vorliegenden Daten beispielsweise
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bestitigen, dass eine Modifikation durch den Einbau von mtDNS-geschéddigten Fibroblasten

moglich ist.

Durch die Wahl des in dieser Arbeit verwendeten Modellsystems eines Hautéquivalents
konnen demnach mtDNS-geschiddigte Fibroblasten in einer ihrer natiirlichen Situation
entsprechenden Umgebung untersucht werden, wodurch vor allem eine Analyse &duflerst
komplexer Zusammenhédnge ermoglicht wird, die im Vergleich dazu in einem artifiziellen
zweidimensionalen Modellssystem bzw. durch in vivo Studien nur schwer durchfiihrbar ist.
Ein Beispiel hierfiir ist die Analyse des ,, Teufelskreises®, der aufgrund von in vivo Studien fiir
das Verhalten von mtDNS-Deletionen postuliert wird (Berneburg et al. 2004). Es konnte
gezeigt werden, dass ein durch repetitive UVA-Strahlung induzierter initial niedriger Gehalt
der mitochondrialen Common Deletion nach Beendigung der Bestrahlung in vivo weiter
zunimmt. Als Ursache wird ein ,,Teufelskreis® postuliert, in dem der Gehalt einer mtDNS-
Schidigung selbstverstirkend im Zuge einer positiven Riickkopplung weiter zunimmt. Der
durch die Deletionen in der mtDNS verursachte Informationsverlust kann zur Expression
defekter Atmungskettenproteine fiihren, die eine defekte Atmungskette oder eine
Verringerung der Atmungskettenkapazitit verursachen konnen und somit eine vermehrte
Elektronen-Freisetzung bedingen. Diese ist mit der Bildung weiterer ROS assoziiert, die
wiederum als zelluldre Noxe zu einer Schidigung der mtDNS fithren kdnnen. Dies bewirkt
letztlich eine Zunahme des Gehalts der mtDNS-Schiadigung wie sie von Berneburg et
al., 2004 in vivo beobachtet werden konnte.

Eine Bestitigung dieses postulierten ,, Teufelskreises mit Hilfe von in vitro Studien ist jedoch
nur moglich, wenn die Zellen in einer moglichst physiologischen Umgebung untersucht
werden, die ein in vivo dhnliches Wachstumsverhalten ermdglicht. Das Wachstumsverhalten
der Zellen ist deshalb von entscheidender Bedeutung bei der Analyse des postulierten
, Teufelskreises™, da eine im Gegensatz zum natiirlichen Verhalten der Zellen verstirkte
Proliferation einen negativen Selektionsdruck verursacht. Dieser konnte eine Akkumulation
von mtDNS-Deletionen verhindern, da die Common Deletion tragenden Fibroblasten
aufgrund eines beeintrichtigten Energiestoffwechsels einem Wachstumsnachteil unterliegen
konnten (Gattermann et al. 1995).

Da die im Monolayer kultivierten Fibroblasten bei Erreichen der Konfluenz regelmiBig
passagiert werden, kommt es zu einer stindigen Proliferation der Zellen und somit zu einem
Selektionsdruck. Dies konnte erkldren, warum die hier vorliegenden Daten wéhrend der

Kultivierung der KSS-Fibroblasten im Monolayer eine Abnahme der Common Deletion mit
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steigender Passagenzahl zeigen. Im Gegensatz dazu blieb der Anteil Common Deletion
tragender mtDNS-Molekiile bei einer Kultivierung der Fibroblasten im dreidimensionalen
Kollagengel konstant. Grund konnte die in vivo dhnliche Umgebung der Fibroblasten im
dreidimensionalen Kollagengel sein, die bewirkt, dass die Zellen ihrem natiirlichen Verhalten
entsprechend weniger proliferieren als im Monolayer.

Die Modifikation des hier verwendeten dermalen Aquivalents durch den Einbau Common
Deletion tragender KSS-Fibroblasten entspricht somit erstmals einem Modell, das mit Hilfe
von Langzeit-Studien eine in vitro Untersuchung des postulierten , Teufelskreises®
ermoglichen konnte. Allerdings erlauben die hier gewonnenen Daten noch keine Aussage
iber die Existenz des ,,Teufelskreises®, da hierfiir wie bereits erldutert eine langfristige
Analyse des mtDNS-Gehalts der in einem dermalen Aquivalent kultivierten KSS-Fibroblasten
notwendig ist, die nicht Schwerpunkt dieser Arbeit war. Die hier analysierte Zeitspanne von

drei Wochen ist entsprechend den in vivo Beobachtungen von Berneburg et al., 2004 zu kurz.

Durch eine langfristige Kultivierung der KSS-Fibroblasten in einem Hautidquivalentmodell
kann neben der Analyse des postulierten ,, Teufelskreises® auch {iberpriift werden, inwieweit
sich die mtDNS-Schiddigung der Fibroblasten in funktionellen und physiologischen
Verdanderungen niederschldgt, die mdglicherweise eine Relevanz fiir alterungsassoziierte
Phédnomene einschlieBen. Molekulare, biochemische und morphologische Untersuchungen
konnen zeigen, ob es zu einer Verdnderung von Faktoren kommt, die fiir die Hautalterung
charakteristisch sind. So ist z.B. eine immunochemische MMP- und Kollagen-Féarbung von
Interesse, da bereits bekannt ist, dass es im Alter zu einer zunechmenden Verdnderung der
extrazelluliren Matrix kommt. Die im Alterungsprozess beobachtete Abnahme des
Kollagengehalts (Shuster et al. 1975) wird vermutlicht durch eine Aufregulation von MMPs
verursacht (Yaar & Gilchrest 2003) und trdgt zu klinisch und histologisch sichtbaren
Veranderungen wie Falten oder Schlaffheit bei, die filir die gealterte Haut charakteristisch sind
(Krutmann & Diepgen 2003). Auch die Akkumulation oxidierter Proteine ist ein Alterungs-
charakteristisches Merkmal (Sander et al. 2002; Widmer et al. 2006), so dass eine Analyse
der Proteinoxidation von mtDNS-geschiadigten Fibroblasten, die langfristig in einem
Hautéquivalentmodell kultiviert wurden, Hinweise auf die Bedeutung von mtDNS-Deletionen
fiir den Alterungsprozess liefern konnte.

Um eine Aussage darliber treffen zu konnen, inwieweit die bei einer langfristigen
Kultivierung mtDNS-geschadigter Fibroblasten im Hautdquivalent mdglicherweise

auftretenden Verdnderungen mit der Schidigung des mitochondrialen Genoms im
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Zusammenhang stehen, muss neben dem Vergleich mit Kontroll-Aquivalenten auch der
jeweilige Gehalt der mtDNS-Deletion zu den entsprechenden Zeitpunkten bestimmt werden.
Die hier vorliegenden Daten bestdtigen bereits, dass der Gehalt der mtDNS-Deletion in KSS-
Fibroblasten durch den Einbau der Zellen in ein dreidimensionales Kollagengel nicht
verdndert wird, was eine unabdingbare Vorraussetzung ist. Auch wahrend der in dieser Arbeit
untersuchten drei Wochen war der Common Deletion Gehalt der Fibroblasten konstant. Bei
einer langerfristigen Untersuchung von mtDNS-geschéddigten Fibroblasten im Hautéquivalent
ist dennoch eine genaue Analyse der Integritdt des mitochondrialen Genoms zu allen spéter

untersuchten Zeitpunkten unerlésslich.

Da Hautalterung vor allem durch pathologische Verdnderungen der dermalen extrazelluldren
Matrix sowie der fiir ihre Synthese und ihren Abbau verantwortlichen Fibroblasten
charakterisiert ist, kann anstelle eines Vollhautmodells wie im Rahmen dieser Arbeit ein
vereinfachtes dermales Hautdquivalent verwendet werden. Die in der Dermis vorkommenden
Fibroblasten besitzen eine relativ lange Lebensdauer, so dass eine Akkumulation von Schiden
im Laufe der Zeit moglich ist. Die beim Vollhautidquivalentmodell zusétzlich aufgebrachten
Keratinozyten, die durch Proliferation und Differenzierung das epidermale Kompartiment der
Haut bilden, sind dagegen relativ kurzlebig, so dass eine Akkumulation von Schiden, die zum
Alterungsprozess beitragen konnte, hier nur bedingt moglich ist (Jung 1998). Allerdings muss
bei der Auswertung der mit einem dermalen Hautdquivalentmodell erzielten Daten
berticksichtigt werden, dass in diesem vereinfachten Modell eine mogliche Wechselwirkung
zwischen Dermis und Epidermis vernachlissigt wurde. Zur Uberpriifung der in vivo Relevanz

sollten daher die erzielten Ergebnisse mit einem Vollhautdquivalentmodell bestétigt werden.

Die in dieser Arbeit charakterisierten Fibroblasten von Patienten mit Kearns-Sayre-Syndrom
lieferten demnach sehr interessante Hinweise auf die molekularen Zusammenhidnge von
mtDNS-Mutationen, oxidativem Stress und Hautalterung. Es konnte gezeigt werden, dass die
vermehrt vorhandenen Deletionen in der mtDNS dieser Zellen mit einem erhdhten oxidativem
Stress assoziiert sind. Dies wiederum fiihrt zu einem verdnderten physiologischen Verhalten
dieser Fibroblasten wie hier am Beispiel ihrer Kontraktionsfdhigkeit im dreidimensionalen

Kollagengel gezeigt werden konnte.
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6 Zusammenfassung

Gealterte Haut besitzt im Vergleich zu junger Haut einen erhéhten Anteil mitochondrialer
DNS-Mutationen, die der mitochondrialen Theorie des Alterns zufolge letztlich fiir den
Prozess der Alterung verantwortlich sind. Auf welche Weise mtDNS-Mutationen zu den
molekularen, strukturellen und funktionalen Verdnderungen in gealterter Haut beitragen, ist
bisher vollkommen unklar. Da bei der Hautalterung vor allem deutliche Unterschiede in der
extrazelluliren Matrix von gealterter und junger Haut zu finden sind, ist das Verhalten von
mtDNS-geschidigten Fibroblasten in einer ihrer natiirlichen Situation dhnlichen Umgebung
ein interessanter Aspekt bei der Aufkldrung der der Hautalterung zugrunde liegenden
Mechanismen.

Um zu priifen, ob und wie mtDNS-Mutationen kausal am Alterungsprozess beteiligt sind,
wurden daher im Rahmen dieser Arbeit humane dermale Fibroblasten von Patienten mit
Kearns-Sayre-Syndrom untersucht, einer mitochondrialen Krankheit, die auf grofie
Deletionen in der mtDNS zuriickzufiihren ist. Diese Fibroblasten besitzen im Gegensatz zu
Kontroll-Fibroblasten von altersgleichen gesunden Spendern einen konstitutiv hohen Gehalt
der mitochondrialen Common Deletion, wie mittels quantitativer Real-Time-PCR
nachgewiesen wurde. Mit Hilfe von Fluoreszenzmessungen konnte weiterhin gezeigt werden,
dass die Schidigung der mtDNS in KSS-Fibroblasten mit einer signifikanten Zunahme von
ROS assoziiert ist. Dieser erhohte oxidative Stress vermittelt ein im Vergleich zu Kontroll-
Fibroblasten  stirkeres  Kontraktionsvermdgen der KSS-Fibroblasten in  einem
dreidimensionalen Kollagengel, da sowohl die Verminderung des Sauerstoffpartialdrucks als
auch die Zugabe des Antioxidanz PBN zu einer Angleichung der Kontraktionskraft zwischen
Passagen-gleichen Kontroll- und KSS-Fibroblasten fiihrt. Auf molekularer Ebene ist eine
verstarkte Expression der fiir die Quervernetzung der Kollagenfasern verantwortlichen
Lysyloxidase in den KSS-Fibroblasten am ROS-vermittelten Kontraktionsunterschied
beteiligt. Ein Kontraktionsvergleich von KSS- und Kontroll-Fibroblasten bei Zugabe des
LOX-Inhibitors BAPN zeigt eine deutliche Reduktion des Kontraktionsunterschieds. Neben
der verstirkten LOX-Transkription wurde in den KSS-Zellen auch eine vermehrte mRNS-
Expression der Sauerstoff-sensitiven a-Untereinheit des Transkriptionsfaktors Hifl detektiert.
Da LOX ein Ziel-Gen dieses Transkriptionsfaktors ist, konnte die verstirkte LOX-
Transkription in den KSS-Fibroblasten Hifl-vermittelt sein, was durch den Befund, dass ROS
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die Sauerstoff-sensitive o-Untereinheit von Hifl stabilisieren konnen, zusdtzlich unterstiitzt
wird.

Humane dermale Fibroblasten mit mtDNS-Mutationen, die einem erhohten Level an
oxidativem Stress ausgesetzt sind, unterscheiden sich demnach in ihrem Verhalten in der
extrazelluldren Matrix von normalen Kontroll-Fibroblasten und bestétigen so einen kausalen
Zusammenhang zwischen mtDNS-Mutationen, oxidativem Stress und zelluldren

Verdnderungen.
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Abkiirzungsverzeichnis

8 Abkiirzungsverzeichnis

Abb. Abbildung

BAPN 3-Aminopropionitril Fumarat-Salz

bp Basenpaare

bzw. Beziehungsweise

°C Grad Celsius

ca. Circa

cDNS komplementire einzelstrdngige DNS
DCFDA 2", 7" -Dichlorofluorescin Diazetat

DNS Desoxyribonukleinsiure

DNAse Desoxyribonuklease

DMSO Dimethylsulfoxid

etal. et aliter

EtOH Ethanol

FITC Fluoreszeinisothiocyanat

Xg x fache der Erdbeschleunigung

g Gramm

h Stunden (engl.: hours)

Hifl Hypoxia inducible factor 1

Kb 1000 Basenpaare

kda Kilo Dalton

KSS Kearns-Sayre-Syndrom

A Wellenlidnge

LOX Lysyloxidase

pl Mikroliter

mind. mindestens

ml Milliliter

mM Millimolar

MMP Matrixmetalloproteinasen

mt mitochondrial

nm Nanometer

ODy¢o optische Dichte bei 260 nm

OD2go optische Dichte bei 280 nm

PBN N-tert-Butyl-a-phenylnitrone

PCR Polymerasekettenreaktion (engl.: polymerase chain reaction)
RNS Ribonukleinsdure

RNAse Ribonuklease

ROS Reaktive Sauerstoffspezies (engl.: reactive oxygen species)
rpm Umdrehungen pro Minute (engl.: rounds per minute)
TIMP Tissue specific inhibitors of matrix metalloproteinases
U Einheit der Enzymaktivitit (engl.: unit)
v/v Verhiltnis Volumen/Volumen

w/v Verhiltnis Masse/Volumen

z.B. Zum Beispiel
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