Aus der
Klinik und Poliklinik fur Neurologie
der Universitadtsmedizin der Johannes Gutenberg-Universitat Mainz

Die Rolle der den Morbus Charcot-Marie-Tooth
verursachenden R94Q Mutation im MFN2 Gen
in der Resistenz gegen oxidativen Stress

Inauguraldissertation
zur Erlangung des Doktorgrades der Medizin
der Universitatsmedizin
der Johannes Gutenberg-Universitat Mainz

Vorgelegt von

Rahel Zimmermann
aus Heidelberg

Mainz, 2020



Wissenschaftlicher Vorstand:
1. Gutachter:
2. Gutachter:

Tag der Promotion: 06.07.2021



INHALTSVERZEICHNIS

ABKURZUNGSVERZEICHNIS .....ooiitiiictee ettt ettt enaeeaaeeeae e e e enaeeeneea I
ABBILDUNGSVERZEICHNIS......cetttiiittiiittteietnueeueeeaeeneenneeeneesneessnnesesnrsennenssnnn 1]
TABELLENVERZEICHNIS ...ttt v
1 N 1 PP 1
2 LITERATURDISKUSSION .....coiiiiiiiiiiiiieieeeeeeeeee ettt e e e e e e e e e e e e e e e e e e aaaaaaaaaaeaes 3
2.1 Morbus Charcot-Marie TOON.........coiiii e a e 3
0 N R = oo [T 1 41 To] [o o 1= PSRRI 3
2.1.2 KINIK UNA VEITAUT.......uuniiiiiiii e eeesnnnnesnennne 4
2.2 Mitochondriale Spaltung Und FUSION ............uuiiiiiiiice e 5
22 T /11 o ) 11 o 7
2.4 Mitochondriale CalcCiumNOMOOSIASE .........ccvvuuiiiieeeiiiiiiieee e a e 10
DA ST Y/ 11 (o] o] 1 = To =TSP 11
2.6 OXIHAUVET SIrESS ..o iiiei e e 13
2.7 GIULAINION. .. 13
3 MATERIA L ..o et e e e e e e e e e e e e e 16
B TNt R 11110 1= o 16
3.2 Verbrauchsmaterialien ...........couuieiiiiiiii e 16
3.3 MEBAIUM . 17
I 10 1 (=T g O 1= 0 11 11T=T PR 17
3.5  Antikorper, Farbstoffe, Marker......ccoooco i 18
G T T e F= 11 021 = 19
T A (] <= PSSP 19
IR B C =T = (PSP TP PRSPPI 19
1 78 = o To | =T 0 T P 21
4 METHODEN. ... e e e et e et e e et e et e e et e e et e e et eaeanaees 22
4.1 ZElIDIOIOGIE ... 22
4.1.1 Kultur und Passagieren von MEF- Zellen............cooooooiiiie, 22
4.1.2 Zellzahlbestimmung in der Neubauerkammer ............ccccoeeviiieee, 22
4.1.3 Automatisierte ZellzahlbeStimmung...........ccoooo i 23
4.1.4 ZellviabilitatsbestimmuNg ..........cooii i 23
4.1.5 Zellproliferationsbestimmung ... 23
4.1.6 Zellulare ROS Messung mit CellROX® Green Reagenz...........cccceeeeeveeeeeeeeennn. 24
4.1.7 Mitochondriale Membranpotentialmessung mit TMRE ..............ccocooei. 24
4.1.8 GlukoseaufNaNme..........ooooiiiiii e 25
4.2 MOIeKUIarDIOIOGIE ..... oo eaaee 25
4.2.1 Transiente TransfeKtion ... 25

A = N AN Y01 =1 110 ] TR 27



4.3

5.1
52

5.3

5.4
5.5

5.6

6.2

6.3
6.4
6.5
6.6
6.7

4.2.3 Polymerase-chain-reaction (PCR) und Sequenzierung ..........cccoceeeeeeeeeeeeeeeeenn. 28

4.2.4 CDNA SYNNESE ..coviiiii it e e e e e e e e 29
4.2.5  GlULAtNIONASSAY ..evvvuiiiieeee et e e e e e e e et e e e e e e 29
4.2.6 Mitochondriale Calciumbestimmung..........coooiieiiieiee e 30
ProteinbiOChEMIE. ... e 30
4.3.1 ProbengeWinnUNG ........ccooiiiiiiiieeeeeeee e 30
4.3.2 Bestimmung der Proteinkonzentration ..............ccouvvviiiiieeeccceiiice e, 31
4.3.3 S S PaAgC ..uu it 31
O B YV 1S3 £ g ] ] o ] 32
ERGEBNISSE.......coiiiiiiiiieeeeeee ettt ettt e e e e et et e e e e e e e e aaaaaeees 33
Validierung der R94Q und Rescue ZellliNien ... 33
Proliferation von Wildtyp und R94Q MFN2 nimmt bei oxidativem Stress

gleichermal3en @D........ ... 34
Oxidativer Stress fuhrt gleichermalRen zum Abfall des mitochondrialen

MemDBranPOLENTIAIS.........coviiiiiiiiiii i 36
Erhohter mitochondrialer Calciumgehalt bei R94Q-Zellen ..., 37
Verringerte ROS und erhdhtes GSH sowie erhohter Glukoseumsatz in

R94Q-Zellen bei OXidatiVemM SIrESS .....iii i e e e 38
Verringerte Mitophagie in R94Q-Zellen ... 43
DISKIUSSION ....cceiiiiiiieiee ettt ettt ettt ettt ettt e et e e e et e e et e e e e e e aeeeeeeeeees 48
KO+WT und KO+R94Q exprimieren gleiche Mengen an MFN2, die jedoch

Uber dem MFEN2 deS WT lIEOEN ......uuuiiiiiiiiiiiiiiiiieiiiittieeiieeeeibeeeeeeebeeeeeseebesbeeeeeeeeeeeeneenees 48
Kein Unterschied zwischen Wachstumsraten von R94Q und WT Zellen und

gleichermalf3en Wachstumsminderung durch oxidativen Stress............ccccuvveveeeiiennnnnns 48
R94Q beeinflusst die Calciumhomdostase Uber MAM .........ccooooeiiiiiiiiiiiiini e, 50
Verringerte ROS bei RI4Q-ZEIEN .......ccoeeiiiicee e 51
Erhohtes Glutathion und gesteigerte Glukoseaufnahme bei R94Q-Zellen................... 53
Verringerte Mitophagie bei R94Q-Zellen ... 54
Diskussion der gewahlten Methoden ... 55
ZUSAMMENFASSUNG ...ttt eessesassesssssssssssssssessssnnnssssnnnnes 56
LITERATURVERZEICHNIS ..ottt 57

DANKSAGUNG ...t e e e e e e e e e rnnn s 65



ABKURZUNGSVERZEICHNIS

Abb. Abbildung

BCA-Test Bicinchoninsaure-Test
Bzw. Beziehungsweise

Ca. Zirka

cGMP zyklisches Guanosinmonophosphat
cm Zentimeter

CTB Celltiterblue-Assay

CO2 Kohlenstoffdioxid

cDNA komplementare DNA
CMT Charcot Marie Tooth

°C Grad Celsius

Da Dalton

dNTP Desoxyribonukleosidtriphosphate
DTT Dithiothreitol

D-MEM Dulbecco’s Modified Eagle Medium
DMF Dimethylfumarat

DNA Desoxyribonukleinsaure
DMSO Dimethylsulfoxid

FCS fetales Kalberserum

G Zentrifugalbeschleunigung
g Gramm

GSH Glutathion

GSS Glutathion-Synthase

GSR Glutathion-Reduktase
GPx Glutathion-Peroxidase
GSSG Glutathion-Disulfid

GSTs Glutathion-S-Transferasen
H202 Wasserstoffperoxid

h Stunde

in vitro im Reagenzglas

in vivo in der lebenden Zelle

kDa Kilodalton

MRNA BotenRNA

M Molar

m Milli-

MFN Mitofusin

mg Milligramm

min Minute



ml

mM
NaOH
NADPH
NO

n

ng

OH

O2

02"
PCR
PBS
gPCR
RIPA-Puffer
RNA
RNase
ROS
Rpm
SDS-Page
S
siRNA

Milliliter

Millimolar

Natriumhydroxid
Nicotinamid-Adenin-Dinucleotid-Phosphat
Stickstoffmonoxid

Nano-

Nanogramm

Hydroxyl-Radikale

Sauerstoff

Superoxid-Radikale
Polymerase-Kettenreaktion
phosphatgepufferte Salzlosung
quantitative Polymerase-Kettenreaktion
Radioimmunoprecipitation Assay-Puffer
Ribonukleinsaure

Ribunuklease

reaktive Sauerstoff-Spezies
Umdrehungen pro Minute

Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamidgelelektrophorese

Sekunde

small interferring RNA
Units

Mikro-

Mikrogramm

Mikroliter

Mikromolar

Zentrales Nervensystem
Zum Beispiel



ABBILDUNGSVERZEICHNIS

Abbildung 1: Patienten mit distal betonten Muskelatrophien............ccccocoeiiiiiiiiiii e, 4
Abbildung 2: Mitochondriale FUusion und FiSSION............ccuuiiiiiiiiei e 6
ADBDIldUNG 3: STrUKIUTr VON MENZ ...t nennnnnnne 8
Abbildung 4: Initialisierung der MitOPNAGIE ..........uuuiieiiiiiiiiiiiiiiiii e 12
AbbIldUNG 5: GSHIGSSG ZYKIUS ....ovuiii it e e e e e e e eaanes 14
Abbildung 6: Rescue und R94Q exprimieren vergleichbare MFN2 Mengen .............cccc.oou. 33
Abbildung 7: Behandlung mit 100 uM H;O. beeintrachtigt das Wachstum von

R94Q und Rescue-Zellen gleichermalen. ..., 35
Abbildung 8: Oxidativer Stress fuhrt bei beiden Zelllinien zum Abfall des

mitochondrialen MembranpotentialS. ... 36
Abbildung 9: Erhéhter mitochondrialer Calciumgehalt bei R94Q-Zellen...............covvvvvvvvnnnnnn. 38
Abbildung 10: Erhéhter Glukoseumsatz bei R94Q-Zellen unter oxidativem Stress............... 42

Abbildung 11: Verringerte Mitophagie in R94Q-Zellen sowie erhdhte Mitophagie
durch H202 Behandlung bei beiden Zellininen................vvviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiis 44

Abbildung 12: Verringerte Mitophagie bei R94Q-Zellen ..............uvuuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieens 47



TABELLENVERZEICHNIS

Tabelle 1: Verbrauchsmaterialien .............ooeiiiiiiiiiiii e 17
TaADEIIE 21 IMEUIUM ...ttt e e e e e e r e e e e e e e e e 17
Tabelle 3: Puffer, ChemMIKAlIEN... ...t e e e 18
Tabelle 4: Antikdrper, Farbstoffe, Marker...... ... e 18
Tabelle 5: Plasmide.........cooo i 19
TADEIIE B: KIESTLO ...ttt e e et e e e e e e e e e e e e e e 19
TADEIIE 72 GEIALE.....cii ittt e e e e a e e 20

Tabelle 8: ProgrammMe ... 21



1 EINLEITUNG

Der Morbus Charcot-Marie-Tooth (CMT) ist eine erblich bedingte neuronale
Muskelatrophie und betrifft motorische und sensible Neurone des peripheren
Nervensystems. Er ist die haufigste neurogenetische Krankheit und betrifft 1 von 2500
Menschen (Bucci et al., 2012). Die Symptome der CMT Krankheit setzen
normalerweise in der frihen Kindheit bis zum jungen Erwachsenenalter ein und sind
charakterisiert durch progressive distale Muskelatrophie und Polyneuropathie, die zu
peripherer Schwéche, typischen Ful3- und Handdeformationen und dem Verlust der
distalen Sensibilitat flihren. Es gibt Gber 80 Subtypen des CMT (Jerath & Shy, 2015),
die nach elektrophysiologischen Charakteristika, Vererbungsmuster oder genetischer
Mutation weiter klassifiziert werden konnen. CMT kann durch verschiedene
Mutationen in Proteinen, die unter anderem fir den zellularen Transport, die Formation
von Myelin oder die mitochondriale Spaltung und Fusion wichtig sind, verursacht
werden (Niemann et al., 2006). Eines davon ist das Mitofusin 2 Gen (MFN2), dessen
Mutation die autosomal dominante axonale CMT2A Form auslost (McCorquodale et
al., 2011).

Mitochondrien sind hochdynamische Zellorganellen, die eine wichtige Rolle fir
Zellfunktionen wie Zellatmung, ATP-Produktion, Calciumregulation und Apoptose
spielen (Youle & van der Bliek, 2012). Mitochondrien sind der Hauptentstehungsort
von reaktiven Sauerstoff Spezies (ROS), daher sind antioxidativ wirkende Stoffe wie
Glutathion essentiell fir die Homoostase des Redoxstatus und eine gute
mitochondriale Funktion (Benard & Rossignol, 2008). Mitochondrien unterliegen
standiger Fusion und Fission, sodass ihre Gestalt von klein und fragmentiert bis zu
grof3 und tubular variieren kann. Dieser Prozess ist wichtig fur die mitochondriale
Bioenergetik und das Uberleben der Zelle (Westermann, 2010). Fusion und Spaltung
werden durch verschiedene Umwelteinflisse ausgeltst, wie zellularer Stress,
Schéadigung der DNA und Induktion der Apoptose (Youle & van der Bliek, 2012).

Mitofusine gehdren zu der Gruppe von Proteinen, die fur ein funktionierendes
mitochondriales Netzwerk essentiell sind (Dorn, 2013; Huang et al., 2011). Neben dem
Einfluss auf die mitochondriale Form, spielt MFN2 eine Rolle in vielen zellularen

Prozessen, wie der mitochondrialen Bioenergetik. Deshalb kann angenommen



werden, dass Fehlfunktion oder Abwesenheit von MFN2 starke Auswirkungen auf
zellulare Energiemetabolismus, Calciumhomoostase und andere zellulare Funktionen
hat. (Pich et al., 2005).

Ziel dieser Arbeit war es den Einfluss der R94Q Mutation im MFN2 Gen auf
verschiedene zellulare Prozesse zu untersuchen. Insbesondere wurde der Einfluss

unter oxidativem Stress in Form von H202 Behandlung untersucht.



2 LITERATURDISKUSSION

2.1 Morbus Charcot-Marie Tooth
2.1.1 Epidemiologie

Der Morbus Charcot-Marie-Tooth (CMT) ist eine erblich bedingte neuronale
Muskelatrophie und wurde im Jahre 1886 zum ersten Mal von Jean-Martin Charcot,
Pierre Marie und Howard Henry Tooth beschrieben (Kazamel & Boes, 2015). Die
Krankheit wird auch als hereditdre motorisch-sensible Neuropathie Typ | (HMSN 1)
bezeichnet und betrifft motorische und sensible Neurone des peripheren
Nervensystems. Es ist die haufigste neurogenetische Krankheit und betrifft 1 von 2500
Menschen (Bucci et al., 2012).

Es gibt Uber 80 Subtypen des CMT (Jerath & Shy, 2015), die nach
elektrophysiologischen Charakteristika, Vererbungsmuster oder genetischer Mutation
weiter klassifiziert werden kénnen. Nach elektrophysiologischen Charakteristika lasst
sich CMT in demyelinisierende und axonale Neuropathien unterteilen (Vallat, 2003).
Die demyelinisierende Form (Typ 1) betrifft die Myelinscheiden der Axone und fuhrt
durch eine Abnahme der Isolation zu einer verminderten Nervenleitgeschwindigkeit.
Bei der axonalen Form (Typ 2) kommt es dagegen zu einer Schadigung der Fasern im
Axon selbst. Dadurch stehen weniger Fasern zur Verfligung stehen, welche aber noch
gleich schnell leiten, da die Myelinschicht nicht beeintrachtigt ist. Folglich kommt es zu
einer Abnahme der Amplitude, wahrend die Nervenleitgeschwindigkeit nicht oder nur
leicht verringert ist (Banchs et al., 2009). In Bezug auf das Vererbungsmuster kann
man autosomal dominante (CMT1), autosomal rezessive (CMT4) und x-
chromosomale Formen (CMT1X) unterscheiden. Der axonale Typ CMT2 kann sowohl
autosomal dominant als auch x-chromosomal vererbt werden (Berger et al., 2002).
CMT kann durch verschiedene Mutationen in Proteinen, die unter anderem fir den
zellularen Transport, die Formation von Myelin oder die mitochondriale Spaltung und
Fusion wichtig sind, verursacht werden (Niemann et al.,, 2006). Insbesondere
Mutationen in Proteinen, die an der mitochondrialen Dynamik beteiligt sind, fihren zu
den autosomal-rezessiven CMT4A und der autosomal dominanten CMT2A Form (R.
V. Baxter et al., 2002).



Die axonale Form Typ 2A ist mit bis zu 40% der Falle die haufigste (Szigeti & Lupski,
2009). Mutationen im CMT2A Gen Lokus stehen in Verbindung mit dem Mitofusin 2
Gen. (Neusch et al., 2007).

2.1.2 Klinik und Verlauf

Die Symptome der CMT Krankheit setzen normalerweise in der frihen Kindheit bis
zum jungen Erwachsenenalter ein. Diese sind charakterisiert durch eine progressive
Polyneuropathie, die zu distaler Muskelatrophie und damit verbundener peripheren
Schwéche und den typischen Ful3- und Handdeformationen (Abb.1) fuhrt. Im weiteren
Verlauf breitet sich die Schwache und Atrophie dann auch auf proximale
Muskelgruppen aus. Dies fuhrt zu ausgepréagten funktionellen Beeintrachtigungen, die
oft mit einer Rollstuhlpflichtigkeit verbunden sind. Abhangig von verschiedenen
Untergruppen der CMT Krankheit kdnnen auch verschiedene Symptome wie kognitive
Einschrankungen, Lernschwierigkeiten, Hor- und Sehschwéchen sowie Probleme bei
der Sprachproduktion auftreten (Jerath & Shy, 2015).

Abbildung 1: Patienten mit distal betonten Muskelatrophien
Interossare Atrophie der Mittelhand (A) und pes cavus Deformation (B - D) (Neurogenetikambulanz,
Universitatsmedizin Goéttingen)



Es sind bisher keine kausalen Therapieoptionen bekannt, jedoch kdnnen
unterstitzende Mallnahmen wie Physio- und Ergotherapie den Patienten helfen
besser mit den Symptomen zurecht zu kommen. Zusatzlich kbénnen
orthopadietechnische und chirurgische Behandlungen zum Funktionserhalt,
insbesondere der unteren Extremitaten, beitragen. Rehabilitationsaufenthalte in
spezialisierten Kliniken kdnnen ebenfalls helfen die Funktionalitat moglichst lange zu
erhalten. Symptomatisch konnen Analgetika zur Linderung des neuropathischen und
mechanischen Schmerzes eingesetzt werden. Die CMT Krankheit ist keine tddliche
Erkrankung und die Lebenserwartung ist nicht eingeschrankt (Jerath & Shy, 2015).

CMT kann durch verschiedene Mutationen in Proteinen, die unter anderem fur den
zellularen Transport, die Formation von Myelin oder die mitochondriale Spaltung und
Fusion wichtig sind, verursacht werden. Die in dieser Arbeit untersuchte R94Q-
Mutation des MFN2 Proteins ist essenziell flr die mitochondriale Spaltung und Fusion,

weshalb im Folgenden genauer auf diesen Vorgang eingegangen wird.

2.2 Mitochondriale Spaltung und Fusion

Mitochondrien spielen eine wichtige Rolle fir Zellfunktionen wie Zellatmung, ATP
Produktion, Calciumregulation und Apoptose. Sie verfligen Uber eine
Lipiddoppelmembran, ihre eigene extranukleare zirkulare DNA und teilen sich
unabhangig vom Zellzyklus (Youle & van der Bliek, 2012). Aufgrund dessen wird die
Endosymbiontentheorie angenommen, welche besagt, dass die Mitochondrien aus
einer Symbiose von Prokaryoten mit Vorlaufern heutiger Eukaryoten entstanden sind,
indem sie ihre GenomgrofRe reduziert und die meisten ihrer Gene in das Wirtsgenom
integriert haben (Benard & Rossignol, 2008). Die innere Mitochondrienmembran ist
eingefaltet und bildet die Cristae, und somit eine massive Vergrol3erung der
Reaktionsoberflache. Die am haufigsten erwahnte Funktion der Mitochondrien ist die
Produktion von Energie in Form von Adenosin-5-triphosphat (ATP) wéahrend der
oxidativen Phosphorylierung. Aufgrund dessen werden Mitochondrien auch als
Kraftwerke der Zelle bezeichnet. Mitochondrien sind der Hauptentstehungsort von
reaktiven Sauerstoff Spezies (ROS) und haben eine 5-10fach hohere Konzentration

von Superoxiden als das Zytosol. Daher sind Antioxidantien wie Glutathion essentiell



fur die Homoostase des Redoxstatus und eine gute mitochondriale Funktion (Benard
& Rossignol, 2008).

Mitochondrien sind dynamische Organellen, die sich standig spalten und fusionieren,
sodass ihre Gestalt von klein und fragmentierte bis zu grof3 und tubulare variieren
kann. Dieser Prozess ist wichtig fir die mitochondriale Bioenergetik und das Uberleben
der Zelle (Westermann, 2010). Fusion und Spaltung werden durch verschiedene
Umwelteinflisse ausgeldst, wie zellularer Stress, Schadigung der DNA und Induktion
der Apoptose. (Youle & van der Bliek, 2012).

Bei der mitochondrialen Fusion verbinden sich die a&uf3ere und innere
Mitochondrienmembran und ermdglicht so den Austausch von mitochondrialer DNA,
Proteinen und Lipiden. Dies hat eine protektive Wirkung, denn die Fusion eines
geschadigten Mitochondriums mit einem gesunden kann das geschadigte wieder
funktional werden lassen kann (H. Chen et al., 2003). Die hauptverantwortlichen
Proteine fur die Fusion sind die GTPasen Mitofusin 1 und 2 (Mfn1/Mfn2) in der &ulR3eren
Mitochondrienmembran sowie Optical Atrophyl (OPAl) in der inneren
Mitochondrienmembran (Olichon et al., 2002; Santel & Fuller, 2001).

Mitochondrial Mitochondrial
fusion fission

Abbildung 2: Mitochondriale Fusion und Fission
(Saotome et al., 2014)




Wichtige Vermittler fir die mitochondriale Spaltung sind DRP1, Fisl und Mff, sowie
das Ganglioside-induced differentiation-associated protein (GDAP1) (Saotome et al.,
2014)

Es wurde gezeigt, dass fragmentierte Mitochondrien die Wahrscheinlichkeit erhéhen,
dass die entsprechende Zelle apoptotisch wird (Suen et al., 2008). Daher kdnnte
angenommen werden, dass die mitochondriale Spaltung ein proapoptotischer

Mechanismus ist. Sie kann jedoch auch unabhangig von dieser auftreten.

Interessanterweise fuihren sowohl eine Mutation von MFN2 als auch von GDAP1 zu
klinisch nicht unterscheidbarem CMT, obwohl sie einen entgegengesetzten Effekt auf

die mitochondriale Form haben.

2.3 Mitofusin

Mitofusin (MFN1 and MFN2) Proteine sind in der auf3eren Mitochondrienmembran
lokalisiert und ragen in das Zytosol (Koshiba et al., 2004). Am N-Terminalen Ende
befindet sich die GTPase Doméane. Das Gen fur MFN2 ist auf Chromosom 1 lokalisiert
und codiert fur ein Protein bestehend aus 757 Aminosauren und 85 kDa (H. Chen et
al., 2003; Filadi et al., 2018). Bisher wurde angenommen, dass MFN2 zwei
Transmembrandoméanen besitzt, sodass beide Termini dem Zytosol zugewandt sind.
Mattie et al. haben dagegen gezeigt, dass das C-Terminale Ende im mitochondrialen
Intermembranraum liegt (Mattie et al., 2018). Zusammen mit Opal, einem Protein in
der inneren Mitochondrienmembran, regulieren MFN1 und MFN2 die Fusion der

auferen und inneren Mitochondrienmembran.
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Abbildung 3: Struktur von MFN2

(A) Schema zeigt die lineare Struktur von MFN2, N-terminal liegt die GTPase Domane, gefolgt von der
HR1 Domane, der PR Domane und der C-Terminalen HR2 Domaéane. (B) MFN2 Topologie mit zwei
Transmembrandomé&nen, nach neusten Ergebnissen konnte das C-terminale Ende auch im
Intermembranraum liegen (C) Schema der OMM Fusionsaktivitat. Die Fusion wird durch Interaktion der
beiden HR2 Doménen, sowie Dimerisierung der GTPase Doméne vermittelt (Filadi et al., 2018).

Sowohl der Knockout von MFNL1 als auch der Knockout von MFN2 flihrt zu frihem Tod
im Embryonalstadium (H. Chen et al., 2003), wahrend die Mutation von MFN2 die
Charcot-Marie-Tooth Krankheit zur Folge hat (Koshiba et al., 2004). MFN2 Mutationen
sind haufig bei der axonalen CMT Krankheit zu finden, weshalb empfohlen wird bei
diesem Subtyp auf Mutationen im MFN2 Gen zu testen (Calvo et al., 2009). Die
Uberexpression von MFN2 fiihrt zu perinuklearer Haufung tiber Konservierung der C-
terminalen Doppelwende Coiled-coil Domé&ne und mitochondrialer Fusion Uber die
GTPase Domane (Santel & Fuller, 2001).

Neben dem Einfluss auf die mitochondriale Form, spielt MFN2 eine Rolle in vielen
zellularen Prozessen, wie der mitochondrialen Bioenergetik. Seine Runterregulierung
reduzierte das mitochondriale Membranpotential und die Zellatmung und das
mitochondrialen Protonenleck (Bach et al., 2003). MFN2 wird fur die Produktion von
mitochondrialem Coenzym Q, einem wichtigen Baustein der mitochondrialen
Atmungskette, benotigt. Das Hinzufigen von Coenzym Q zu Zellen mit MEN2 Mangel
fuhrt zu einem Anstieg der Zellatmung sowie der mitochondrialen Fusion (Mourier et

al., 2015). Die Uberexpression von MFN2 dagegen fiihrt zu einer Aktivierung der



Atmungskette (Pich et al., 2005). Kawalec et al. hat dagegen gezeigt, dass murine
Fibroblasten mit einem MFN2 Knockout eine hohere Zellatmung haben als
Wildtypzellen. Dies lasst vermuten, dass der zellulare Energiemetabolismus durch
Adaptation der mitochondrialen Atmung kompensiert werden kann (Kawalec et al.,
2015).

De Brito et al. haben aul3erdem gezeigt, dass ein Teil des MFN2 im
endoplasmatischen Retikulum lokalisiert ist, insbesondere an spezialisierten
Kontaktstellen mit den Mitochondrien, auch mitochondria-associated membranes
(MAM) genannt (de Brito & Scorrano, 2008). Die MAM kontrollieren verschiedenste
zellulare Prozesse wie Calciumhomdoostase, mitochondriale Dynamik und Mitophagie
(Krols et al., 2016; Rowland & Voeltz, 2012). Mitofusin 2 spielt eine wichtige Rolle in
der Regulierung der MAM. Der Knockout von MFN2 in MEF Zellen fihrt zu einer
gestorten ER Morphologie, zu verminderter ER-Mitochondrien Interaktion und damit
zu einer ineffizienteren Calciumaufnahme in Reaktion auf Inositoltriphosphat (IP3)
Stimuli (de Brito & Scorrano, 2008). Ebenfalls wurde gezeigt, dass die R94Q Mutation
von MFN2 zu einer Reduktion der MAM, ER Stress, Probleme der intrazellularen
Calciumhomoostase sowie gestorter mitochondrialer Dynamik fuhren (Bernard-
Marissal et al., 2019b).

Zichner et al. waren die ersten, die die heterozygote 281G-A Transition im MFN2 Gen
bei einer russischen Familie mit CMT2A2A beschrieben haben. Die Mutation entsteht
durch eine Substitution von Arginin 94 zu Glutamin (R94Q), die in einer Helixschleife
der GTPase-Doméne vorgeschaltet ist. Transgene Mause, die diese Mutation
exprimieren entwickeln motorische Beeintrachtigungen und Gangstorungen.
Zusatzlich lassen sich distale Akkumulationen von Mitochondrien im Ischiasnerv
nachweisen (Cartoni et al., 2010), sowie Defekte der Komplexe Il und V der
Atmungskette, die mit einem massiven Abfall der ATP Synthese assoziiert sind (Guillet
et al., 2011).

El Fissi et al. konnten in einem Drosophila Modell zeigen, dass die R94Q Mutation zu
einer Hemmung der Fusion und der Aggregation von fragmentierten Mitochondrien
fuhrt (El Fissi et al., 2018).
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Van Hameren et al. haben in ruhenden oder stimulierten peripheren, myelinisierten
Nervenaxonen in vivo gezeigt, dass die R94Q-Mitochondrien die ATP-Produktion nach
axonaler Aktivitat nicht hochregulieren, wahrend die H202-Produktion weitgehend
unbeeinflusst bleibt. Sie schlussfolgerten, dass neuropathische Bedingungen die
Produktion von reaktiven Sauerstoffspezies (ROS) und ATP entkoppeln und dadurch
maoglicherweise die axonale Funktion und Integritat beeintrachtigen (van Hameren et
al., 2019).

Bernard-Marissal et al. haben gezeigt, dass die R94Q Mutation die Degeneration der
distalen Axone induziert. Zudem fuhrt die Mutation zu einer Reduktion der ER-
Mitochondrien Kontaktstellen in Fibroblasten, die von CMT2A Patienten stammen
(Bernard-Marissal et al., 2019a).

Picci et al. haben bestatigt, dass R94Q-Mause progressive motorische und
sensorische Dysfunktionen entwickeln, sowie eine Abnahme in der Acetylierung von
a-tubulin in den distalen Segmenten der langen peripheren Nerven. Zusatzlich konnten
sie zeigen, dass die Behandlung mit einem neuen selektiven Inhibitor der Histone
deacetylase 6 (HDACS6) die Abnahme dieser Acetylierung rickgangig machen konnte
und die motorische Funktion der Mause wiederhergestellt werden konnte. Somit
konnte HDACG6 in der Zukunft auch ein therapeutischer Angriffspunkt fur CTM2A

Patienten sein (Picci et al., 2020).

2.4 Mitochondriale Calciumhomoostase

Calcium (Ca?*) ist eines der wichtigsten intrazellularen Signalmolekile. Kontraktion,
Sekretion und Proliferation und auch Lernen und Gedé&chtnisfunktionen werden
calciumvermittelt reguliert, um nur einige zu nennen. Seine Konzentration ist
extrazellular 20.000-100.000-mal hoéher als intrazellular. Um diesen Gradienten
aufrecht erhalten zu kdonnen, muss Calcium aktiv nach extrazellular sowie in das
endoplasmatische Retikulum befordert werden. Zu hohe Calciumkonzentrationen
wirken toxisch auf die Zelle und kdnnen zum Zelltod fiihren (Berridge et al., 2000). In
den Mitochondrien kann Calcium Schlisselenzyme der Atmungskette aktivieren und
so die ATP Produktion steigern (Szabadkai & Duchen, 2008). Durch den

Protonengradienten der Atmungskette entsteht ein negatives Membranpotential,
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welches die treibende Kraft fir den Einstrom von Calcium in die Mitochondrien ist
(Rottenberg & Scarpa, 1974). Der wichtigste Kanal fir den Calciumeinstrom Uber die
innere Mitochondrienmembran ist der mitochondrial Calcium Uniporter (MCU), ein 40
kDa groRer Kanal mit zwei Transmembrandomanen. Seine Uberexpression fihrt tiber
Stimulierung der IP3 Synthese und Freisetzung von Calcium aus dem ER zu einem
massiven Anstieg der mitochondrialen Calciumkonzentration (Baughman et al., 2011).
MCU wird durch Mitochondrial calcium uptake 1 & 2 (MICU 1 & 2) reguliert. Sowohl
das Fehlen von MCU als auch das von MICU1 oder 2 fuhrt zu schweren Stérungen in

der Calciumhomoostase (Shamseldin et al., 2017).

Wie bereits in 2.3 beschrieben haben spezialisierte Kontaktstellen zwischen
endoplasmatischem Retikulum und Mitochondrien, auch MAM genannt, einen
wichtigen Einfluss auf die mitochondriale Calciumhomdostase. Der Calciumfluss
zwischen den beiden Organellen wird durch einen Komplex aus dem IP3, einem Kanal
zur Calciumfreisetzung aus dem ER, dem Chaperon Grp75 und dem OMM voltage
dependent anion channel (VDAC) vermittelt (De Mario et al., 2017).

2.5 Mitophagie

Autophagie ist ein Mechanismus der Zelle, um intrazellulare Komponenten
wiederzuverwerten, die Organellenzahl zu regulieren und ebenfalls eine Form der
Qualitatskontrolle. Autophagie der Mitochondrien wird als Mitophagie bezeichnet
(Youle & Narendra, 2011). Die Mitophagie wird fur die Elimination von dysfunktionalen
und geschadigten Mitochondrien bendtigt und ist essentiell fur eine gesunde
Mitochondrienpopulation (El-Hattab et al., 2018). Die Mitophagie wurde erstmals in
Hefezellen untersucht, wo sie von autophagy-related 32 (Atg32) vermittelt wird. In
Saugetieren wird die Mitophagie wahrend der Blutzelldifferenzierung von NIP3-like
protein X (NIX; auch als BNIP3L bekannt) reguliert. Zusatzlich wird die Mitophagie in
vielen Vielzellern von Parkin und PTEN-induced putative kinase protein 1 (PINK1)
reguliert. Mutationen in diesen Proteinen filhren zu dysfunktionaler Mitophagie und
sind unter anderem mit dem M. Parkinson assoziiert (Youle & Narendra, 2011).

In gesunden Mitochondrien wird das Protein PINK1 kontinuierlich importiert und
abgebaut (Narendra et al., 2008). Gerat dieser Import bei geschadigten Mitochondrien
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ins Stocken reichert sich PINK1 auf der Oberflache von geschadigten Mitochondrien
an und aktiviert dort Parkin durch Phosphorylierung und allosterisch durch das
Generieren von Phosphoubiquitin (pUb) (Kazlauskaite et al., 2014). Parkin ist eine E3
Ubiquitinligase, katalysiert die Ubiquitinierung von Proteinen der &ul3eren
Mitochondrien Membran (OMM) und rekrutiert damit durch Vorwartskopplung die Ub-
bindende Autophagiemaschinerie. Letztendlich werden die Mitochondrien in

Lysosomen abgebaut (Heo et al., 2015; Lazarou et al., 2015).
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Abbildung 4: Initialisierung der Mitophagie

Mitochondirale Schadigung fuhrt zu Akkumulierung von PINK1 (a), welches daraufhin Parkin aktiviert
(b). Ubiquitilierung der OMM (c) was wiederum zur Bildung von Autophagierezeptoren fiihrt (d) (Heo et
al., 2015).

McLelland et al. haben beschrieben, dass MFN2 die Autophagie der Mitochondrien
durch PINK1 und Parkin reguliert (McLelland et al.,, 2018). ER Mitochondrien
Kontaktstellen werden wahrend der Mitophagie zerstort. Parkin/PINK1 katalysieren
massive Phosphoubiquitierungen von MFN2, die wiederum zum p97-abhangige
Abbau von Mfn2 Komplexen in der &uf3eren Mitochondrienmembran fihren (McLelland

et al., 2018). Dies hat wiederum das Distanzieren der Mitochondrien vom ER zur Folge.
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Zusatzlich wurde gezeigt, dass die Verbindung von Mitochondrien und ER zu einer

Suppression der Mitophagie fihren (McLelland et al., 2018) .

2.6 Oxidativer Stress

Oxidativer Stress ist definiert als das Ungleichgewicht zwischen der Produktion und
der Entfernung von ROS (Halliwell & Whiteman, 2004). Diese enthalten ein oder
mehrere ungepaarte Elektronen und werden auch als freie Radikale bezeichnet. Sie
konnen als Elektronenakzeptor agieren und Elektronen von anderen Molekilen
aufnehmen. Das andere Molekul wird damit oxidiert, weshalb man freie Radikale auch
als Oxidationsmittel bezeichnet. Freie Radikale sind ubiquitar in unserer Umwelt
vorhanden, wobei am haufigsten Hydroxyl-Radikale (OH), Superoxid-Radikale (O27)
und Stickstoffmonoxid (NO) vorkommen (Rahman, 2007). Molekule, wie z.B.
Wasserstoffperoxid (H202) und Peroxynitrit (ONOO") sind selbst keine freien Radikale,
aber kdnnen zur Bildung von diesen fuhren.

Der Hauptentstehungsort von ROS ist in den Mitochondrien entlang der Elektronen-
Transportkette am Komplex | (NADPH-Dehydrogenase) und am Komplex Il
(Cytochrom-c-Reduktase) (Finkel & Holbrook, 2000). Zusatzlich produzieren
Peroxisomen und Enzyme wie die NADPH-Oxidase, Monoaminooxidase,
Cyclooxygenase und Lipoxygenase ROS und erhéhen damit den oxidativen Stress.
Die Zelle hat verschiedene Mechanismen zum Abbau von ROS. Zu diesen gehoren
die Superoxiddismutase, die Katalase und die Glutathonperoxidase. Die
Superoxiddismutase katalysiert den Zerfall von Superoxiden in Sauerstoff und
Hydrogenperoxid. Die Katalase und die Gluthathionperoxidase reduzieren dann H20:2

zu Wasser.

2.7 Glutathion

Eines der wichtigsten antioxidativen Molekile ist Glutathion (GSH). GSH ist ein
Tripeptid aus den Aminosauren Glutamat, Cystein und Glycin, wobei der Einbau von
Cystein der geschwindigkeitsbestimmende Schritt in der Glutathionsynthese von
Neuronen ist, da diese Cystein nicht selbst herstellen und daher aufnehmen missen
(Tan et al., 2001). Glutathion hat viele verschiedene Funktionen, die drei wichtigsten

sind Biotransformation, Cysteinreserve und Redoxpuffer. In der Phase Il der
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Biotransformation werden schadliche Stoffe an Glutathion gebunden, sind damit
besser wasserloslich und kénnen Gber die Niere ausgeschieden werden. Die Reaktion
wird von Glutathion-S-Transferasen katalysiert. Cystein ist als Aminosaure essenziell
fur eine funktionierende Proteinbiosynthese. Dieses ist jedoch reaktionsfreudig und
geht in einer aeroben Umgebung durch Oxidation zu Cysteinsulfin- und -sulfonsaure
standig irreversibel verloren. Glutathion stellt damit die Notreserve fur Cystein dar. Um
als Redoxpuffer zu fungieren, wird Glutathion oxidiert, und geht damit von seiner
monomeren Form (GSH) in das Dimer Glutathion-Disulfid (GSSG) uber. Diese

Reaktion wird von der Glutathion Peroxidase katalysiert.

NADP' 2 GSH HZOZ/ ROS
GSH GSH
reductase peroxidase
; H,0/
NADPH+H GSSG :

detoxified proteins

Abbildung 5: GSH/GSSG Zyklus
GSH reduziert katalysiert durch die GSH Reduktase ROS und andere oxidierte Proteine und wird dabei
zu GSSG. Dieses wird NADPH abhangig von der GSH Peroxidase zu GSH recycelt.

GSSG kann dann durch die Glutathion-Reduktase (GSR) wieder zu Glutathion
reduziert werden. Fur diese Reaktion wird das Koenzym NADPH als Reduktionsmittel
bendtigt. So wird bei gesteigertem GSH-Level und erhéhter Glutathion-Reduktase
Aktivitat auch vermehrt NADPH bendtigt. Dieses kann die Zelle durch eine Steigerung
des Pentose- Phosphat Pathways (PPP) produzieren. Im oxidativen Teil des PPP wird
Glukose unter NADPH Gewinnung in Ribulose-5-Phosphat umgewandelt, welches
dann wiederum im nicht-oxidativen Teil zu Metaboliten der Glykolyse umgewandelt
werden kann. GSH liegt normalerweise 100-fach hoher vor als GSSG. Dieses
Verhdltnis spielt eine wichtige Rolle in der Regulation des Redoxsystems der Zelle
(Maher, 2005).

Eine weitere Moglichkeit ROS zu reduzieren sind sogenannte uncoupling proteins
(UCPs). UCP 1-3 sind mitochondriale Anionencarrierproteine und spielen eine wichtige
Rolle darin die ROS-Emission der Elektronentransportkette zu reduzieren. Die
Funktion von UCP1 ist noch nicht ganzlich geklart. UCP 2 und UCP 3 werden von ROS
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oder ROS By-Produkten aktiviert und induzieren dann einen Protonenleak und damit
eine negative Feedbackschleife fir mitochondriale ROS-Produktion. Zusatzlich wurde
gezeigt, dass UCP2 und UCP3 von kovalenten Modifikationen durch Glutathion
kontrolliert werden. Die reversible Glutathionylation ist folglich notwendig, um UCP2
und UCP3 aber nicht UCP1 zu aktivieren bzw. zu inhibieren. (Mailloux & Harper, 2011).

Zusammenfassend lassen die obigen Ergebnisse die Vermutung zu, dass die R94Q
Mutation Auswirkungen auf mitochondriale Dynamik und Calciumhomoostase hat. Ziel
dieser Arbeit war es diesen Einfluss in einem Zellkulturmodell insbesondere unter
oxidativem Stress genauer zu untersuchen und so die Entstehung der CMT- Krankheit

besser zu verstehen.
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3 MATERIAL

3.1 Zelllinien

Fur diese Arbeit wurden Murine embryonale Fibroblasten (MEF) Zellen von MFN2-/-
Mausen verwendet, die freundlicherweise von Timothy Shutt (University of Calgary)
zur Verfugung gestellt wurden. Stabile Zelllinien wurden von Mitgliedern unserer
Arbeitsgruppe mittels Piggybac System generiert (Wolf et al, 2019).
Zusammengefasst wurde ein Piggybac backbone, welcher HA-MFN2-IRES-mCherry-
NLS exprimiert, mit einer Transposase kotransfiziert. Nach 1 Woche wurden mCherry
positive Zellen mit wiederholter fluoreszenz-aktivierter Zellsortierung konzentriert, bis
>95% der Zellen mCherry exprimierten. In dieser Arbeit wurde insbesondere mit den
Zelllinien Knockout+WT (Rescue) und Knockout+R94Q (R94Q) gearbeitet. Diese
Zellen wurden in DMEM high Glucose Medium mit 10% fetal calf serum (FCS) und 1%
Penicillin und Streptomycin in einem Inkubator mit 5% CO2 und 95% Luft bei 37°C

kultiviert.

3.2 Verbrauchsmaterialien

Verbrauchsmaterial Firma
Zell- und Gewebekulturschale (100x20mm) Sarstedt
Napfschale 6, 12, 24, 96 Loch, F-Boden Greiner Bio-One
Cellstar® Reagiergefal 15 ml Greiner Bio-One
Rohre 50ml, 114x28mm, PP Sarstedt
Reagiergefald 1,5 ml, 2 ml Sarstedt
Certified 0,2ml 8 Twin Strip StarPCR Tu Starlab
Kyro-Réhrchen 20, 2ml TPP
Kyrobox JG Labor Center e.k.
Cellstar® Zellkulturflaschen 250ml Greiner Bio-One
Pipette 2,5;10;100;1000 pl Eppendorf
Multipipette® Eppendorf
accu-jet® pro Brand
Serologische Pipette Cellstar® Greiner Bio-One
5 ml;10 ml; 25 ml; 50 ml
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Combitips advanced® 0,5; 2,5; 5ml
Pipettenspitzen 10 ul; 200 pl; 1000 pl
TipOne®, Filter Tip

Filter Tip

Zellschaber

Wageschalen

Steriler Spritzen Filter

Spritze, 5ml

Luna™ Zell-Zéhlkammern
Neubauerkammer

Menzel-Glaser, Deckglaser

Eppendorf Biopur
Star Lab

Starlab

Greiner Bio-One
Greiner Bio-One

A Hartenstein
VWR internationale
BD Discardit
Logos Biosystems
Precicolor HBG

Thermo Scientific

Mini-PROTEAN® TGX™ Stain Free Precast Bio-Rad
Gels 4-20%
Trans-Blot® Turbo™ Mini PVDV Transfer Bio-Rad
Pack
Tabelle 1: Verbrauchsmaterialien
3.3 Medium
Medium Firma
Dulbecco's modified eagle's medium High Glucose mit Sigma Aldrich
Glukose, Sodium Pyruvat, L-Glutamin
Opti-Mem® Gibco Life
Technologies
Tabelle 2: Medium
3.4 Puffer, Chemikalien
Puffer Firma
Dulbecco's phosphate buffered saline Sigma Aldrich

0,05 % Trypsin-EDTA (1x)
HyClone™ Fetal Bovine Serum (FCS)

10 000 Units/ml Penicillin und 10 mg/ml
Streptomycin

Complete Mini Protease Inhibitor

Life Technologies
Thermo Scientific

Sigma Aldrich

Roche Diagnostics
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RIPA Lysis and Extraction Buffer
Dimethylsulfoxid (DMSO)

Dimethyl fumarate 97%
Lipofectamine® RNAIMAX™ Reagent
Ethanol Rotipuran 99,8%, p.a.
Milchpulver

Tween® 20

Ambion,Nuclease-Free Water
1,4-Dihiothretiol (DTT)

Glycerin

TRIS (Tris(hydroxymethyl)-aminomethan)
Natriumdodecylsulfat (SDS)

Perbio Science
Sigma Aldrich
Sigma Aldrich

Invitrogen by Life Technologies

Roth
Roth
Roth
Nalgene
Roth
Roth
Roth

MP Biomedicals

Natriumchlorid (NaCl) Roth

Tabelle 3: Puffer, Chemikalien

3.5 Antikodrper, Farbstoffe, Marker

Antikorper, Farbstoff, Marker Firma

Trypanblau, 0,4% Invitrogen
MagicMark™ XP Western Protein Standard Invitrogen
CellTiter-Blue® Cell Viability Assay Promega
Bromphenolblau Sigma-Aldrich

Midori Green

1 kb plus DNA ladder
Anti-Aktin (mouse)
Anti-MFN2 (rabbit)

TMRE (Tetramethylrhodamine ethyl
ester perchlorate) 10 uM

CellROX Green Reagent 5 uM

Nippon Genetics Europe
Invitrogen

Millipore

Millipore

Sigma-Aldrich, 87917

Molecular Probes, C10444

Tabelle 4: Antikdrper, Farbstoffe, Marker
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Plasmid

pIND(SP1) mt-Keima

pDsRed2- Mito-Timer

pCMV CEPIA 3mt

pTurbo635N-Mito (MitoFarRed)
PENTR6cC mito-GFP (GFP Parkin)

Referenz

Prof. Atsushi Miyawaki,
RIKEN Brain Science Institute,
Japan

Addgene, 52659
Addgene, 58219

Prof. Axel Methner lab
Prof. Axel Methner lab

Tabelle 5: Plasmide

3.7 Kits

Bezeichnung

Quick-gDNA™ MiniPrep

BC Assay Protein Quantification Kit
ZR RNA MiniPrep Kit

High Capacity cDNA Reverse Transkription Kit

Firma

Zymo Research Corporation,
D3025

Interchim, Worgl, Austria

Zymo Research Corporation,
R1064

Applied Biosysems

Tabelle 6: Kits

3.8 Gerate

Gerat

Luna™ Automatischer Zellzahler
Vortexe-2-Genie

Vortexer

Heraeus Multifuge 3L-R Zentrifuge
Heraus Multifuge X1 Zentrifuge
Heraeus Fresco 21 Zentrifuge
Aqualine AL 12 Warmwasserbad

JB Aqua 5 Plus Wasserbad

Firma

Logos Biosystems
Scientific Industries
Biozym

Thermo Scientific
Thermo Scientific
Thermo Scientific
LAUDA

Grant
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Motic AE20 Serien Mikroskop
Olympus I1X 51 Mikroskop
Vacusafe Absaugpumpe
MSC-Advantage Sterilbank
Abzugshaube

CO,-Inkubator MCO-20AIC
Kdhlraum 4°

Kihlschrank

Gefrierschrank -80°C
Gefrierschrank -20°
Schittelplatte GFL 3011

Reax 2 Schuttelplatte
Grobwaage ALC-810.2

MR Hei-Standard Magnet-Ruhrer
pH-Meter CG 810

Thermomixer comfort

Stoppuhr

Milli-Q Plus Anlage

Trans-Blot SD Semi-Dry Transfer Cell
Trans Blot Turbo

Power Pac Basic

Mini Protean Tetra Cell

Infinite M200Pro, Tecan Reader
peQSTAR 96 universal

Leica TCS SP5

The Odyssee Sa Infrared Imaging System

Motic

Olympus

Integra

Thermo Scientific
Infralab

Sanyo

Viessman
Liebherr Comfort
Sanyo

Liebherr Comfort
GFL

Heidolph
Acculab-Sartorius Group
Heidolph

Schott Geréate
Eppendorf

VWR

Millipore

Bio-Rad

Bio-Rad

Bio-Rad

Bio-Rad

Tecan

peQlab

Li-Cor

Leica Microsystems

Tabelle 7: Gerate
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3.9 Programme
Programm Firma
Adobe lllustrator CS6 Adobe
Adobe Photoshop CS6 Adobe
Image Studio Lite Version 3.1 LI-CO
Graph Pad Prism 6 Graph Pad Prism
ODYSSEY Sa Li-Cor

Microsoft PowerPoint 2010
Microsoft Exel 2010

Image J

Microsoft Corporation
Microsoft Corporation

National Institutes of Health

Tabelle 8: Programme
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4 METHODEN

4.1 Zellbiologie
4.1.1 Kultur und Passagieren von MEF- Zellen

Die MEF-Zellen wurden bei 37°C und einem Kohlenstoffdioxidgehalt von 5% in
Zellkulturmedium inkubiert. Als Zellkulturmedium wurde Dulbesso’s Modified Eagle’s
Medium with high Glucose, L-glutamine and Sodium Pyruvate verwendet, dem 10%
FCS (fetal calf serum) sowie 1% Penicillin und Streptomycin zugesetzt wurden. Die
Zellen wurden alle 3-4 Tage bei einer Konfluenz von 95% passagiert. Hierzu wurde
das Medium abgesaugt und die Platte mit 6 ml phosphatgepufferter Salzlésung (PBS;
phosphate buffered saline) gewaschen, um Reste des FCS zu entfernen. Dies ist
notwendig, damit das FCS nicht das im nachsten Schritt zugegebene Trypsin hemmit.
Die 1 ml 0.05%-Trypsin-EDTA losen die adhéarenten Zellen von der Schale, wobei
dieser Prozess durch Auf- und Abpipettieren verstarkt wurde. Anschlieend wurden
9ml Medium hinzugegeben, um den Prozess zu stoppen. Zuletzt wurden die Zellen in
1:40er Verdunnung in eine neue Petrischale mit vorgelegtem Medium Uberfihrt.

4.1.2 Zellzahlbestimmung in der Neubauerkammer

Die Neubauerkammer besteht aus neun gleich grof3en Quadraten, wobei zum Zahlen
der Zellen die auReren vier Quadranten verwendet werden. Zunachst muss beachtet
werden, dass die Konzentration der zu bestimmenden Probe zwischen 2,5x10°-
2,5x10° Zellen/ml liegen sollte. Ist dies nicht der Fall muss die Probe weiter verdiinnt
werden. AnschlieBend wurden 10 pl der Zellsuspension mit 10 pl Tryptanblau
verdunnt. Dieses ist ein Diazofarbstoff und wird von lebenden Zellen nicht
aufgenommen, kann jedoch durch die zerstdrte Zellmembran toter Zellen dringen und
diese anfarben. In die Neubauerkammer wurden 10 pl der Tryptanblau-MEF-
Zellsuspension pipettiert und mindestens zwei diagonal voneinander liegende
Quadranten ausgezahlt. Daraufhin kann die Konzentration der Ausgangsprobe wie

folgt berechnet werden:

ZellzahlxVerdiinnungxKammerfaktor (10%)

Zellzahl/ml =

Anzahl gezédhlter Quadrate
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4.1.3 Automatisierte Zellzahlbestimmung

Zur automatisierten Zellzahlbestimmung wurde die Probe zunachst ebenfalls mit
Tryptanblau 1:2 verdinnt. Anschlie@end wurden 10 ul der Mischung in eine

Zahlkammer dberfihrt und mit dem Luna automated cell counter gezabhilt.

4.1.4 Zellviabilitatsbestimmung

Um die Viabilitat der Zellen zu bestimmen, wurde der CellTiter-Blue® Cell Viability
Assay der Firma Promega verwendet. Dieser beruht auf der Fahigkeit lebender Zellen
den Redoxindikator Resazurin in das fluoreszierende Endprodukt Resorufin zu
uberfuhren. Je 3000 MEF Zellen/Loch wurden als Triplets in 100 pmol
Zellkulturmedium auf einer 96 Lochnapfschale ausplattiert und 24 h bei 37°C und 5%
CO; inkubiert. Anschlie3end wurde das Zellkulturmedium entfernt und 0 pM, 0.01 pM,
0.1 uM, 1 pM, 10 pM und 100 uM H20:2 zugegeben und fur weitere 24 h bei 37°C und
5% CO, inkubiert. Daraufhin wurde das Medium abgesaugt und CellTiterBlue Reagenz
hinzugegeben und fir 4h bei 37°C und 5% CO, inkubiert. Danach erfolgte die
Fluoreszenzintensitatsbestimmung photometrisch mit dem Infinite® 200 PRO (Tecan)

Reader bei einer Wellenlange von 590 nm.

4.15 Zellproliferationsbestimmung

Um die Proliferation der Zellen zu messen, wurde der RealTime Glo MT Cell Viability
Assay verwendet. Die NanoLuc Luciferase sowie das MT Cell Viability Substrat
werden dem Zellkulturmedium zugefigt. AnschlieBend wird das MT Cell Viability
Substrat von den lebenden Zellen reduziert und steht daraufhin der NanoLuc
Luciferase zu Verfigung, die ein lumineszierendes Endprodukt herstellt. Die
Fluoreszenzintensitat ist damit proportional zu den lebenden Zellen. Das Besondere
an diesem Assay ist, dass die Lumineszenz kontinuierlich fiir bis zu 72 h gemessen

und somit auf die Zellproliferation riickgeschlossen werden kann.

Es wurden je 750 Zellen pro Loch in eine weil3e 96er-Lochnapfschale ausplattiert. MT
Cell Viability Substrat und NanoLuc Luciferase wurden 1:1000 in Zellkulturmedium
verdunnt. Nach 30 min wurde die erste Lumineszenzmessung im 37°C vorgewarmten

Tecan Reader durchgefihrt. Nach 24 h, wurde zunachst eine 2. Messung
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durchgefiuihrt. Anschliel3end wurde bei der Halfte der Zellen 10 pl einer 1 mM H20:2
Lésung den 100 pl Zellkulturmedium hinzugefiigt, sodass eine H202 Konzentration von

100 puM entstand. Nach 48 h und 72 h wurden zwei weitere Messungen durchgefuhrt.

4.1.6 Zellulare ROS Messung mit CellROX® Green Reagenz

CellROX® Green Reagenz ist eine fluorogene Sonde zur Messung des oxidativen
Stresses in lebenden Zellen. Der membrangangige Farbstoff ist in reduziertem
Zustand schwach fluoreszierend und zeigt bei Oxidation durch reaktive
Sauerstoffspezies (ROS) eine hellgrine photostabile Fluoreszenz. Es wurden 4000
Rescue sowie 4000 R94Q MEF Zellen in 250 ul Zellkulturmedium in einem ibidi Slide
ausplattiert und nach 24 h die eine Halfte Gber 24 h mit 200 uM H202 behandelt. Nach
weiteren 24 h wurde zunachst aus der 2,5 mM Stammldsung eine 5 UM Farbeldsung
hergestellt, indem das CellROX Reagenz 1:5000 in DMEM ohne FCS verdinnt wurde.
Die Ibidi-Slides wurden mit DMEM ohne FCS einmal gewaschen und dann 250 ul
Farbelésung pro Kammer hinzugefiigt. AnschlieBend wurde bei 37°C fur 30 min
inkubiert und daraufhin 3x mit PBS gewaschen. Danach wurde angewarmtes DMEM
Medium ohne Phenolrot hinzugefigt und die Flurenzenzintensitat bei 485/520 (ex/em)
am konfokalen Mikroskop (Leica TCS SP5) gemessen.

4.1.7 Mitochondriale Membranpotentialmessung mit TMRE

Tetramethylrhodamin-Ethylester (TMRE) ist ein membrangéngiger, nicht zytotoxischer
Fluoreszenzfarbstoff und kann aufgrund dessen im life Cell Imaging verwendet
werden. Der Farbstoff verfligt tiber eine positive Ladung und akkumuliert deswegen in
den negativ geladenen Mitochondrien. Bei einer Depolarisation der Mitochondrien, wie
zum Beispiel zu Beginn der Apoptose werden die dort gespeicherten Anionen
freigesetzt und demnach sinkt auch die TMRE-Konzentration.

Tetramethylrhodamin-Ethylester (TMRE) Pulver wurde in 486 pl Dimethylsulfoxide
(DMSO) verdunnt, um eine 100mM Stammldsung zu erhalten. Fiir den Versuch wurde
durch Verdinnen in Zellkulturmedium ohne FCS eine 25 nM Ldsung hergestellt. Es
wurden je 3500 Zellen der Rescue und R94Q Zelllinine in 250 ul Zellkulturmedium in
einem ibidi Slide ausplattiert. Nach 24 h wurden die Zellen halftig mit 100 uM H202
behandelt. Nach weiteren 24 h wurden die Zellen mit 25 nM TMRE Farbelésung bei
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37°C fur 30 min gefarbt und anschlieend zweimal mit warmem PBS gewaschen.
TMRE besitzt zwei Absorptionsmaxima bei Amax = 515 nm und 555 nm sowie ein
Emissionsmaximum bei Amax =575 nm. Daher wurden Bilder mit dem SP5 Konfokalen
Mikroskop (Leica) bei 561 nm gemacht. Die Fluoreszenzintensitat wurde anschliel3end

mit Image J bestimmt. Als Positivkontrolle wurde FCCP verwendet.

4.1.8 Glukoseaufnahme

Um die Glukoseaufnahme der Zellen zu messen, wurde der Farbstoff 2-NBDG (2-(N-
(7-Nitrobenz-2-oxa-1,3-diazol-4-yl)Amino)-2-Deoxyglucose) verwendet. Bei diesem
handelt es sich um ein Glukoseanalogon, welches zum Life Imaging der

Glukoseaufnahme und damit als Indikator der Zellviabilitat verwendet werden kann.

Es wurden je 3500 Zellen der Rescue und R94Q Zelllinie in 250 pl in einem ibidi Slide
ausplattiert. Nach 24 h wurden die Zellen héalftig mit 100 pM H202 behandelt. Nach
weiteren 24 h wurden die Zellen mit 100 uM 2-NBDG Farbelésung fur 60 min bei 37°C
inkubiert. Anschlielend wurde zweimal mit PBS gewaschen und daraufhin in
phenolrotfreiem Medium Bilder am konfokalen Laser Mikroskop aufgenommen. Da das
Absorptionsmaxima bei Amax = 485 nm liegt, wurde der 488 nm Argon Laser

verwendet. Zuletzt wurde die Fluoreszenzintensitat mithilfe von Image J analysiert.

4.2 Molekularbiologie
4.2.1 Transiente Transfektion

Als Transfektion wird das Einbringen von DNA, meist in Form von Plasmiden, in
eukaryotische Zellen bezeichnet. Hierbei wird zwischen transienter Transfektion und
der Herstellung von stabiler Zelllinien unterschieden. Bei der transienten Transfektion
wird die DNA fiir das Protein nicht in das Genom der Zelle integriert, daher wirft die
Zelle das Plasmid nach einigen Zellteilungen wieder ab. Das Protein wird also nur far
eine kurze Dauer (transient) exprimiert. Bei der Herstellung von stabilen Zelllinien wird
neben der DNA zusatzlich ein Plasmid flir eine piggyBac Transposase transfiziert
(Nickel et al., 2016). Diese integriert den DNA-Abschnitt mit dem zu transfizierenden

Protein in das Genom der Zelle, sodass das Protein dauerhaft exprimiert wird.
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Ein Plasmid besteht mindestens aus folgenden Teilsequenzen: einem Origin of
Replication (kurz ORI), an dem die RNA-Polymerase ansetzt und mit der Transkription
beginnt und eine Sequenz fur ein Protein, bzw. eine ,Leersequenz® als Kontrolle. Die
meisten Plasmide enthalten zudem eine Sequenz fiir ein fluoreszierendes Protein oder
eine Antibiotikaresistenz, welches als Kontrolle der Transfektion dienen kann. Zellen,
bei denen die Transfektion erfolgreich war, leuchten unter einem
Fluoreszenzmikroskop oder verfligen Uber eine neue Antibiotikaresistenz. Der Anteil
der transfizierten Zellen an der Gesamtzahl der Zellen wird als Transfektionseffizienz

bezeichnet.

Je nach Zellart gibt es hierzu verschiedene Methoden, in dieser Arbeit wurde die
Lipofektion verwendet. Bei dieser werden die Nukleinsduren in Liposomen
eingeschlossen beziehungsweise an diese gebunden. Diese Liposomen fusionieren

nach Endozytose mit der Endosomenmembran, wodurch die DNA freigesetzt wird.

42.1.1 Transfektion mit den Plasmiden CEPIA3mt und Mito-TurboFarRed

Zunachst wurden 4000 MEF Zellen jeder Zelllinie in 250 pl Medium auf ein Ibidi Slide,
zur anschlieRenden Auswertung am konfokalen Mikroskop (Leica TCS SP5),
ausplattiert. Diese Zellzahl wurde so gewahlt, dass die Zellen zum
Transfektionszeitpunkt 60-80% konfluent waren. Nach einer Inkubationszeit von 24 h,
um das Anheften der Zellen an dem Slide zu gewabhrleisten, wurde die eigentliche
Transfektion vorgenommen. Hierzu wurden zunachst in einem Mikroreaktionsgefaf}
100 pl Opti-MEM® Medium mit 8 ul Lipofectamine vermischt. Zusatzlich wurde in
einem anderen Mikroreaktionsgefald je 2,5 pl der Plasmide CEPIA3mt und Mito-
TurboFarRed, was einer DNA-Konzentration von 2,5 pg entspricht, mit 125 pl Opti-
MEM® Medium gemischt. Anschliel3end wurden je 90 ul beider Ansétze in ein drittes
Mikroreaktionsgefal3 Uberfuhrt. Dieses wurde homogenisiert und 5 min bei
Raumtemperatur inkubiert. Zuletzt wurden 10 pl dieser Losung auf jedes Loch

gegeben, was einer Plasmidkonzentration von 100 pug Plasmid pro Loch entspricht.
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4.2.1.2 Transfektion mit den Plasmiden MtKeima, Mitotimer, GFP-Parkin und Mito-
TurboFarRed

Bei den Transfektionen wurde wie in 1.2.1.1 beschrieben vorgegangen. Es wurde
lediglich anstelle der oben genannten Plasmide 3 ug des Plasmides MtKeima, bzw. je
2,5 pg der Plasmide GFP-Parkin und Mito-TurboFarRed bzw. 4 pg des Plasmides

Mitotimer verwendet.

4.2.2 RNA Isolation

Um die RNA aus den MEF-Zellen zu isolieren, wurde das ZR RNA MiniPrep Kit der
Firma Zymo Research verwendet. Das Prinzip beruht auf der single step Methode
(Chomzynski & Sacchi, 1987)bei der im ersten Schritt die Proteine denaturiert werden.
Im zweiten Schritt werden die Proteine durch Phenol entfernt und die DNA Fragmente
sammeln sich nach Zentrifugation in der Interphase. Die RNA bleibt in dem wéassrigen
Uberstand zuriick. Es wurde nach dem Protokoll des Herstellers vorgegangen. Dafir
wurde von konfluenten MEF-Zellen das Zellkulturmedium entfernt, mit PBS gespult
und dann die Zellen durch Trypsin von der Lochnapfschale gel6st. Anschliel3end
wurde wieder Medium hinzugefugt und 3 min bei 1300 rpm zentrifugiert. Im n&chsten
Schritt wurde der Uberstand abgesaugt und das Zellpellet in 400 pl RNA Lyse Puffer

suspendiert und fir 1 min bei 12000 G zentrifugiert.

Anschliel3end wurde das Lysat in eine Zymo-Spin Il C Saule im Auffangréhrchen
Uberfahrt und fur 30 S bei 8000 G =zentrifugiert. Der Durchfluss wurde im
Auffangrohrchen aufbewahrt und mit 0,8 Volumen Ethanol (95-100 %) vermischt.
Diese Mischung wurde in eine Zymo-Spin Il C Saule mit Auffangrohrchen tberfuhrt
und fur 1 Min. bei 12000 G zentrifugiert.

Dann wurden 400 pl RNA Waschpuffer in die Zymo-Spin Il C Saule geflllt und
abermals fur 30 s bei 12000 G zentrifugiert. Der Durchfluss wurde verworfen. Im
nachsten Schritt wurde ein DNase Cocktail fir jede Probe vorbereitet, dafiir wurden
10 pl RNase-Free DNase 1, 10 ul 10x Reaction Buffer und 80 ul DNase/ RNase-Free
Water zusammen pipettiert.

Die Zymo-Spin Il C Saule wurde in ein RNase freies Rohrchen Uberfiihrt und dann
wurden 100 pl des zuvor hergestellten DNase 1 Cocktails auf die Matrix der Saule

pipettiert. Das Ganze wurde fur 30 s bei 500 zentrifugiert. Die Saule und der Durchfluss
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wurden im RNase freien Roéhrchen aufbewahrt und bei Raumtemperatur fir 15 min
inkubiert und dann bei 12000 G fiir 30 Sek zentrifugiert. Anschlielend wurde die Zymo-
Spin Il C Saule in ein neues Auffangréhrchen tberfiihrt. Zu dem vorher gewonnenen
Durchfluss (100 pl) wurden 300 pl RNA Lyse-Puffer im RNase freien Rohrchen
hinzugeflgt und gut gemischt. Daraufhin wurden 400 ul Ethanol dazu pipettiert und die
ganze Mischung auf eine Zymo-Spin Il C Saule in einem Auffangrohrchen tbertragen
und fir 30 s bei 12000 G zentrifugiert. Der Durchfluss wurde verworfen. Im nachsten
Schritt wurden 400 pl RNA Prep-Puffer der Saule hinzugefligt und fir 1min bei 12000
G zentrifugiert. Daraufhin folgten einige Waschschritte. Zuletzt wurden 25 ul
DNase/RNase freies Wasser direkt auf die Saule aufgetragen und nach 1 min
Inkubationszeit bei RT fir 30 s bei 10000 G zentrifugiert, um die RNA aus der Saule
zu extrahieren. Die RNA konnte nun direkt weiterverwendet oder bei -70 °C gelagert

werden.

4.2.3 Polymerase-chain-reaction (PCR) und Sequenzierung

Die Polymerasekettenreaktion dient der in vitro Amplifikation von einem bereits
bekannten DNA Stiick und findet im Theromocycler statt. Die PCR wurde zur
Seqgenzierung des MFN2 Gens verwendet, um die Zelllinien Rescue und R94Q
zweifelsfrei zu identifizieren. Es werden zwei Primer bendétigt, die den zu
sequenzierenden DNA-Abschnitt am 5 wund in 3' Ende einrahmen,
Desoxynucleosidtriphosphate zur Strangverlangerung sowie eine DNA-Polymerase. In
diesem Fall wurde die Herculase Il verwendet. Die PCR besteht aus verschiedenen
Schritten: der Denaturierung, der Hybridisierung und der Polymerisierung. Zur
Denaturierung erhitzt sich der Thermocycler auf 95°C, um sicherzustellen, dass die
DNA Doppelstrange sich trennen. Anschlie3end findet bei 68°C die Hybridisierung der
Primer statt. Zuletzt wird das Gerat wieder auf 72°C erwéarmt, da bei dieser Temperatur
die Polymerase ihr Temperaturoptimum hat. Diese Schritte werden zwischen 20 und
30mal wiederholt bis die gewlnschte DNA Konzentration erreicht ist. Anschliel3end
wird die DNA durch Agarosegelelektrophorese nach ihrer Gré3e aufgetrennt. Je hoher
die Konzentration der Agarose in dem Gel bilden sich mehr Quervernetzungen und
somit auch ein feinerer Filter. Durch eine angelegte Spannung wandert die negativ
geladenen DNA zum positiven Pol. Kirzere DNA-Sticke kbnnen das Gel besser
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passieren und wandern daher weiter zum Positiven Pol, sodass eine Auftrennung nach
GroRRe geschieht. Anschlie3end wurde das Gel mittels UV-Licht detektiert.

Um die Basenabfolge eines DNA-Abschnittes zu bestimmen wurde diese mit
Nuklease-freiem Wasser auf die Konzentration ¢ = 50 ng/pl verdiinnt und bei GATC-

Biotech per Sanger-Sequenzing sequenziert.

4.2.4 cDNA Synthese

Um aus der RNA die komplementéare DNA, auch cDNA genannt, zu generieren, wird
eine RNA-abhangige DNA-Polymerase, die reverse Transkriptase verwendet. Hierzu
wurde das High Capacity cDNA Reverse Transkription Kit von Applied Biosysems
verwendet. Es wurden 20 ul der zuvor isolierten RNA mit 2ul Reverse Transkriptase
Puffer, 1,6 pl eines 25x Desoxyribunukleosidtriphosphate(dNTP) Mix; 4 ul eines 10x
Random Primers; 2 ul der Reversen Transkriptase und 8,2 pl Nuklease freies Wasser
miteinander vermischt. Im Cycler wurde dann in temperaturabhéngigen Schritten die
cDNA synthetisiert: 10min bei 25°C, 120min bei 37°C, 5min bei 85°C und zuletzt 8min
bei 4°C.

4.2.5 Glutathionassay

Der Glutathionassay dient zur Bestimmung des GSH- und des GSSH-Gehaltes. Das
Prinzip liegt darin, dass GSSG mit Hilfe der Glutathionreduktase und NADPH zu GSH
reduziert wird. Dieses wird wiederum durch DTNB in einer nichtenzymatischen
Reaktion unter Entstehung von gelb gefarbtem 2-Nitro-5-thiobenzoat (TNB-) zu GSSG
oxidiert.

Zunachst wurden 150000 Zellen pro Loch in einer 6-Lochnapfplatte ausplattiert und
nach 24 h die Halfte der Zellen mit 100 uM H202 behandelt. Nach weiteren 24 h wurden
die Zellen auf Eis mit kaltem PBS gewaschen und mit Hilfe von 200 pl PBS mit einem
Zellkratzer von der Platte gelost. AnschlieRend wurden die Zellen in ein
Mikroreaktionsgefald mit 100 pl 10% SSA pipettiert, um die Proteine zu prazipitieren.
Nach einer Inkubationszeit von 10 min wurde weitere 10 min bei 4°C und 14000 rpm

zentrifugiert. Daraufhin wurden 280 pl des Uberstandes in ein Mikroreaktionsgefal® mit
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24 ul TEA/H20-Mischung gegeben. Das Zellpellet wurde tber Nacht bei 37°C in NaOH

geldst und anschlieRend zur Proteinbestimmung mittels BCA-Assay verwendet.

Fur den GSH-Assay wurden zunachst in Duplikaten je 20 ul einer GSH-Standardreihe
(0-20uM) aufgetragen und Triplets der 4 Proben. Nach Zugabe von je 100 ul des Assay
Mix bestehend aus DTNB, NADPH und der Glutathionreduktase wurde Gber 30 min
die Absorption bei 412 nm im Infinite® 200 PRO (Tecan) Reader gemessen.

4.2.6 Mitochondriale Calciumbestimmung

Um die mitochondriale Calciumkonzentration messen zu kénnen, wurden die Zellen
wie unter 1.2.1 beschrieben mit den Plasmiden CEPIA3mt und Mito-TurboFarRed
transfiziert. CEPIA3mt zeigt das mitochondriale Calcium an, wahrend Mito-
TurboFarRed ein mitochondrialer Expressionsmarker ist.

4000 Rescue sowie R94Q-Zellen wurden in 250 pl Zellkulturmedium in einem ibidi-
Slide ausplattiert. AnschlieBend wurden die Zellen mit den Plasmiden Cepia und
MtFarRed transfiziert (siehe 7.2.1) und nach 24 h fir 24 h mit 100 uM H20:2 behandelt.
Die Fluoreszenzintensitatsbestimmung erfolgte am SP5 konfokalen Laser Scanning
Mikroskop bei 488/530 (ex/em) fur CEPIA3mt und bei 633/640 (ex/em) fir Mito-
TurboFarRed. Zuletzt wurde die CEPIA3mt Fluorenzenzintensitdt auf die Mito-

TurboFarRed Fluorenzenzintensitat normalisiert.

4.3 Proteinbiochemie
4.3.1 Probengewinnung

Um eine Probe aus einer Zellkultur zu gewinnen, wurden die Zellen im Medium
zunachst zentrifugiert. Anschlieend wurde das Medium entfernt, die Zellen mit PBS
gewaschen und das PBS ebenfalls entfernt. Dann wurde der Probe 100 pl
Radioimmunoprecipitation Assay (RIPA)-Puffer mit Proteinase- und Phosphatase-
Inhibitor zugegeben, diese auf Eis 10 min inkubiert und dann bei maximaler
Geschwindigkeit und 4°C 30 min zentrifugiert. Daraufhin befanden sich die Proteine

im Uberstand.
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4.3.2 Bestimmung der Proteinkonzentration

Zur Konzentrationsbestimmung der Proteine wurde der Bicinchoninsaure (BCA-) Test
der Firma Interchim (BC Assay Protein Quantification Kit) verwendet. Dieses Verfahren
beruht auf einer Reduktion von Cu?* lonen zu Cu-lonen, welche einen Farbkomplex
mit BCA bilden. Diese Farbkomplexe konnen dann photometrisch bei einer
Wellenlange (A) von 562 nm analysiert) werden. Als erstes wurden die Proteinproben
1:100 mit Nukleinsaure freiem Wasser verdinnt und anschliel3end als Triplet auf eine
96 Lochplatte aufgetragen. Als Vergleichswerte wurde eine Rinderserumalbumin
(BSA)-Standardreihe mit verschiedenen Konzentrationen (0;6,25; 12,5; 25; 50; 100
und 200 pg/ml) hergestellt und als Triplett mit je 15 pl pipettiert. AnschlieRend wurden
den vorgelegten Ldsungen je 100 pl des BC Assay Mix (Reagenz A+B 1:50)
hinzugefugt und bei 37°C fur 30 min inkubiert. Zuletzt erfolgte die photometrische
Analyse bei einer Wellenlange von 562 nm am Infinite® 200 PRO (Tecan) Reader. Zur

Auswertung und Berechnung der Proteinkonzentrationen wurde Excel verwendet.

4.3.3 SDS Page

Zur Auftrennung der Proteine nach ihrer molekularen Grof3e wurde die
Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamidgelelektrophorese verwendet. Hierbei wird das
Probenmaterial zunachst 3 min bei 100°C denaturiert mit Natriumdodecylsulfat (SDS)
versetzt, welches sich an diese lagert und ihnen somit eine stark negative Ladung gibt.
Zusatzlich wird Dithiothreitol (DTT) der Probe zugefugt, um die Disulfidbricken zu
brechen, sowie das schwere Glycerol, um die Proben besser in die Taschen sinken zu
lassen. AulBerdem ist dem Puffer der Farbstoff Bromphenolblau zugesetzt. Dieser
wandert aufgrund seiner geringen Grol3e schneller als die Proben, sodass man eine

optische Kontrolle hat, wann die Elektrophorese zu beenden ist.

Durch das Anlegen einer Spannung wandern die negativ geladenen Proteine zur
positiv geladenen Anode. Die Geschwindigkeit wird durch die Grol3e der Proteine
sowie die Beschaffenheit des Gels bestimmt. Meist bestehen Gele aus einem 5%
Polyacrylamid-Gel (Sammelgel) und einem hdher konzentrierten Polyacrylamid-Gel
(Trenngel). Das Sammelgel dient dazu alle Proben mdglichst gleichzeitig in das
Trenngel eintreten zu lassen, in dem die endgultige Aufteilung nach Molekulargewicht
erfolgt. In diesem Fall wurde ein 10% Mini PROTEAN Membrane Stain Free Gel von
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Bio-Rad verwendet, welches vertikal in eine Gelelektrophoresekammer mit 1fachem
SDS Puffer gehéngt wurde. Als Marker wurden 5 pl MagicMark XP Western Protein
Standard in die erste Tasche pipettiert, gefolgt von den Proben. Anschliel3end wurde

15 min eine Spannung von 300 V angelegt.

4.3.4 \Westernblot

Nach dem SDS Page wurden die Proteine von dem Gel auf eine Polyvinylidene Fluorid
(PVDF) Membran uberfihrt. Hierzu wurde TransBlot Turbo von Bio-Rad verwendet.
Indem ein elektrisches Feld angelegt wurde, binden die Proteine tber hydrophobe
Interaktionen an die Membran. Um unspezifische Bindungen zu verhindern, wurde die
Membran fur eine Stunde mit 3% in PBST gel6stes Milchpulver bei Raumtemperatur
inkubiert. Anschlie3end wurde der primare Antikdrper tber Nacht bei 4°C inkubiert,
gefolgt von drei Waschschritten mit PBST, um ungebundene Antikdrper zu entfernen.

Der sekundare Antikorper, welcher an die Spezies-spezifische Fc-Region des
primaren Antikdrpers bindet, ist mit einem fluorochrome konjugiert, der am Ende mit
dem infrarot Bildsystem (ODYSSEY) detektiert werden kann. Der sekundare
Antikorper wurde fur 1h bei Raumtemperatur im Dunkeln inkubiert, um das
Ausbleichen des Fluoreszenzmarkers zu verhindern. Anschliel3end wurde drei Mal mit
PBST gewaschen, dann der Blot in PBS gegeben und die Fluoreszenz mit dem
ODYSSEY infrarot Bildsystem detektiert.
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5 ERGEBNISSE

5.1 Validierung der R94Q und Rescue Zelllinien

Um die Auswirkungen der R94Q Mutation zu untersuchen, wurden von anderen
Mitgliedern unserer Arbeitsgruppe stabile Rescue (KO+WT) und R94Q (KO+R94Q)
Zelllinien hergestellt. Hierzu wurden embryonalen Mausefibroblasten (MEF-Zellen)
von MFN2 knockout Mausen verwendet, welche freundlicherweise von Timothy Shutt
(Universitat von Calgary) zur Verfigung gestellt wurden. Um mogliche toxische Effekte
von Antibiotika, die oft zum Generieren von stabilen Zelllinien genutzt werden, zu
vermeiden wurden wie folgt vorgegangen: Die MEF Zellen wurden, mittels Piggybac
System mit einem HA-markierten MFN2 (WT oder R94Q) transfiziert und anschlieRend
mittels fluorenzenzaktivierter Zellsortierung die mCherry positiven Zellen konzentriert.
Alle stabil transfizierten Zellen exprimieren ein rot fluoreszierenden mCherry-Protein
hinter der internal ribosomal entry site (IRES), wahrend Zellen mit einem zusatzlichen

mCherry vor dem IRES-mCherry als Negativkontrolle dienen (Wolf et al., 2019).

Zu Beginn meiner Arbeit habe ich zunachst bestatigt, dass beide Zelllinien
gleichermalRen MFN2 exprimieren. Abbildung 1A zeigt den Westernblot der
verschiedenen Zelllinien. Bei 86 kDa ist die Bande von MFN2 zu erkennen, bei 40 kDa
die der Ladekontrolle B-Aktin. Das Uberexprimierte MFN2 lauft aufgrund des N-
terminalen HA-Tags langsamer. Wie zu erwarten gibt es bei WT, KO+WT und
KO+R94Q jeweils eine MFN2 Proteinbande, wahrend bei KO und KO+EV keine Bande
zu sehen ist. In Abbildung 1B ist die Auswertung des Blots dargestellt. Es ist zu
erkennen, dass KO+WT (Rescue) Zellen und KO+R94Q-Zellen (R94Q) vergleichbare

Mengen an MFN2 exprimieren, wobei dies mehr ist als bei den Wildtyp-Zellen.
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Abbildung 6: Rescue und R94Q exprimieren vergleichbare MFN2 Mengen
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Westernblot mit MFN2 Antigen. Es ist zu sehen, dass Rescue (KO+WT) und R94Q (KO+R94Q) vergleichbare
Mengen MFN2 exprimieren, die jedoch tber der MFN2 Menge des Wildtyps liegen. Als Ladekontrolle diente Aktin.
Dargestellt ist jeweils der Mittelwert mit der Standardabweichung (MW+ SD, n = 3)

5.2 Proliferation von Wildtyp und R94Q MFN2 nimmt bei oxidativem Stress

gleichermalen ab

Um in den Zellen oxidativen Stress auszulosen, wurde Wasserstoffperoxid verwendet,
da dieses auch physiologisch in der Zelle vorkommt und damit oxidativen Stress im
Organismus gut abbildet. Sies et al. hat gezeigt, dass unter physiologischen
Bedingungen die intrazellulare H202 Konzentration zwischen 1-10 nM liegt. Hohere
Konzentrationen |6sen eine adaptive Stressantwort Uber Schlisselenzyme wie
Nrf2/Keap1 oder NF-kB aus. Uberphysiologische Konzentrationen tiber 100 nM fiihren
zur Schadigung von Biomolekilen und werden als oxidativer Distress bezeichnet
(Sies, 2017).

Fur diese Arbeit wollte ich eine Konzentration wahlen, die in den Zellen eine deutliche
Stressantwort auslost. Der einfachste Weg eine Aussage Uber den Zustand von Zellen
zu treffen ist deren Viabilitdt zu beurteilen. Es wurde folglich getestet welche H20:2
Konzentration bei den Zellen zu einer verminderten Viabilitat im Vergleich zu
unbehandelten Zellen derselben Zelllinie fuhrt. Hierzu wurde der CellTiter-Blue® Cell
Viability Assay der Firma Promega verwendet. Dieser beruht auf der F&ahigkeit
lebender Zellen den Redoxindikator Resazurin in das fluoreszierende Endprodukt
Resorufin zu Uberfihren. Es wurden Rescue und R94Q-Zellen fir 24 h mit
aufsteigenden H202 Konzentrationen (0-100 puM) behandelt und anschlieend die
Viabilitat bestimmt. Es ist in Abb. 2A zu erkennen, dass beide Zelllinien kaum bis gar
nicht auf Konzentrationen bis 10 uM reagieren. Bei einer H202 Konzentration von 100
UM kommt es bei beiden Zelllinien zu einer verminderten Viabilitdt von ca. 50% im
Vergleich zu niedrigeren H202 Konzentrationen. Diese Konzentration entspricht einer
intrazellularen Konzentration von 1 pM und ist als milder oxidativer Stress einzuordnen
(Sies, 2017).

In einem zweiten Versuch wurde die Proliferation der MEF Zelllinien Rescue und R94Q
untersucht. Im vorherigen Versuch konnte die Viabilitdtsbestimmung nur einmal

durchgefiihrt werden, da das Reagenz toxisch fur die Zellen ist, und damit lediglich die
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Viabilitat 52h nach dem Ausplattieren bestimmt wurde. Folglich kénnte die verminderte
Viabilitat nach Behandlung mit 100 uM sowohl durch den Tod von einigen Zellen als
auch durch eine verminderte Proliferation der Zellen unter oxidativem Stress
verursacht sein. Um diese Frage zu klaren, wurde der RealTime Glo MT Cell Viability
Assay verwendet. Mit diesem ist eine mehrfache Viabilitatsbestimmung und damit
Ruckschlisse auf die Proliferation der Zellen mdglich. NanoLuc Luciferase sowie das
MT Cell Viability Substrate werden dem Zellkulturmedium zugefugt. Das MT Cell
Viability Substrat wird von den lebenden Zellen reduziert und steht daraufhin der
NanoLuc Luciferase zu Verfiigung, die ein lumineszierendes Endprodukt herstellt. Die
Messungen erfolgten 2h nach dem Ausplattieren und nach 24 h. Anschlie3end wurde
in zwei Konditionen H20:2 hinzugefugt, sodass eine H202 Konzentration von 100 pM
vorlag. Die weiteren Messungen erfolgten nach 48 h (24 h nach H202 Behandlung)
und 72 h (48 h nach H202 Behandlung). Wie sich in Abbildung 2B erkennen lasst,
vermehren sich Rescue und R94Q-Zellen ungeféahr gleich schnell und ihre Proliferation
wird durch die Behandlung mit 100 pM H202 gleichermalRen um ca. 25%
eingeschrénkt, was die Ergebnisse aus dem ersten Versuch bestatigt.
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Abbildung 7: Behandlung mit 100 uM H202 beeintrachtigt das Wachstum von R94Q und Rescue-
Zellen gleichermalien

(A) Je 3000 Rescue und R94Q-Zellen/Loch wurden auf einer 96 Lochnapfschale ausplattiert und nach
24 h fur 24 h mit H202 behandelt. Daraufhin wurde das CellTiterBlue Reagenz hinzugegeben und am
Infinite® 200 PRO (Tecan) die Fluoreszenz bestimmt. Dargestellt ist jeweils der Mittelwert mit der
Standardabweichung (MWt SD, n = 5 unabhangige Versuche mit Triplikaten), normalisiert zur
Ausgangszellkonzentration. (B) 750 Rescue und R94Q MEF Zellen/Loch wurden in eine 96
Lochnapfschale ausplattiert. Daraufhin wurde das RealTimeGlo Reagenz hinzugefugt und zu den
Zeitpunkten Oh, 24 h, 48 h und 72 h die Luminescence bestimmt. Nach der zweiten Messung wurden
zwei Konditionen mit 100 pM H202 behandelt. Dargestellt ist jeweils der Mittelwert mit der

Standardabweichung (MW= SD, n = 5 unabhangige Versuche mit Triplikaten).



36

5.3 Oxidativer Stress fuhrt gleichermalien zum Abfall des mitochondrialen

Membranpotentials

Gesunde Mitochondrien verfligen uber ein Membranpotential von ca. -80mV. NADH
Ubertragt seine Elektronen auf die Elektronentransportkette und deren Komplexe
transportieren H+ lonen in den Intermembranraum. Den so entstandenen Gradienten
nutzt die ATPase zur Synthese von ATP. Tetramethylrhodamin-Ethylester (TMRE) ist
ein membrangéngiger, nicht zytotoxischer Fluoreszenzfarbstoff und kann aufgrund
dessen im life Cell Imaging verwendet werden. Der Farbstoff verfugt tiber eine positive
Ladung und akkumuliert deswegen in den negativ geladenen Mitochondrien. Bei einer
Depolarisation der Mitochondrien, wie zum Beispiel zu Beginn der Apoptose werden
die dort gespeicherten Anionen freigesetzt und demnach sinkt auch die TMRE

Konzentration.

In Abbildung 8 ist zu erkennen, dass Rescue und R94Q-Zellen ohne H202 Behandlung
Uber ein vergleichbares Membranpotential verfligen. Nach H202 Behandlung féllt das

Membranpotential bei beiden Zelllinien gleichermal3en signifikant ab.
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Abbildung 8: Oxidativer Stress fihrt bei beiden Zelllinien zum Abfall des mitochondrialen
Membranpotentials

Es wurden je 3500 Zellen der Rescue und R94Q Zelllinien auf einem ibidi Slide ausplattiert. Nach 24 h
wurde die Zellen halftig mit 100 pM H202 behandelt. Nach weiteren 24 h wurden die Zellen mit 25 nM
TMRE Farbelosung bei 37°C fur 30 min geféarbt. TMRE besitzt zwei Absorptionsmaxima bei Amax = 515
nm und 555 nm sowie ein Emissionsmaximum bei Amax = 575 nm. Daher wurden Bilder mit dem roten

Laser bei 561 nm gemacht. Die Fluoreszenzintensitdt wurde anschlieBend mit Image J bestimmt.
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Dargestellt ist jeweils der Mittelwert mit der Standardabweichung (MWt SD, n = 3 unabhangige

Versuche, insgesamt ca. 150 Zellen pro Kondition).

54 Erhdhter mitochondrialer Calciumgehalt bei R94Q-Zellen

Mitochondrien spielen eine wichtige Rolle beim Puffern des erhdhten zytosolischen
Calciumlevels. MFN2 ist sowohl in der &ulReren Mitochondrienmembran als auch im
endoplasmatischen Retikulum lokalisiert. Besonders haufig kommt es in
spezialisierten Kontaktregionen zwischen ER und Mitochondrien, die auch als
mitochondria-associated membranes (MAM) bekannt sind, vor. Es wurde gezeigt,
dass die R94Q Mutation in Fibroblasten von Patienten mit CMT2A zu einer Abnahme
der MAMs fuhrt und in sensorischen Neuronen der basale Calciumspiegel der R94Q-
Zellen Uber dem der Kontrollgruppe liegt (Bernard-Marissal et al., 2019b). Daher war
es interessant zu untersuchen, ob die R94Q Mutation von MFN2 Einfluss auf den

mitochondrialen Calciumgehalt hat und ob dies durch oxidativen Stress moduliert wird.

Zur Messung des intramitochondrialen Caliumgehaltes wurde das Plasmid CEPIA3mt
verwendet. Um die Intensitat des CEPIA3mt Signals auf den Level der Genexpression
zu normalisieren, wurde mit dem mitochondrialen Marker Mito-TurboFarRed
kotransfiziert. Die Zellen wurden transfiziert, zur Halfte fir 24 h mit 100 uM H20:2
behandelt und anschlieend am konfokalen Mikroskop Bilder von CEPIA3mt bei
488/530 (ex/em) dargestellt in Abb. 4A und von MtFarRed bei 633/640 (ex/em)
dargestellt in Abb. 4B aufgenommen. AnschlieRend wurde die Fluoreszenzintensitat
von CEPIA3mt auf den mitochondrialen Marker Mito-TurboFarRed normalisiert
(beispielhaft dargestellt in Abb. 4C). In Abbildung 4D ist die Analyse der Bilder
dargestellt. Es lasst sich erkennen, dass der mitochondriale Calciumgehalt der R94Q-
Zellen ohne H202 Behandlung signifikant hoher ist als der der Rescue-Zellen. Unter
oxidativen Stress (24 h Behandlung mit 100 uM H202) steigt der Calciumgehalt beider
Zelllinien signifikant an, wobei auch hier analog der Calciumgehalt der R94Q hdoher ist

als der der Rescue-Zellen.
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Abbildung 9: Erhdéhter mitochondrialer Calciumgehalt bei R94Q-Zellen

4000 Rescue sowie R94Q-Zellen wurden in 250 pl Zellkulturmedium in einem ibidi-Slide ausplattiert.
Anschlie3end wurden die Zellen mit den Plasmiden Cepia und MtFarRed transfiziert und daraufhin far

24 h mit 100 uM H202 behandelt. Die Fluoreszenz Intensitatsbestimmung erfolgte am konfokalen Laser

Scanning Mikroskop. Abbildung A zeigt beispielhaft ein Bild von CEPIA3mt bei 488/530 (ex/em).
Abbildung B zeigt beispielhaft ein Bild von MtFarRed bei 633/640 (ex/em). Die Calciumkonzentration
(Cepia) wurde auf die Mitochondrienanzahl (MtFarRed) normalisiert, dies ist bildlich in Abbildung C zu
erkennen. Abbildung D zeigt die Auswertung aller Konditionen. Dargestellt ist jeweils der Mittelwert mit
der mittleren Standardabweichung (MW SD, n= 4 unabhé&ngige Versuche).

55 Verringerte ROS und erhdhtes GSH sowie erhdhter Glukoseumsatz in

R94Q-Zellen bei oxidativem Stress

Mitglieder unserer Arbeitsgruppe haben gezeigt, dass R94Q-Zellen nach H20:2
Exposition mit einem signifikanten Abfall des mitochondrialen ATP reagieren (Wolf et
al., 2019). Wir vermuteten, dass diese Verédnderungen durch ein hoheres Level an
oxidativem Stress oder einen starkeren Anstieg nach H202 Behandlung provoziert
werden. Um dies zu untersuchen wurde das CellROX® Green Reagenz verwendet,
welches eine fluorogene Sonde zur Messung des oxidativen Stresses in lebenden

Zellen ist. Der membrangangige Farbstoff ist in reduziertem Zustand schwach
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fluoreszierend und zeigt bei Oxidation durch reaktive Sauerstoffspezies (ROS) eine

hellgriine fotostabile Fluoreszenz.

Es wurden wie gehabt Rescue sowie R94Q-Zellen ausplattiert und die eine Halfte Uber
24 h mit 100 pM H202 behandelt. AnschlieBend wurden sie gefarbt und die
Flurenzenzintensitat bei 485/520 (ex/em) am SP5 konfokalen Mikroskop (Leica)
gemessen. Wie in Abb. 6A zu erkennen ist, fanden wir bei R94Q-Zellen ohne H202
Behandlung eine geringere Produktion von ROS im Vergleich zu den Rescue-Zellen
ohne H202 Behandlung. Die H202 Behandlung fuhrt wie zu erwarten bei beiden
Zelllinien zu einem ROS-Anstieg, dieser ist bei den Rescue-Zellen jedoch starker als
bei den R94Q-Zellen.

Die reaktiven Sauerstoffspezies kbnnen in der Zelle Schaden auslésen, weshalb die
Zelle Uber Antioxidantien wie Glutathion verfiigt. Das gesamte zellulare Glutathion
(GSSG und GSH) wurde enzymatisch gemessen und auf den Proteingehalt
normalisiert. In Abbildung 6B ist zu erkennen, dass der Grundlevel von GSH bei den
R94Q-Zellen niedriger ist als bei den Rescue-Zellen. Die H202 Behandlung flhrt in
beiden Zelllinien zu einem Anstieg des Glutathions, jedoch ist dieser bei den R94Q-
Zellen deutlich groBer, was sich mit den vorherigen Ergebnissen deckt. Diese
unerwarteten Ergebnisse lassen auf einen Unterschied in der antioxidativen Antwort
zwischen WT und R94Q-Zellen schliel3en.

Ein wichtiger Transkriptionsmechanismen der zellularen antioxidativen Antwort ist die
Hochregulierung von Genen mit antioxidant response elements (ARE) in deren
Promotoren (P. S. Baxter & Hardingham, 2016). Daher wurden die Expressionslevel
solcher Gene wie glutamate-cysteine ligase, catalytic subunit (GCLc), glutathione S
transferase omega 1 (GSTO1), NADPH-quinone-oxidoreductase-1 (NQO1),
glutathione peroxidase 1 (GPX1), heme-oxygenase-1 (HO1) und xCT auf mRNA Level
mittels quanititativer RT-PCR bestimmt. Dies zeigte keinen grof3eren Unterschied
zwischen den Zelllinien. GSTO und der cystine/glutamate antiporter xCT wurden bei
H202 behandelten Zellen induziert und insbesondere bei xCT signifikant weniger in
den R94Q-Zellen. Dies stimmt mit den vorherigen Ergebnissen des reduzierten
oxidativen Stresses in diesen Zelllinien Gberein. AbschlieRend kann man sagen, dass

entgegen unserer Erwartungen die erhohte oxidative Aktivitdt der R94Q-Zellen bei



40

oxidativem Stress nicht durch einen basalen Unterschied des oxidativen Stresses oder

eine dysregulierte oxidative Antwort erklart werden kann.

Pyruvat ist der Ausgangsstoff des mitochondrialen Zitratzyklus und wird aus Glucose
durch Enzyme wie die Hexokinase und Pyruvatkinase hergestellt. Die Hexokinase
generiert Glukose-6-phosphat, welches entweder durch die Glucose-6-Phosphat-
Dehydrogenase in den Pentose Phosphat Pathway (PPP) geschleust werden kann
oder zu Pyruvat katalysiert wird. Diese kann anschlieBend in den Zitratzyklus

geschleust werden oder zu Laktat weiter verstoffwechselt werden.

Wie in 2.7 beschrieben wurde, bendtigt die Zelle zur Reduktion GSSG zu GSH
NADPH. Dieser kann wiederum im PPP aus Glukose hergestellt werden. Folglich war
es interessant die Glukoseaufnahme der Zellen genauer zu untersuchen. Dafur wurde
der Farbstoff 2-NBDG verwendet. Bei diesem handelt es sich um ein
Glukoseanalogon, welches zum Life Imaging der Glukoseaufnahme verwendet

werden kann.

Es wurden Rescue und R94Q-Zellen hélftig fur 24 h mit 100 uM H202 behandelt.
Anschliel3end wurden die Zellen mit 100 uM 2-NBDG Féarbeldsung fir 60 min bei 37°C
inkubiert und daraufhin in phenolrotfreiem Medium Bilder am konfokalen Laser
Mikroskop aufgenommen. Da das Absorptionsmaxima bei Amax = 485 nm liegt, wurde
der 488 nm Argon Laser verwendet. Zuletzt wurde die Fluoreszenzintensitat mithilfe

von Image J analysiert.

In Abbildung 6D ist zu erkennen, dass Rescue und R94Q-Zellen eine etwa gleich hohe
Glukoseaufnahme haben. Interessanterweise reagieren sie divers auf oxidativen
Stress: Wahrend die Glukoseaufnahme bei Rescue-Zellen eher abféllt, fuhrt die H202
Behandlung bei R94Q-Zellen zu einem signifikanten Anstieg der Glukoseaufnahme.
Dies liel3e sich damit erklaren, dass R94Q-Zellen eine hdhere Aktivitat im PPP haben,
um mehr NADPH zu generieren zur Reduktion von Glutathion. Folglich hatten sie auch

einen hoheren Glukoseverbrauch.

Um dies weiter zu untersuchen haben Mitglieder unserer Arbeitsgruppe die Aktivitat

der Hexokinase sowie der G6PD bestimmt. Hierbei konnte gezeigt werden, dass zwar
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die Hexokinase hochreguliert ist, was zu der erhohten Glukoseaufnahme passt, jedoch
die Aktivitat der G6PD, als Schliisselenzym des PPP in beiden Zelllinien nach H20:2
Behandlung herunterreguliert ist (Wolf et al., 2019). So kann geschlossen werden,
dass die in vermehrt in die Zelle aufgenommene Glukose nicht in den PPP gelangt.
Die &hnlichen Laktatlevel der beider Zelllinien und Konditionen lassen zusatzlich
schlieBen, dass das Pyruvat nicht in die Glykolyse, sondern in den mitochondrialen

Zitrat Zyklus gelangt.
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Abbildung 10: Erhohter Glukoseumsatz bei R94Q-Zellen unter oxidativem Stress

A) Die Zellen wurden mit 5uM green CellROX for 30 minutes gefarbt und dann mit dem Konfokal
Mikroskop bei 488/520 (ex/em) analysiert. (MW+ SD, n= 3 unabhéngige Versuche B) 150000
Zellen/Loch wurden in einer 6 Lochplatte ausplattiert und nach 24 h fur 24 h mit 200 pM H20:2 behandelt.
AnschlieRend erfolgte die totale Glutathionbestimmung. Dargestellt ist jeweils der Mittelwert mit der
Standardabweichung, normalisiert auf Gesamtprotein (MWz SD, n= 3 unabhéngige Versuche). C)
mMRNA Extraktion mittels Kits und anschlieRend Analyse durch ein Partnerlabor D) Es wurden je 3500
Zellen der Rescue und R94Q Zelllinine in einem ibidi Slide ausplattiert. Nach 24 h wurde die Zellen
halftig fur 24 h mit 100 pM Hz202 behandelt und die Zellen mit 100 uM 2-NBDG Féarbelésung fir 60 min
bei 37°C inkubiert und daraufhin Bilder bei 488 nm am Confokalen Laser Mikroskop aufgenommen und
die Fluoreszenzintensitat mithilfe von Image J analysiert (MW= SD, n= 3 unabhangige Versuche).
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5.6 Verringerte Mitophagie in R94Q-Zellen

Es wurde in 5.5 gezeigt, dass R94Q-Zellen nach oxidativem Stress mehr Glukose
aufnehmen und im Zitratzyklus verstoffwechseln. Gleichzeitig produzieren sie jedoch
weniger ATP (Wolf et al., 2019), was vermuten lasst, dass die Mitochondrien der
R94Q-Zellen weniger effizient sind. Eine mogliche Erklarung ist ein Defekt der
Mitophagie, einem mitochondrialen Qualitatskontrollsystem, das von den Proteinen
PINK1 und Parkin vermittelt wird (vgl. 2.5). Das fehlerhafte Entfernen von
geschadigten Mitochondrien kdnnte zu Mitochondrien mit einer ineffizienteren
Kopplung von Zellatmung und ATP Produktion fiihren.

Das Plasmid Mito-Keima kodiert fur ein fluoreszierendes Protein, welches in den
Mitochondrien lokalisiert ist. Die Besonderheit liegt darin, dass das
Exzitationsspektrum des Proteins pH-abhéngig ist. So liegt der Exzitationspunkt in den
relativ neutralen Mitochondrien bei 438 nm, wahrend sich der Exzitationspunkt in den
sauren Lysosomen zu 550 nm verschiebt. Der Emmisionspunkt liegt in beiden Fallen
bei 620 nm. Bei der Mitophagie gelangen die Mitochondrien in die
Autophagolysosomen und somit andert sich auch deren pH. Es kann also der Grad
der Saure in der Umgebung und somit den Anteil der Mitochondrien, die sich zum

Abbau in Lysosomen befinden bestimmt werden (Katayama et al., 2011).
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Abbildung 11: Verringerte Mitophagie in R94Q-Zellen sowie erh6hte Mitophagie durch H202
Behandlung bei beiden Zellininen

Je 3500 Zellen der Rescue und R94Q Zelllininen in 250 pl in einem ibidi Slide ausplattiert. Nach 24 h
wurden die Zellen gemaf des Transfektionsprotokolls mit 100 pg MitoKeima transfiziert. Nach weiteren
24 h wurden die Zellen halftig mit 100 pM H202 behandelt. Nach abermals 24 h wurde je ein Bild bei
438 nm und eines bei 550 nm gemacht und daraufhin die Fluoreszenzintensitat der Zellen auf beiden
Bildern bestimmt. AnschlieBend wurde ein Quotient (Intensitdt bei 550 nm/Intensitat bei 438 nm)
gebildet. A Messung bei 438 nm B Messung bei 550 nm C Uberlagertes Bild von A und B. D Quotient
der Fluoreszenz Intensitat bei 550 nm/438 nm, (MW+ SD, n= 3 unabhangige Versuche, es wurden je

Kondition pro Versuch ca. 50 Zellen ausgewertet).

Um die Mitophagie zu quantifizieren, wurden Zellen beider Zelllinien mit Mito-Keima
Plasmid transfiziert und fur 24 h halftig mit 100 pM H202 behandelt. Anschlie3end
wurde am konfokalen Laser Mikroskop pro Zelle je ein Bild bei 438 nm und eines bei
550 nm gemacht und daraufhin die Fluoreszenzintensitat der Zelle auf beiden Bildern
bestimmt. AnschlieRend wurde ein Quotient (Intensitdt bei 550nm/Intensitat bei
438nm) gebildet. Je hdher der Quotient, umso mehr Autophagie findet folglich statt. In
Abb. 4A-C ist die Funktionsweise von Mito-Keima gut zu erkennen: In Zelle x besitzt
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viele Mitophagie-Mitochondrien: Bei 438 nm (neutraler pH - Abb. 4A) ist lediglich ein
schwaches Signal, wahrend bei 550 nm (saurer pH - Abb. 4B) ein starkes Signal zu
sehen ist. Zelle y dagegen ist gesund: bei einem Exzitationspunkt von 438 nm (4A)
sieht man ein starkes Signal, wéhrend bei 550 nm (4B) kaum ein Fluoreszenzsignal
zu erkennen ist. Die Mitochondrien befinden sich hier bereits in Autophagosomen und
Mito-Keima ist durch den niedrigen pH auf héherer Wellenldnge anregbar. Ebenfalls
im roten Kanal zu sehen ist ein nukledrer mCherry-Marker, der flr diesen Versuch
jedoch irrelevant ist und lediglich bei der Auswertung die Konsequenz hatte, dass bei
der Intensitatsbestimmung der Zellkern auszusparen war. In C ist die Uberlagerung
von A und B dargestellt, wobei die verschiedene Aziditat der Mitochondrien der beiden

Zellen deutlich zu sehen ist.

In Abbildung 4D ist die Auswertung des Versuchs fir alle vier Konditionen dargestellt.
Das relative Mito-Keima Verhaltnis zeigt erniedrigte Mitophagie bei den R94Q-Zellen
im Vergleich zur Kontrolle. Oxidativer Stress in Form von 100 pM H202 bewirkt in
beiden Zelllinien ein Anstieg der Mitophagie, jedoch liegt auch hier die Mitophagie der
R94Q-Zellen unter der Kontrolle.

Um die verminderte Mitophagie in den R94Q-Zellen zu bestatigen, wurde die
Kolokalisation von Parkin und Mitochondrien mittels GFP-Parkin Fusionsprotein
untersucht. Es wurde gezeigt, dass Parkin zu Mitochondrien wandert, um deren
Mitophagie zu initiieren. Demnach korreliert Parkin-Mitochondrien Kolokalisation mit
Mitophagie (Narendra et al., 2008).

Rescue- und R94Q-Zellen wurden mit GFP-Parkin und Mito-TurboFarRed als
mitochondrialer Marker kotransfiziert und zur Halfte fur 24 h mit 100 uM H202
behandelt. Es wurden am konfokalen Lasermikroskop Bilder gemacht und daraufhin
die Parkin-Mito-TurboFarRed Kolokalisation bestimmt. Hierzu wurde das JACoP
plugin des ImageJ Programmes verwendet. In Abb. 5A sind Bilder der mit GFP-Parkin
und MitoFarRed transfizierten Zellen zu sehen. In Grin ist GFP-Parkin und in Rot
MitoFarRed zu erkennen. Anschlielend wurde der Pearsonkoeffizient berechnet.
Dieser beschreibt die Korrelation zweier Werte und liegt zwischen -1 und +1, wobei 0
keinem linearen Zusammenhang entspricht und 1 bzw. -1 einem starken linearen

Zusammenhang. In Abb. 5B ist zu erkennen, dass der Pearson Koeffizient bei den
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R94Q-Zellen ohne H202 Behandlung kleiner ist als bei den Rescue-Zellen ohne H202
Behandlung. Dies entspricht einer geringeren Parkin-Mitochondrien Kolokalisation und
damit einer geringeren Mitophagie. Der im vorherigen Versuch beobachtete Anstieg
der Mitophagie nach H202 Behandlung lasst sich in diesem Versuch lediglich bei der
R94Q Gruppe beobachten. Zusatzlich wurde aus den gleichen Bilddaten die
Kreuzkorrelation (CCF) berechnet, ein anderer Wert, der ebenfalls Ruckschlisse auf
Korrelation und damit Kolokalisation zulasst. Auch hier lag der Mittelwert der R94Q-
Zellen ohne H202 Behandlung unter dem der anderen Konditionen. Insgesamt
bestétigt das Ergebnis die Vermutung, dass die R94Q Mutation eine verminderte

Mitophagie zur Folge hat.

Um die Dynamik der Mitochondrien besser beurteilen zu kdnnen, wurde zuletzt noch
ein Versuch mit dem Plasmid Mitotimer durchgefuhrt. Dieses Plasmid bindet an
Mitochondrien und exprimiert ein grines Fluoreszenzprotein, welches irreversibel zu
Rot shiftet sobald es oxidiert wird. Demnach kann eine zeitliche Aussage uber den
Oxidationszustand und damit das Lebensalter der Mitochondrien getroffen werden.

Rescue und R94Q-Zellen wurden mit Mitotimer transfiziert und fir 24 h mit 100 puM
H202 behandelt. Anschlieend wurde am konfokalen Laser Mikroskop die griine
Fluoreszenzintensitat 488/518 (ex/em), sowie die rote Fluoreszenzintensitat 543/572
(ex/em) bestimmt. AnschlieRend wurde ein rot/griin-Ratio gebildet. Wie in Abb. 5D zu
erkennen ist, besteht kein signifikanter Unterschied im Oxidationszustand der
Mitochondrien. Somit sind die Mitochondrien aller Konditionen vermutlich &hnlich alt
und es besteht kein erhdhter mitochondrialer Umsatz.
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Abbildung 12: Verringerte Mitophagie bei R94Q-Zellen
Je 3500 Zellen der MEF Rescue und R94Q Zelllinie wurden in 250ul Medium in einem ibidi Slide

ausplattiert. Nach 24 h wurden die Zellen gemaf des Transfektionsprotokolls mit GFP-Parkin und Mito-

TurboFarRed als mitochondrialer Marker (B,C) oder MitoTimer (D) transfiziert. Nach weiteren 24 h
wurden die Zellen halftig fir 24 h mit 200 uM H20:2 behandelt und am konfokalen Laser Mikroskop die
Fluoreszenzintensitat bestimmt (A). In Grin ist GFP-Parkin dargestellt und in Rot ist der mitochondriale

Marker Mito-FarRed zu sehen. Mit dem JACoP plugin des ImageJ Programmes wurde anschliel3end

der Pearson Koeffizient (B) und der CCF (C) berechnet. (D) Am konfokalen Laser Mikroskop wurde die

grine Fluoreszenzintensitat 488/518,

AnschlieRend wurde ein rot/griin-Ratio gebildet

sowie die rote Fluoreszenzintensitat 543/572 bestimmt.
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6 DISKUSSION

6.1 KO+WT und KO+R94Q exprimieren gleiche Mengen an MFN2, die jedoch
Uber dem MFN2 des WT liegen

Ziel der Arbeit war es, die Auswirkungen der R94Q Mutation des MFN2 Gens,
insbesondere bei oxidativem Stress, besser zu verstehen. Grundvoraussetzung daftr
ist es, zwei vergleichbare Zelllinien zu haben, die sich moglichst nur im Vorhandensein
von Wildtyp Gen und Mutation unterscheiden. Um dies zu erreichen, wurden mit dem
gleichen Verfahren (vgl. 3.1) die Zelllinien KO+WT und KO+R94Q hergestellt.
Anschlie3end wurde kontrolliert, dass beide Zelllinien in gleiche Mengen von MFN2
exprimieren, da ansonsten die beobachteten Effekte auch durch Uber- oder
Unterexpression von MFN2 bedingt sein kbnnen. Zusatzlich ware es winschenswert,
wenn das MFN2 von KO+WT dem des WT entsprache, um ein mdglichst realistisches
Abbild der Originalzelle zu haben. Ich konnte bestatigen, dass die MFN2 Menge von
KO+WT und KO+R94Q nahezu identisch sind. Jedoch liegt diese deutlich tber der
MFN2 Menge der WT Zellen. Damit kann man zwar KO+WT und KO+R94Q-Zellen gut
miteinander vergleichen, jedoch diese nicht wirklich mit dem WT, da bei beiden
Zelllinien MFN2 im Vergleich zum WT MFN2 Uberexprimiert wird. Somit dienen die
Ergebnisse zwar dem besseren Verstandnis der R94Q Mutation, es muss jedoch beim
Ubertragen der Ergebnisse auf Patienten diese Uberexpression des Zellmodels als

maoglicher Bias beachtet werden.

6.2 Kein Unterschied zwischen Wachstumsraten von R94Q und WT Zellen

und gleichermalRen Wachstumsminderung durch oxidativen Stress

Um oxidativen Stress auszulosen wurde H202 verwendet. Dieses ist ein
physiologischer Sauerstoffmetabolit und gleichzeitig ein wichtiges Signalmolekul in der
Zelle. Unter physiologischen Bedingungen liegt die intrazellulare H202 Konzentration
zwischen 1-10nM. HoOhere Konzentrationen losen eine adaptive Stressantwort
(oxidativen Eustress) Uber Schlisselenzyme wie Nrf2/Keapl oder NF-kB aus.
Uberphysiologische Konzentration von tber 100 nM filhren zur Schadigung von

Biomolekilen und werden als oxidativen Distress bezeichnet (Sies, 2017).
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Ich habe die Viabilitat der Zellen bei verschiedenen H202-Konzentrationen untersucht,
wobei erst die Konzentration von 100 uM H20:2 bei beiden Zelllinien gleichermal3en zu
einer Reduktion der Viabilitat fuhrte. Nach Sies entspricht diese Konzentration einer
intrazellularen Konzentration von 1uM und ist als milder oxidativer Stress einzuordnen
(Sies, 2017). Ein Problem des gewahlten Versuchsaufbaus ist, dass die Messung
lediglich einmal durchgefihrt werden kann, da das verwendete Regent toxisch fir die
Zellen ist. Demnach kann nur die Viabilitdit 52h nach dem Ausplattieren bestimmt
werden. Folglich konnte die verminderte Viabilitat nach Behandlung mit 100 uM sowohl
durch den Tod von einigen Zellen als auch durch eine verminderte Proliferation der
Zellen unter oxidativem Stress verursacht sein. Ebenso ist es nicht moglich die Zellzahl
nach 52h auf die Zellzahl nach dem Ausplattieren zu normalisieren, da diese nicht
gemessen werden kann. Es wurden zwar die Zellen gezahlt und versucht die gleiche
Zellzahl auszuplattieren, jedoch gab es hier immer leichte Schwankungen und ein
dichterer Zellverband reagierte deutlich weniger sensibel auf oxidativen Stress. Dieses
Problem wurde mit einem zweiten Proliferationsversuch umgangen, welches eine
mehrfache Viabilitatsmessung zulie3. Somit konnte die Zell Viabilitdt nach dem
Ausplattieren sowie alle 24 h gemessen werden. Auch hier bestétigte sich das

Ergebnis des ersten Versuchs.

Somit ist ein Ergebnis meiner Arbeit, dass die R94Q Mutation keinen Einfluss auf die
Viabilitat der Zellen hat. Ebenso verandert die R94Q Mutation nicht die Proliferation
der Zellen unter oxidativem Stress. Geringer oxidativer Stress hat keinen Einfluss auf
Viabilitat und Proliferation und eine H202 Konzentration von 100 uM verringert die
Proliferation in 24 h um ca. 25%.

Es ist durchaus maoglich, dass noch héhere H202 Konzentrationen einen Unterschied
zwischen den Zelllinien zeigen, jedoch ist die gewahlte Konzentration von 100 uM
(1uM intrazellular) schon 10fach tiber der von Sies als Giberphysiologisch bezeichneten
Konzentration. Daher wére ein solcher Effekt unter physiologischen Bedingungen

vermutlich nicht relevant.

Ebenfalls konnte sein, dass der Zeitraum von 24 h nach H202 Messung zu lang gewéhlt
ist, um mogliche Effekte bei niedrigeren H202 Konzentrationen zu sehen. Eventuelle

Effekte hatten durch kirzere Messabstande im Proliferationsversuch gezeigt werden
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kénnen. Jedoch stellt auch jede weitere Messung zusatzlichen Stress flr die Zellen
dar. Der Tecan Reader wurde zwar vor jeder Messung vorgewarmt aber trotzdem
stellte der Weg vom Inkubator zum Reader eine Kalteeinwirkung dar, die wiederum
Auswirkungen auf die Proliferation der Zellen haben kdnnte. Zusatzlich waren Effekte,
die bereits nach 24 h nicht mehr zu sehen sind, vermutlich so gering, dass sie fir die

Atiologie des CMT nicht relevant sind.

AulRRerdem ist es mdglich, dass es andere, bisher nicht getestete Noxen gibt, bei denen

die R94Q Mutation einen Einfluss auf das Zelliberleben hat.

Kawalek et al. berichtet 2015, dass die relative Proliferationsrate bei MEF MFN2 -/-
Zellen und Wildtyp Zellen von der Serum-Supplementation im Zellkulturmedium
abhangt. So lag die Wachstumsrate bei den Knockout Zellen bei Zusatz von fetal
bovine serum (FBS) deutlich unter dem der Wildtyp Zellen wahrend bei Zugabe von
bovine calf serum (BCS) die Wachstumsrate der Knockout-Zellen die der Wildtyp-
Zellen uUberstieg (Kawalec et al., 2015). Ich habe in meiner Arbeit nur die
Proliferationsrate bei Zellkulturmedium mit FCS untersucht und konnte hier keinen
Unterschied zwischen R94Q-Zellen und Rescue-Zellen feststellen. In Bezug auf die
Ergebnisse von Kawalek et al. wére es eventuell interessant zu untersuchen in wie

weit die Zugabe von BCS die Wachstumsrate verandert.

6.3 R94Q beeinflusst die Calciumhomoostase tiber MAM

Fir eine regelrechte Funktion der Mitochondrien spielt der Ca?*-Stoffwechsel eine
entscheidende Rolle. So kénnen Ca?* Schliisselenzyme der Atmungskette aktivieren
und so die ATP-Produktion steigern (Szabadkai & Duchen, 2008). Die
Calciumhomoostase wird unter anderem von MAM kontrolliert (Krols et al., 2016;
Rowland & Voeltz, 2012), fir deren Regulation wiederum MFN2 eine wichtige Rolle
spielt (de Brito & Scorrano, 2008).

Dies wurde auch von Bernard-Marissal et al. bestétigt, die gezeigt haben, dass die
R94Q Mutation von MFN2 zu einer Reduktion der MAM, ER Stress, Probleme der
intrazellularen Calciumhomdostase sowie gestorter mitochondrialen Dynamik fuhren.

Im Speziellen wurde bei Motoneuronen kein Unterschied der basalen
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Calciumkonzentration gefunden, wéahrend bei sensorischen Neuronen der basale
Calciumspiegel der R94Q-Zellen Gber dem der Kontrollgruppe lag (Bernard-Marissal
et al., 2019b). Misko et al. haben Lentivirus-transduzierten Kulturen von sensorischen
Neuronen verwendet, um die Auswirkungen des R94Q Mutation im Vergleich zum
Wildtyp zu untersuchen. Die Ergebnisse zeigten ebenfalls, dass die Uberexpression
von MFN2 mit axonaler Degeneration und axonalen Calciumanstieg einhergeht (Misko
et al., 2012). Die Stimulation des MAM Proteins Sigma Non-Opioid Intracellular
Receptor 1 (SIGMAR1) mit dem pre-084 Agonist fuhrt zu einem Schutz vor axonalen
Degeneration in Motoneuronen die R94Q exprimieren. SIGMARL1 ist ein ER Chaperon
Protein, das in der Stabilisierung des IP3 Rezeptor involviert ist und damit den Calcium
Ausstrom kontrolliert (Watanabe et al., 2016). Die Hemmung von SIGMARL1 ist mit
MAM Defekten und axonaler Degeneration in Motoneuronen assoziiert (Hayashi et al.,
2009).

In meiner Arbeit konnte ich ebenfalls einen erh6hten mitochondrialen Calciumgehalt in
R94Q-Zellen im Vergleich zu den Rescue-Zellen feststellen. Oxidativer Stress fihrte
zu einem weiteren Anstieg des mitochondrialen Calciumgehaltes bei beiden Zelllinien,
wobei auch hier der Wert der R94Q+H202 Zellen signifikant Uber dem der
Rescue+H20:2 Zellen lag. Dies bestatigt damit die Ergebnisse von Bernard-Marissal et
al. und Misko et al..

Abschliel3end kann festgehalten werden, dass MFN2 die MAM beeinflusst, und diese
wiederum essenziell fir eine funktionierende Calciumhomaoosthase sowohl des ER als
auch der Mitochondrien sind. Daher ware es weiterfiihrend interessant die MAM nach
H202 Behandlung zu untersuchen, um festzustellen, inwieweit auch hier der
Calciumanstieg mit einer Reduktion von MAM einhergeht, beziehungsweise wie die

MAM sich bei den Rescue-Zellen unter oxidativem Stress verandern.

6.4 Verringerte ROS bei R94Q-Zellen

Wie in 2.2 und 2.5 beschrieben haben Mitochondrien einen zellspezifischen Turnover,
die Lebensdauer der Mitochondrien variiert also in verschiedenen Zellen und
Geweben. Selektive Mitophagie entfernt dysfunktionale und geschéadigte

Mitochondrien und ist mit der mitochondrialen Biogenese verbunden (Kim &
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Lemasters, 2011). Mitochondrien sind heterogen in ihrer ATP Produktion, manche
produzieren grof3e Mengen an ATP wahrend andere ineffizient sind und grof3ere
Mengen an ROS produzieren (Twig et al., 2008). Durch eine starke ROS Erh6hung
erleiden Mitochondrien oxidative Schaden, die dann von der Proteinqualitatskontrolle
erfasst werden (Bender et al., 2011). Mitophagie wird also durch die ROS Produktion
gesteigert (Kim & Lemasters, 2011).

In dieser Arbeit wurde bestéatigt, dass eine hohere ROS Produktion mit einer
gesteigerten Mitophagie korreliert. So hat bei beiden Zelllinien die Behandlung mit 100
UM H20: eine Steigerung der ROS und einen Anstieg der Mitophagie zur Folge. Pich
et al. gezeigt, dass MFN2 loss-of-function Pyruvate, Glukose und Fettsaureoxidation
inhibiert und damit das mitochondriale Membranpotential reduziert (Pich et al., 2005).
Bach et al. hat ebenfalls gezeigt, dass die Herunterregulierung von MFN2 zu einem
reduzierten Membranpotential, reduzierter zellularer Atmung und zu einer Reduktion
des mitochondrialen Protonenleaks fiihrt (Bach et al., 2003). Folglich wéare zu erwarten
gewesen, dass die R94Q Mutation (ohne H202 Behandlung) ebenfalls mit einer
Steigerung der ROS, Reduktion des Membranpotentials und daraus folgend eine

Steigerung der Mitophagie einhergeht.

Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen jedoch eine niedrigere ROS Produktion und
verringerte Mitophagie der R94Q-Zellen im Vergleich zu den Rescue-Zellen bei
vergleichbaren Membranpotentialen der beiden Zelllinien ohne H202 Behandlung. Die
Behandlung mit H202 hatte bei beiden Zelllinien gleichermal3en den Abfall des
Membranpotentials zur Folge und passt damit zu den oben beschriebenen
Ergebnissen. Die verringerte ROS Produktion konnte durch
Kompensationsmechanismen der R94Q-Zellen erklart werden. Diese Theorie wird
auch von Kawalec et al. vertreten, die gezeigt haben, dass murine Fibroblasten mit
einem MFN2 knockout eine hohere Zellatmung haben als Wildtypzellen, was sich
ebenfalls nicht mit den Ergebnissen von Bach et al. und Pich et al. deckt. Kawalec et
al. schlossen folglich, dass der zellulare Energiemetabolismus durch Adaptation der

mitochondrialen Atmung kompensiert werden kann (Kawalec et al., 2015).
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6.5 Erhdhtes Glutathion und gesteigerte Glukoseaufnahme bei R94Q-Zellen

Es ist bekannt, dass ein erhdhter Level des totalen GSH die Zelle gegen oxidativen
Stress schitzt. So hat Noack et al. gezeigt, dass eine Erhéhung des total GSH Levels
Zellen, die GDAP1 Uberexprimieren, gegen oxidativen Stress schiutzt (Noack et al.,
2012). Auch Del Amo und Secco haben bestétigt, dass Hoch- oder Runterregulation
von GDAP1 eine Erhéhung des totalen Glutathions in Drosophilafliegen zur Folge hat
(L6pez Del Amo et al., 2015). Der Mechanismus tber den GDAP1 zu einer Erhéhung
des Glutathions flhrt ist bisher nicht genau verstanden. Shutt et al. haben jedoch die
These  aufgestellt, dass das GSH/GSSG Verhdéltnis ein  wichtiger
Regulationsmechanismus der mitochondrialen Fusion ist (Shutt et al., 2012). Da beide
Mutationen in GDAP1 und MFN2 mit CMT assoziiert sind, konnte vermutet werden,
dass die R94Q-Zellen dhnliche Kompensationsmechanismen haben und auch hier der
totale GSH Level bei oxidativem Stress erhoht wird.

Diese Theorie wird durch die in 8.4. dargestellten Ergebnisse gestutzt. Oxidativer
Stress fuhrt bei beiden Zelllinien zu einem signifikanten Anstieg des totalen GSH Level,
wobei der Anstieg im Vergleich zur unbehandelten Gruppe bei den R94Q-Zellen
deutlich gréfer ist (Anstieg um ca. 100%) als bei den Rescue-Zellen (Anstieg um ca.
30%). Dies kbnnte daran liegen, dass die R94Q-Zellen insgesamt eine schlechtere
Stoffwechsellage und daher mehr zu kompensieren haben. Ohne H202 Behandlung
liegt der GSH Level der R94Q-Zellen jedoch unter dem der Rescue-Zellen. Dies
konnte damit erklart werden, dass die R94Q-Zellen neben der erhdohten GSH
Produktion noch andere Mechanismen der Kompensation ihres Defekts haben, wie
beispielsweise das mitochondriale uncoupling. Dieses wird durch sogenannte
uncoupling Proteins (UCPs) vermittelt. UCP 1-3 sind mitochondriale Anionencarrier,
die eine wichtige Rolle in der Minimierung der ROS Emission der
Elektronentransportkette spielen (Mailloux & Harper, 2011). Mitglieder unserer
Forschungsgruppe konnten zeigen, dass bei R94Q-Zellen nach H202 Behandlung der
Sauerstoffverbrauch signifikant hoher ist als bei Rescue-Zellen nach H20:2
Behandlung. Gleichzeitig bleibt die ATP gleich (Wolf et al., 2019). Dies lasst darauf
schlief3en, dass die Zelle sich durch uncoupling vor erhéhter ROS Produktion schutzt.
Die Tatsache, dass ROS bei R94Q-Zellen nach H202 Behandlung im Vergleich zu
Rescue nach H202 Behandlung nicht deutlich erhdht sind, kdnnte dadurch erklart

werden, dass die Messungen nach 24 h durchgefiihrt wurden und daher durch die
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oben genannten Kompensationsmechanismen das initial starker erhdhte ROS schon

wieder abgefallen ist.

Der signifikante Anstieg der Glukoseaufnahme in der R94Q+ H202 Gruppe passt
ebenfalls zu der stark gesteigerten GSH Produktion: Fur die vermehrte Reduktion von
GSSG zu GSH wird mehr NADPH bendtigt. Dieses wird wiederum durch eine
Steigerung des Pentosephosphatwegs bereitgestellt, fur die die Zelle vermehrt

Glukose aufnehmen muss.

6.6 Verringerte Mitophagie bei R94Q-Zellen

In unseren R94Q-Zellen ging das Entkoppeln von ATP Produktion und Zellatmung,
ausgelost durch milden oxidativen Stress, mit einer Reduktion der Mitophagie einher.
Chen et al. haben gezeigt, dass PINK1 MFN2 phosphoryliert und so die Parkin-
vermittelte Ubiquitinierung und den folgenden Abbau der Mitochondrien initiiert. Wie
auch bei uns fiuhrt die Akkumulation von morphologisch und funktional abnormalen
Mitochondrien in MFN2 Knockout MEF zu respiratorischer Insuffizienz (Y. Chen &
Dorn, 2013). Interessanterweise hemmt der Verlust von Beclin-1, einem Autophagie
Protein, welches in der Formation und Reifung des Autophagosoms eine wichtige
Rolle spielt, die CCCP induzierte Translokation von Parkin zu den Mitochondrien sowie
MFN2 Ubiquitinierung und Abbau. Ebenso hebt die Depletion von Beclin-1 die
Suppression der mitochondrialen Fusion in MFN2 Knockout Zellen auf (Choubey et
al., 2014), was vermuten lasst, dass die MFN2 Mutation irgendwie diesen
Stoffwechselweg beeinflusst. Anderenfalls kénnte die Mutation die Phosphorylierung
von MFN2 durch PINKZ1, die fir die Bindung von Parkin sowie die Parkin Translokation

essenziell ist, beeinflussen, was wiederum die Mitophagie hemmit.

Kontrovers zu unseren Ergebnissen stehen die von Rizzo et al.: Diese haben einen
Anstieg der Mitophagie in Motoneuronen aus induzierten Stammzellen von CMT2A
Patienten festgestellt. Diese Beobachtung ging mit einer Reduktion des
Mitochondrienvolumens sowie Veradnderung in der Anordnung der Mitochondrien
einher, wahrend Uberleben und Axonverlangerung unverandert blieben (Rizzo et al.,
2016). Ebenso zeigten die Neurone eine erhdhte Expression von PINK1, PARK2 und

BNIP3, einer SpleiRvariante von BECN1, die als Ausléser der Mitophagie vermutet
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wird. Es ware mdoglich, dass diese Spleil3variante nur bei menschlichen Motoneuronen
exprimiert wird, was diese entgegengesetzten Ergebnisse erklaren wirde. Diese
Theorie wird durch die Ergebnisse von Sebastian et al. gesttitzt, die in MFN2 Knockout
Mausmuskelfasern eine Reduktion der Mitophagie sowie geschadigte Mitochondrien
zeigen konnten, die zu mitochondrialer Dysfunktion gefihrt haben (Sebastian et al.,
2016). Sie konnten ebenfalls zeigen, dass ein altersinduziertes MFN2-Defizit einen
ROS abhéangigen adaptiven Signalweg durch Induktion des Transkriptionsfaktors
HIF1a und BNIPS3 initiiert, was fir den Verlust der Mitophagie kompensiert und damit
die Mitochondrien schiitzt (Sebastian et al., 2016). Zhou et al. vermuten dagegen, dass
verschiedene Level von MFN1 den Effekt des R94Q MFN2 auf die Parkin-vermittelte
mitochondriale Autophagie beeinflussen. Dies wiederum kdnnte bedeuten, dass eine
Anreicherung von MFN1 im Nervensystem eine mdgliche Therapieoption fur CMT
darstellt (Zhou et al., 2019).

6.7 Diskussion der gewahlten Methoden

Fur viele Versuche wurden die Zellen transfiziert bzw. gefarbt und anschlieend Bilder
von 30-50 Zellen pro Kondition am konfokalen Mikroskop (SP5 Leica) aufgenommen
und die Fluoreszenz ausgewertet. Obwohl ich mich bemuht habe mdglichst objektiv
Zellen aus den mehreren Tausend Zellen auszuwahlen unterliegt das menschliche
Auge immer einem gewissen Bias. So wurden beispielsweise nur Zellen ausgewahlt,
die entweder einzeln oder einschichtig im Zellverband vorlagen, da tUberlappende
Zellen nicht gut auswertbar waren. Um dieses zu minimieren habe ich pro Kondition
je zwei Kammern ausgewertet mit insgesamt mindestens 30 Zellen pro Kondition.
AulRerdem wurde jeder Versuch dreimal wiederholt, sodass insgesamt 90-150 Zellen

pro Kondition zur Verfigung standen.

Eine objektivere Methode wére sicherlich die Auswertung der Fluoreszenz mit einem
Mikroskop, mit dem die (automatische) Aufnahme und Auswertung von einer deutlich
grol3eren Zellzahl moglich ist. Alternativ kdme auch die Auswertung mittels FACS in
Frage. Jedoch setzt dies das Vorliegen der Zellen in einer Suspension voraus. Das
Ablosen der adharenten MEF Zellen wirde wiederum mit Stress der Zellen

einhergehen, sodass eventuell sensible live Messungen verfalscht waren.
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7 ZUSAMMENFASSUNG

Mutationen im MFN2 Gen fuhren zur Charcot-Marie Tooth Krankheit Typ 2A, eine
dominante axonale Form dieser peripheren Neuropathie. In dieser Arbeit wurde der
Einfluss der R94Q Mutation des MFN2 Gens auf verschiedene zellulare Prozesse

insbesondere unter oxidativem Stress in Form von H202 Behandlung untersucht.

Zunachst habe ich bestatigt, dass KO+WT (Rescue) Zellen und KO+R94Q (R94Q)
Zellen vergleichbare Mengen an MFN2 exprimieren. Ich konnte zeigen, dass kein
Unterschied in der Proliferationsrate besteht, und unter oxidativem Stress in Form von
100 pM H20:2 fur 24 h die Proliferationsrate beider Zelllinien gleichermalRen leicht

reduziert wird.

Es wurde gezeigt, dass es bei R94Q-Zellen unter oxidativem Stress zu mitochondrialer
Entkopplung kommt und einem damit verbundenen Abfall der ATP Produktion. Die
Vermutung, dass diese Veranderungen durch erhdhten oxidativen Stress in Form von
ROS verursacht werden konnte ich nicht bestatigen, es wurde sogar reduzierter
oxidativer Stress in R94Q-Zellen gemessen. Es kdnnte daher vermutet werden, dass
diese Zellen hochregulierte antioxidative Enzyme haben, die das Oxidationsniveau

unter den untersuchten Konditionen niedrig halten.

Ebenfalls habe ich gezeigt, dass R94Q-Zellen eine erhdhte Glukoseaufnahme haben.
Diese Glukose wird jedoch nicht wie vermutet in den PPP geschleust, sondern gelangt
in den Zitratzyklus. Die R94Q-Zellen nehmen also mehr Glukose auf, aber produzieren
trotzdem weniger ATP, was durch weniger effiziente Mitochondrien erklart werden
kann. Als moglicher Grund dafur konnte ich eine Reduktion der Mitophagie bei R94Q-

Zellen mit und ohne Exposition zu oxidativem Stress feststellen.
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