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Einleitung

1 Einleitung

1.1 Proteine

1.1.1 Der Aufbau von Proteinen
Proteine sind aus Aminosduren (AS) aufgebaut. Diese sind Gber Amidbindungen zu Ketten
unterschiedlicher Lange verknipft. Diese Amidbindung wird auch als Peptidbindung
bezeichnet. Polymere, die aus zwei-, drei-, einigen (3-10) oder vielen Aminosauren
zusammengesetzt sind, werden entsprechend als Di-, Tri-, Oligo- und Polypeptide
charakterisiert. Nachdem die einzelnen Aminosduren in ein Peptid eingebaut wurden,
werden sie Aminosaurereste genannt. Da Polypeptide lineare Polymere sind, ist jede
Aminosdure an zwei Peptidbindungen beteiligt (Voet et al., 2010). Aminosduren zeichnen
sich durch eine Aminogruppe (-NH?) und eine Carboxylgruppe (-COOH) aus. Diese beiden
Gruppen sowie ein Wasserstoffatom und eine je nach Aminosdure unterschiedliche
Seitenkette sind um ein zentrales Kohlenstoffatom C2 gruppiert. Dies wird aufgrund der
unmittelbaren Nahe zur Carboxylgruppe auch als -C-Atom  bezeichnet. Der
Dissoziationsgrad der Aminosdure ist abhdngig vom pH-Wert der Losung. In den Proteinen
sind nur die endstandigen Carboxyl- bzw. Aminogruppen polarisierbar.
Bei der Proteinbiosysnthese werden 20 Standardaminosauren in die Peptidkette eingebaut
(Munk et al.,, 2008). Diese 20 Standardaminosduren werden nach der Polaritat ihrer
Seitenketten wie folgt eingeteilt:

e Aminosauren mit unpolaren Seitenketten (z.B. Glycin und Alanin)

e Aminosauren mit geladenen polaren Seitenketten (z.B. Lysin und Histidin)

e Aminosauren mit ungeladenen aber polaren Seitenketten (z.B. Serin und Tyrosin)
Die jeweiligen Eigenschaften der Seitenketten bestimmen die rdumliche Struktur und
Funktion des fertigen Proteins (Voet et al.,, 2010). Dabei liegen Proteine nicht als lineare
Polypeptidketten vor, sondern bilden komplexe dreidimensionale Strukturen.
Die Faltung eines Proteins wird durch die Verteilung von polaren und unpolaren
Seitenketten beeinflusst. Jedes Protein faltet sich in eine ganz spezielle dreidimensionale
Struktur. Die endgiiltige Konformation einer Polypeptidkette ist meist diejenige mit der

geringsten freien Energie. Diese kann sich geringfiigig andern, wenn das Protein mit einem
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anderen Molekil in der Zelle in Wechselwirkung tritt. Fir die Funktion des Proteins ist diese
Konformationsianderung oft von groRBer Bedeutung. In der lebenden Zelle wird diese
Proteinfaltung durch spezielle Proteine die molekularen Chaperone, unterstiitzt. Proteine
besitzen vier Organisationsstufen. Die Primdarstruktur ist die Aminosduresequenz des
Proteins. Als Sekundarstruktur werden Abschnitte der Polypeptidkette benannt, die a-
Helices oder B-Faltblatter bilden. Die dreidimensionale Anordnung der Polypeptidketten im
Raum wird als Tertidrstruktur bezeichnet. Ein Protein, das aus mehr als einer
Polypeptidkette besteht, wird als Quartarstruktur deklariert (Abb. 1).

Einzelne Proteine kénnen sich zu groRen effizienten Aggregaten verknipfen. Diese fiihren

viele der wichtigsten Reaktionen in der Zelle aus (Alberts et al., 2004).

Primaér- Sekundar- Tertiirstruktur Quartarstruktur
struktur struktur
—7
Q"J mehrere
£ . Polypeptid-
—_— — —_—
((;tj oder

Proteinketten

vollstandige
Polypeptid- oder
Proteinkette

Proteinkomplex

Aminosaure-
sequenz

Abbildung 1: Darstellung der Proteinstrukturen am Beispiel des Hamoglobins. Die
Aminosduresequenz entspricht der Primarstruktur eines Proteins. Die -Helix ist eine maogliche
Sekundarstruktur dar. Dia -Helix ist auch Teil der TertidrstrukturB der -Polypeptidkette. Die hochste
Strukturebene stellt die Quartarstruktur dar, die die rdumliche Anordnung der Untereinheiten im Hamoglobin
weidergibt (modifizierte Darstellung, aus (Munk et al., 2008)).

1.1.2 Die Funktion von Proteinen

Proteine sind die haufigsten Makromolekiile in lebenden Organismen und an allen
lebenswichtigen Funktionen beteiligt. Als Strukturproteine sind sie verantwortlich fir die
Ausbildung von dreidimensionalen Strukturen und sorgen fir mechanische Stabilitdat wie

z. B. die Laminaproteine im Zellkern oder die Proteine des Cytoskeletts. Das extrazelluldre
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Kollagen ist verantwortlich fiir die Form des Bindegewebes. Eine der vielfdltigsten
Proteingruppen sind die Enzyme. Mehrere Tausend verschiedene Enzyme katalysieren die
unterschiedlichsten biochemischen Prozesse innerhalb der Zelle. Viele Enzyme werden durch
Regulatorische Proteine beeinflusst. Die Expression von Genen wie z.B. der Lambda-
Repressor werden Uber Regulatorproteine gesteuert. Proteine sind so an der Regulation der
Entwicklung, Differenzierung und am Wachstum von Zellen bzw. ganzer Organismen
beteiligt. Bei Bewegungen spielen Proteine ebenfalls eine entscheidende Rolle sowohl auf
zelluldrer als auch auf der Ebene des Gesamtorganismus. Das Motorprotein Myosin wirkt,
zusammen mit anderen Proteinen nicht nur an vielfaltigen intrazelluldren Bewegungen,
sondern auch an der Muskelkontraktion mit. Himoglobin versorgt als Transportprotein den
Korper mit Sauerstoff und sorgt dariiber hinaus fir den Abtransport des Kohlenstoffdioxids.
Membranintegrale Transportproteine vermitteln den Transport von lonen oder Molekilen
durch die sonst nicht durchldssigen zelluldren Membranen. So sind sie z.B. verantwortlich fir
den lonenhaushalt der Zelle sowie fiir die Ubertragung und Weiterleitung von Impulsen
entlang von Nervenzellen. Andere membranintegrale Proteine wirken auf Oberflachen der
Zellen als Rezeptoren fur Signale und Botenstoffe und veranlassen die entsprechenden
Reaktionen im Zellinneren. Diese Botenstoffe (Hormone) konnen wiederum auch Proteine
sein, wie das Insulin. Spezielle Proteine, die Immunglobuline, werden im Verlauf einer
Abwehrreaktion durch das Immunsystem gebildet. Diese hochspezifischen Antikérper
binden sich an Antigene. Diese organismusfremden, moglicherweise krankheitserregenden
Strukturen (Antigene) konnen ebenfalls Proteine sein. Auch die Ribosomen, an denen die
Proteinbiosynthese stattfindet, betstehen neben RNA zu einem grofRen Teil aus einzelnen
Polypeptiden und Proteinen. Proteine sind auch an der DNA-Replikation, Transkription und
in Form des Spindelapparates auch an der Zellteilung beteiligt. Als Proteasomen sind
Proteine auch mit ihrem Abbau betraut (Munk et al., 2008).

AuBerdem gibt es Proteine, die ein oder mehrere Metallionen enthalten ohne katalytisch
wirksam sein zu missen. Zu dieser Gruppe der Metalloproteine gehort z.B. das
Metallothionin. Dabei handelt es sich um cytoplasmatische Proteine die unter
physiologischen Bedingungen an Zink und Kupfer, aber auch an Schwermetalle wie z.B.
Cadmium (Kagi et al., 1988) binden. Durch Bindung von Cadmium an die Metallothionine
entsteht ein Cadmium-Metallothionin-Komplex (CAMT) (Shaiks et al., 1972, Shaikh et al.,
1976, Shaikh et al., 1977, Webb et al., 1982). Im Laufe der Zeit wird dieser Komplex aus der

3
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Leber in die Nieren (Dudley et al., 1985, Chan et al., 1993) transportiert. Der CdAMT-Komplex
wird gefiltert (Cherian et al., 1975, Foulkes 1978) und durch lysosomale Enzyme abgebaut

(Squibb et al., 1979). So wird der Korper vor einer Intoxikation geschitzt.

1.2 Stressproteine (Hitzeschockproteine)

1.2.1 Entdeckungen und Grundlagen

Hitzeschockproteine (Hsp = heat shock protein) wurden das erste Mal von Ritossa et al.,
1962 beschrieben. Bei Temperaturversuchen mit der Taufliege Drosophila melanogaster
konnten sie nachweisen, dass die Fliegen nach Erhdéhung der Temperatur ein anderes
Puffing-Muster der Polytanchromosomen aufwiesen als vorher.

Tissieres et al., konnten 1974 zeigen, dass gleichzeitig mit diesen Puffs eine bestimmte
Gruppe von Proteinen in grofRer Zahl exprimiert wurde. Der Hitzestress fiihrte in den Zellen
zu einer erhohten Synthese bestimmter Proteine, die zuvor nur in geringen Mengen
vorkamen.

Zellen, die einem maRigen Hitzestress ausgesetzt waren, sind aullerdem gegenilber einer
starken Temperaturerhéhung, aber auch gegeniber anderen Stressoren resistenter und
zeigen eine hoéhere Uberlebensrate als unbehandelte Zellen (Feige et al., 1994). Dieses
Phanomen wird als erworbene Thermotoleranz bezeichnet (Georgopolous et al., 1993).
Folglich wurden diese neu entdeckten Proteine aufgrund ihrer Induzierbarkeit durch Hitze
als Hitzeschockproteine bezeichnet (Tissieres et al., 1974).

Weitere Versuche zeigten, dass auch andere Stressoren als Hitze die Stressantwort auslosen
konnen. Es sind bereits mehr als 100 chemische und biologische Stressoren bekannt. Dabei
wird unterschieden, ob die Stoffe nur in bestimmten Organismen oder Organen eine
Stressantwort auslésen oder ob sie generell in allen Organismen und Organen eine
Hochregulierung der Proteinsysnthese hervorrufen (Nover 1990, Teil 1). Zu den Stressoren
zahlen neben Hitze und Kalte auch Sauerstoffmangel, UV-Strahlung (Richter-Landsberg et al.,
2006), Schwermetalle und Alkohole (Nover 1990, Teil 1). Da die Stressantwort nicht nur
durch Hitze ausgelost wird, werden die Hitzeschockproteine heute als Stressproteine

bezeichnet (Abb. 2).
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Medikamente Alkohol

%

Hypoxie
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Virusinfektionen
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Bildungvon Stressproteinen

g

Schutz vor moglichem Zelltod

Abbildung 2: Schematische Darstellung moglicher Ausloser der zelluldren Stressantwort
(eigene |Illustration). Stressoren und biologische Signale wirken auf die Zelle ein und fiihren zur
vermehrten Produktion von Stressproteinen. Diese schiitzen die Zelle vor einer moglichen Apoptose.

Neben den durch Stress induzierten Proteinen existieren auch Stressproteine, die konstitutiv
exprimiert werden, sie werden als Heat-Shock-Cognates (HSC) bezeichnet (Becker et al.,
1994). Diese Proteine, wie z. B. das HSPA8 (Hsc70) erfiillen unter physiologischen
Bedingungen ihre Aufgabe als Chaperone bei der Faltung und dem Transport von neu
synthetisierten Proteinen (Burel et al.,, 1992). Diese konstitutiv vorkommenden
Stressproteine werden unter Stressbedingungen oder in bestimmten Zellzyklusphasen
ebenfalls vermehrt synthetisiert (Lindquist 1986, Lindquist et al., 1988). Sowohl
prokaryotische (McAlister et al., 1979) als auch eukaryotische (Ashburner 1970, McKENZIE et
al., 1975) Zellen enthalten verschiedene Chaperon-Systeme. Eukaryotische Zellen verfligen
Uber Chaperon-Systeme in den verschiedenen Kompartimenten der Zelle wie z. B. im Cytosol
(Young 2004), im Endoplasmatischen Retikulum (Kleizen et al., 2004) und den Mitochondrien
(Voos et al., 2002). Die Chlorplasten der Pflanzenzellen verfligen ebenfalls Gber ein eigenes

Chaperon-System (Becker 2005), das wie das der Mitochondrien mehr denen von
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Eubakterien dhnelt als dem des Cytosols eukaryotischer Zellen. Der Anteil der Stressproteine
am Gesamtprotein der Zelle liegt bei bis zu 5 % (Feige et al., 1994) und kann unter
Stressbedingungen auf bis zu 15 % ansteigen (Lindquist et al., 1988, Welch 1993).

Friiher wurden die Stressproteine nach ihrer MolekulargrofRe in Familien eingeteilt. Im Laufe
der Zeit wurden standig weitere Genprodukte entdeckt, die den verschiedenen Familien
zugeordnet werden mussten. Da es fir die Benennung kein einheitliches System gab, wurde
die Nomenklatur extrem unubersichtlich. Fir einige Proteine wurden bis zu zehn
verschiedene Namen vergeben. Tavaria et al., unternahmen 1996 den ersten Versuch einer
neuen Nomenklatur. 2009 veroffentlichten (Kampinga et al., 2009) eine neue Nomenklatur
und dazugehdorige Richtlinien zur Benennung der humanen HSP - Familien und der einzelnen
Stressproteine.

Im Folgenden wird auf die HSPA — Familie, ein Mitglied der HSP70 — Superfamilie, ndher

eingegangen. In Tabelle 1 sind zwei Vertreter der HSP70 — Superfamilie auf gefiihrt.

Tabelle 1: Ubersicht iiber die in dieser Arbeit untersuchten Stressproteine.

HSP - Familie Mitglied (neue Alte Lokalisation Funktion
Nomenklatur) | Nomenklatur
HSPA HSPA1A HSP72 Cytosol / - Aggregationsverhinderung
(friiher (induzierte Nucleus von Hitze denaturierten
HSP70) Form) Proteinen

- Auflésung von
Proteinaggregaten
zusammen mit Vertretern der
HSPH - Familie

- Regulation der
Hitzeschockantwort

- Antiapoptotisch

HSPA HSPAS8 HSP73 Cytosol / - Faltung neu synthetisierter

(friher (konstitutive Nucleus Proteine

HSP70) Form) - Aggregationsverhinderung
von Hitze denaturierten
Proteinen

- Auflésung von
Proteinaggregaten
zusammen mit Vertretern
HSPH - Familie - Regulation der
Hitzeschockantwort

- Antiapoptotisch
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1.2.2 Die HSP70-Superfamilie
Zur HSP70-Superfamilie gehoren die HSPA-Familie (friher HSP70) und die HSPH-Familie
(friher HSP110). Die Anzahl der Gene, die die verschiedenen Proteine codieren, sind von
Organismus zu Organismus unterschiedlich. So codieren 17 Gene und zahlreiche Pseudogene
auf 18 verschiedenen Chromosomen die Mitglieder der HSPA-Familie beim Menschen und
dagegen nur drei bei Escherichia coli. Die drei Proteine HSPA1A, HSPA1B und HSPA6 sind
dabei die Stressproteine mit der héchsten Hitze-Induzierbarkeit (Brocchieri et al., 2008).
Die Bildung von Stressproteinen und deren Funktion sind eng gekoppelt mit dem Uberleben
der Zelle; speziell die Mitglieder der HSPA-Familie spielen hier eine entscheidende Rolle
(Landry et al.,, 1982, Li et al.,, 1982, Johnston et al., 1988, Riabowol et al.,, 1988).
Charakteristisch fur die HSPA-Familie ist unter physiologischen Bedingungen ihre
Chaperonfunktion. HSPA1A ist das am starksten wahrend der Evolution konservierte Protein,
es kommt in allen Organismen vor und ist mit dem prokaryotischen Vertreter (Dnak) auf
Aminosaureebene zu 50 % identisch (Lindquist et al., 1988, Hunt et al., 1985, Gupta et al.,
1994). Die Konservierung der Proteinsequenzen spiegelt die ebenfalls konservierten
funktionalen Eigenschaften zwischen den verschiedenen Spezies wieder (Borchiellini et al.,
1998). So schiitzt das von Drosophila kommende, spezifische Hsp70-Protein, wenn es in
einer Saugetierzelle exprimiert wird, diese ebenfalls vor Hitzestress (Pelham 1984). Ein
Mitglied der humanen HSPA-Familie wiirde das HSP70-Protein einer Nagetierzelle funktional
ergdnzen, so dass sie vor verschiedensten Stressoren geschiitzt ist (Li et al., 1991, Li et al.,
1992, Jaattela et al., 1992).
Bei den bekannten HSP70-Proteinen, auch den Mitglieder der humanen HSPA-Familie,
handelt es sich um evolutionar sehr stark konservierte Proteine, welche alle die folgenden
Doman-Stukturen aufweisen:

e eine konservierte ATPase-Domane

e eine Mittelregion mit Protease sensitiven Seiten

e eine Peptid Binde-Domane

e eine G/P reiche C-Terminale Region (die ein EEVD-Motiv enthilt), die Co

Chaperone und andere HSPs binden kann

(Hartl 1996, Tavaria et al., 1996, Bukau et al., 2006).
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Diese konservierten Doman-Strukturen festigen die Chaperonfunktion der HSPA-Proteine
und ermoglichen die Bindung von hydrophoben Aminosduren, die von unkorrekt gefalteten
Peptiden exprimiert werden (Hartl 1996, Bukau et al., 2006).

Proteine der HSPA-Familie, die in einem Zellkompartiment lokalisiert sind, haben an ihrem
N-terminalen Ende ein Lokalisationssignal, welches sie daran hindert das Kompartiment zu
verlassen. HSPAS ist ein Stressprotein, welches im Endoplasmatischen Retikulum vorkommt.
Dieses Protein besitzt ein Rickhaltesignal am C-Terminalen Ende, das verhindert das HSPA5S
das Endoplasmatischen Retikulum verlasst (Munro et al., 1987).

Es wird ferner vermutet, dass die Mitglieder der HSPA-Familie auch beteiligt sind am
Alterungsprozell und bei der Krebs induzierten Apoptose (Macario et al., 2005, Lee et al.,

2006, Macario et al., 2007, Singh et al., 2007).

1.2.2.1Das Protein HSPA1A (Hsp72)

HSPA1A fruher als HSP72 bezeichnet, ist das wichtigste stressinduzierte Mitglied der HSPA-
Familie. Von HSPA1B unterscheidet sich das Protein nur in zwei Aminosauren, codiert
werden die beiden Proteine durch zwei naheverwandte, intronfreie und stressinduzierte
Gene auf Chromosom sechs (Wu et al., 1985, Milner et al., 1990).

Unter physiologischen Bedingungen wird HSPA1A in geringen Mengen z. B. in Zellen des
Brustgewebes (Torronteguy et al., 2006) und der Epidermis als Schutz vor ultravioletter
Strahlung (Jonak et al., 2009) gebildet. Wahrend der G1- und S-Phase des Zellzyklus wird es
ebenfalls verstarkt synthetisiert (Milarski et al., 1986, Taira et al., 1997). Ferner ist HSPA1A in
der Lage, die lysosomale Stabilitat der Zelle zu fordern (Kirkegaard et al., 2010).

Da die unter physiologischen Bedingungen gebildeten Mengen an HSPA1A noch sehr gering
sind, kann die vermehrte Bildung von HSPA1A unter Stressbedingungen als Indikator fir
Zellstress fungieren (Calderwood et al., 2008, Schmitt et al., 2007).

Zusammengefasst lasst sich sagen, dass HSPA1A sowohl unter physiologischen Bedingungen
als auch in einer Stresssituation fur die Zelle als Chaperon fungiert und die Ansammlung von
Proteinaggregaten verhindert. So wirkt HSPA1A dem Zelltod entgegen (Nollen et al., 1999,
Mosser et al., 2000).
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1.2.2.2Das Protein HSPAS8 (Hsp73)

HSPA8 wurde friher als HSP73 oder HSC70 bezeichnet (Kampinga et al., 2009). Die Gen-
Sequenz ist auf Chromosom elf lokalisiert und zu 86 % identisch mit der von HSPA1A. HSPAS8
wird in den meisten Geweben konstitutiv exprimiert (Dworniczak et al., 1987) und erfillt
zahlreiche Housekeeping-Chaperon-Funktionen. Zu diesen Funktionen gehoren:

e Faltung neu synthetisierter Polypeptide

e Proteintranslokation durch Membranen

e Chaperon vermittelte Autophagozytose

e Abbau von Clatherin ummantelten Vesikeln
Unter physiologischen Bedingungen erfiillt HSPA8 seine zahlreichen Chaperon — Funktionen
und unter Stressbedingungen verhindert es die Aggregation von Proteinen (Lindquist et al.,
1988, Bukau et al., 2006).
Sowohl HSPA1A als auch HSPA8 kommen typischer Weise im Cytoplasma der Zelle vor. Unter
Stress kommt es zu einer Umverteilung der HSPs im Intrazellularraum. Vor allem bei HSPA1A
und HSPA8 kommt dabei es zu einer Translokation in den Nucleus, genauer gesagt in der

Nucleolus (Nover 1990 (Teil 2), Welch et al., 1984).

1.3 Das Gehirn

1.3.1 Aufbau und Funktion

Das Gehirn (Encephalon) gehort wie das Rickenmark zum Zentralennervensystem (ZNS)
(Schiebler et al., 1987). Das ZNS ist sowohl flir die Reizverarbeitung als auch fur die
Reizweiterleitung verantwortlich. Dabei steht im Rickenmark die Reizweiterleitung und im
Gehirn die Reizverarbeitung im Vordergrund. Mit einem Gewicht von 1,3 bis 1,5 kg
(geschlechtsabhidngig) ist das Gehirn nach der Leber das schwerste innere Organ des Korpers

(Schwegler et al., 2011).
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Das Gehirn lasst sich aufgrund morphologischer und funktioneller Aspekte in folgende

Abschnitte gliedern:

o Medulla oblongata (verlangertes Mark)
o Pons (Briicke)

o Mesencephalon (Mittelhirn)

o Diencephalon (Zwischenhirn)

o Cerebellum (Kleinhirn)

o Telencephalon (GroRR- oder Endhirn)

Der Hirnstamm setzt sich aus Medulla oblongata, Pons und Mesencephalon zusammen.
Medulla oblongata, Pons und Cerebellum werden auch als Rhombencephalon (Rautenhirn)
zusammengefasst. Als Metencephalon (Hinterhirn) wird der Pons (Briicke) zusammen mit

dem Cerebellum (Kleinhirn) bezeichnet (Trepel 2008).

1.3.2 Das Kleinhirn

1.3.2.1 Anatomie

Das Kleinhirn (Cerebellum) befindet sich in der hinteren Schadelgrube und sitzt der Medulla
oblongata und dem Pons von dorsal auf. Es wiegt etwa 130 — 140 g (Faller et al., 1995). Vom
GroRhirn wird es durch das Tentorium cerebelli getrennt. Mit dem Hirnstamm ist das
Kleinhirn durch drei Kleinhirnstiele verbunden. Entwicklungsgeschichtlich lasst sich das
Kleinhirn in  Archicerebellum (Urkleinhirn), Paleocerebellum (Altkleinhirn) und
Neocerebellum (Neukleinhirn, phylogenetisch am jlingsten) einteilen (Trepel 2008). Zu den
alten Bereichen des Cerebellums zahlen der Vermis (Wurm) und Flocculus (Kleinhirnflocke)
und das vordere Viertel beider Hemispharen bis hin zu der tiefen Hauptfurche. Die hinteren
Abschnitte der Hemispharen sind neueren Ursprungs (Abb. 3).

Im Langsschnitt durch das Kleinhirn ist erkennbar, dass die Rinde kaum einen Millimeter dick
und vielfach aufgeworfen und in Falten gelegt ist. Tief im Inneren der weien Substanz
liegen Gruppen von Nervenzellkorpern, die Kleinhirnkerne. Der auffdlligste ist der Nucleus
dentatus (,gezahnter Kern“). Die graue Substanz der Kleinhirnrinde faltet sich an der
Oberflache auf, um moglichst viele Nervenzellen mit ihren Dendriten und Axonen auf wenig

Platz unterzubringen (Schwegler et al., 2011).
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1.3.2.2 Funktion

Das Kleinhirn ist ein Regulationsorgan fiir die Motorik. Es halt in Abstimmung mit dem
Labyrinthorgan das Korpergleichgewicht aufrecht und koordiniert den Muskeltonus sowie
die zeitliche Abfolge der Bewegungen, ohne sie jedoch auszuldsen (Schiebler et al., 1987).
Das Cerebellum ldsst sich funktionell in drei Bereiche gliedern:
1. Das Vestibulocerebellum: - Feinabstimmung aller Augenbewegungen
- Indirekte Einflussnahme auf die Stitzmotorik
des Rumpfes
- Unterdriickung des vestibulookuldren Reflexes
2. Das Spinocerebellum: - Einfluss auf die Impulse des Muskeltonus und
Bewegung der proximalen Extremitatenmuskeln
- Einfluss auf die Stutzmotorik
3. Das Pontocerebellum: - Erlernen und Feinabstimmung beim von willkirlichen
Zielbewegungen
Neben den motorischen Funktionen hat das Kleinhirn auch Einfluss auf das vegetative
Nervensystem. Aullerdem ist es an kognitiven und emotionalen Funktionen
(Orientierungsfahigkeit, Kurzzeitgedachtnis und Konditionierungsvorgange) beteiligt

(Trepel 2008).
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Kleinhirnschenkel

Kleinhirnhemisphare

Meukleinhirn Altkleinhirn Urkieinhirn

[Neoccerebellum) |Paleccerebel lum) [Archicersbellum)

Abbildung 3: Schematische Darstellung des Kleinhirns nach Duus. Ansicht von unten, die
Kleinhirnschenkel sind durchtrennt (Faller et al., 1995).

1.3.3 Das GroRhirn

1.3.3.1 Anatomie

Als grofSter Teil des Gehirns liegt das GroBhirn (Telencephalon) der knéchernen vorderen
und mittleren Schadelgrube auf und setzt sich aus zwei Hauptkomponenten zusammen: den
beiden GroBhirnhemispharen (linke und rechte) und mehreren paarigen grauen Kernen, den

Basalganglien. Jede GroBhirnhemisphare gliedert sich wiederum in vier Lappen (Abb. 4):

. Hinterhauptlappen (Lobus occipitalis)
. Scheitellappen (Lobus parietalis)

. Schlafenlappen (Lobus temporalis)

. Stirnlappen (Lobus frontalis)

12



Einleitung

Scheitellappen Hinterhauptlappen
(L. parietalis) == T -, (L. occipitalis)

Frontallappen = f b
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| ]
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Abbildung 4: Schematische Darstellung der Lappengliederung des GroBhirns. Ansicht von links
nach Frick (Faller et al., 1995).

Bei minimalem Raumverbrauch und maximaler OberflachenvergréRBerung ist das GroRhirn
des Menschen stark gefaltet, wodurch Furchen und Windungen entstehen (Faller et al.,
1995, Trepel 2008). Zwei grolRe Furchen trennen den Scheitellappen einerseits vom
Schldfenlappen (Sulcus lateralis) und anderseits vom Stirnlappen (Sulcus centralis)
(Schwegler et al.,, 2011). Es wird zwischen Primar-, Sekunddr- und Tertiarfurchen
unterschieden. Die zuerst auftretenden Primarfurchen sind bei allen Menschen gleich,
wahrend die Sekundarfurchen bei vielen Menschen variabel und die Tertidarfurchen bei
jedem Individuum unterschiedlich sind.

Auch im Telencephalon lassen sich graue und weille Substanz voneinander unterscheiden.
Im frontalen Schnitt zeichnen sich die GroRhirnhemisphdren durch eine zwei bis flinf
Millimeter dicke graue Rindenschicht (cortex cerebri) aus, die vorwiegend Zellkérper enthalt
und einer inneren, weillen Markschicht, die aus Nervenfasern besteht (Schwegler et al.,

2011).
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1.3.3.2 Funktion

Im GroRhirn sind die Hirnfunktionen wie das Denken, das Sprechen, das Bewusstsein und
das Geddchtnis lokalisiert. Die vordere Zentralwindung des Stirnlappens ist Sitz des
motorischen Zentrums, das Impulse zu den willkirlich innervierten Muskeln sendet. Der am
weitesten stirnwarts gelegene Punkt der Stirnpol (Frontalpol), ist der Sitz der Personlichkeit.

Die Basalganglien haben eine wichtige Funktion innerhalb des extrapyramidal-motorischen
Systems. Sie Ubernehmen Teilaufgaben der motorischen Aktivitdit im Besonderen die
Einleitung und Durchfiihrung langsamer Bewegungen (Faller et al., 1995, Schwegler et al.,

2011).

1.4 Die Mitochondrien

1.4.1 Aufbau und Funktion

In den Eukaryotenzellen erfolgen die Zellatmung und die oxidative Phosphorylierung in
membranumschlossenen Organellen den Mitochondrien (Madigan et al., 2002).

Diese Organellen sind 2 - 5 um lang und haben einen Durchmesser von 0,5 — 1 um. Sie
konnen stabchen- bis fast kugelformig sein.

Eine typisch tierische Zelle kann bis zu 1000 Mitochondrien enthalten. lhre Anzahl pro Zelle
hangt jedoch von Zelltyp und ZellgroRe ab (Madigan et al., 2002). Die mitochondrale
Membran ist dhnlich konstruiert, wie andere Einheitsmembranen und besteht aus einer
Doppelschicht von Phospholipiden, in die Proteine eingebettet sind. Im Gegensatz zur
Cytoplasmamembran ist jedoch die dulRere Mitochondrienmembran recht durchlassig. Sie
enthalt viele Kandle durch die lonen und kleine organische Molekiile hindurchtreten kénnen.
Aus diesem Grund kann das Adenosin-Triphosphat (ATP), das im Mitochondrion produziert
wird, ins Cytoplasma gelangen, wo es in energieverbrauchenden Reaktionen genutzt wird
(Madigan et al., 2002).

Mit Hilfe von Sauerstoff wird an den mitochondrialen Doppelmembranen hergestellt. ATP ist
der wichtigste Energielieferant bei nicht Photosynthese betreibenden Zellen. Die meisten
intrazelluldaren Stoffwechselvorgénge sind direkt oder indirekt ATP-abhangig. Die
Endosymbiontentheorie besagt, dass sich Mitochondrien aus eigenstandigen Prokaryoten

entwickelt haben. Im Verlauf der Evolution sind diese Prokaryoten eine Endosymbiose mit

14



Einleitung

einer eukaryotischen Zelle eingegangen, das heildt sie leben in ihrer Wirtszelle zum
gegenseitigen Vorteil. Als Beweis dafiir dienen u. a. der Aufbau der Mitochondrien mit ihrer
Doppelmembran und die Tatsache, dass Mitochondrien ihre eigene DNA und
Proteinbiosynthese besitzen. Deswegen werden sie als semiautonome Organellen
bezeichnet. Die Anzahl an Mitochondrien verdoppelt sich mit jedem Zellzyklus durch
Zweiteilung. Die Mitochondrien bendtigen zur mtDNA-Duplikation und zur
Proteinbiosynthese zellkernkodierte Proteine, die Uber Transportproteine in die

Mitochondrien gelangen (Alberts et al., 2004).

1.4.2 Mitochondirale DNA (mtDNA)

Die humane, mitochondriale DNA (mtDNA) ist meist doppelstrangig und zirkular aufgebaut
(siehe Abb. 5). Sie ist an die innere Membran der Mitochondrien gebunden. Die mtDNA wird
fast ausschlieBlich maternal vererbt (Giles et al., 1980). Das humane mtDNA-Genom umfasst
16.569 bp und liegt in 5-10 identischen Kopien pro Mitochondrion vor (Satoh et al., 1991).
Das mitochondriale Genom des Menschen umfasst 37 Gene. Davon codieren 13 fiir Proteine,
zwei fiir ribosomale RNAs und 22 fir transfer RNAs. Alle Gbrigen Proteine im Mitochondrium
sind kerncodiert und werden vom Cytosol aus in das Mitochondrium transportiert (Anderson
et al., 1981).

Es wird zwischen dem Cytosin-reichen, inneren L-Strang (light strand) und dem Guanin-
reichen, dulleren H-Strang (heavy strand) unterschieden.

Im Gegensatz zur nukledren DNA gelten 93 % des mitochondrialen Genoms als kodierend.
Nur die Kontrollregion bzw. Displacement-Loop (D-Loop) ist nicht-kodierend. Der D-Loop
markiert den Startpunkt fir die Replikation des H-Stranges und setzt sich aus drei
hypervariablen Bereichen (HV) zusammen: HV1, HV2 und HV3 (Strachan et al., 2005, Lutz et
al., 2000) .

Im Gegensatz zur nukledaren DNA ist die mtDNA nicht mit Histonen komplettiert und damit
auch nicht in Nukleosomen organisiert (Kadenbach et al., 1995).

Die gesteigerte Produktion von Sauerstoff-Radikalen in der Atmungskette bedingt eine, im
Vergleich zur nukledren DNA, bis zu zehnfach erhéhten Mutationsfahigkeit der mtDNA.
Diese Mutationen bilden sich als Reaktion auf Sauerstoffradikale, die wahrend der

Elektronentransportkette entstehen koénnen. Aufgrund weniger effizienter DNA-
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Reparaturmechanismen bleiben diese Mutationen erhalten und werden in der Regel
maternal vererbt. Sie sind daher von groRer Bedeutung bei der Untersuchung von

Verwandtschaftsverhaltnissen (Hutchison et al., 1974).
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Abbildung 5: Das mitochondriale Genom des Menschen.
Quelle: (http//www.mitomap.orgMITOMAP/mitomapgenome.pdf, ©2002@Mitomap.org).
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Prinzipiell ist die mtDNA eines Individuums im gesamten Korper identisch. Es gibt aber
Individuen, die mehr als zwei mtDNA-Haplotypen aufweisen. Dies wird als Phanomen der
Heteroplasmie bezeichnet, die in drei Auspragungen existiert:
1. Verschiedene Zellen besitzen unterschiedliche mtDNA.
2. Jedes Mitochondrion besitzt nur einen Haplotyp. In der Zelle kommen

verschiedene Haplotypen vor.

3. Ein Mitochodrium besitzt verschiedene mtDNA Typen (Lutz et al., 2000).

1.4.3 4977 bp mtDeletion (dmtDNA*"’)

In der mtDNA existieren verschiedene Deletionen, wobei die 4.977-bp-Deletion die haufigste
ist. Sie wird daher auch als ,common deletion” bezeichnet (Simonetti et al., 1992). Diese
Mutation wird von zwei 13-bp-langen ,direct repeats”, den sogenannten ,hot spots”
flankiert, die an den Nukleotid-Positionen 8.470 — 8.482 bzw. 13.447 — 13.459 in der mtDNA
lokalisiert sind.

Da eine oxidative Schadigung in den Mitochondrien zu einer beglinstigten Trennung der
Einzelstrange fuhrt, wird davon ausgegangen, dass diese ,hot spots” fir die Entstehung der
4977-bp-Deletion eine signifikante Rolle spielen (Lee et al., 1994).

Die Einzelstrdange lagern sich bevorzugt an den Positionen mit ,direct repeats” aneinander,
es kommt zur Schlaufenbildung, die wiederum das Herausbrechen und somit die Deletion
begiinstigen (Hou et al., 1996, Shenkar et al., 1996).

Die Tatsache, dass mit dem Verlust der dmtDNA*"’

wichtige Proteine der Atmungskette
entfernt werden, ist ein Grund dafiir, dass von der Anderung in der mtDNA-Sequenz viele
Gene der oxidativen Phosphorylierungs-Maschinerie (z.B. ND3, ND4, ATPase 6 / 8)
unmittelbar betroffen sind. Aufgrund dessen kommt es zu einer Verminderung der
oxidativen Phosphorylierung und es entstehen weitere radikale Sauerstoffmolekiile, diese
flhren zu einer verstarkten oxidativen Schadigungen (Wallace et al., 1995). Dies fiihrte zu
der ,vicious cycle theory” (Miquel 1992).

Ab dem 20. Lebensjahr ist i. d. R. ein Anstieg der Menge an spezifisch deletierter mtDNA zu
beobachten. Der Anstieg ist zu diesem Zeitpunkt bereits im Skelettmuskel nachweisbar und

kann bei einem Alter von Uber 70 Jahren einen Prozentsatz von bis zu 0,14 % und mehr

erreichen (Meissner et al., 1997, Corral-Debrinski et al., 1992). Im Vergleich zu anderen
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Geweben zeigt das Gehirngewebe eine hohe Anzahl oxidativer Schadigungen in der
mitochondrialen DNA, die sich im Laufe des Alterungsprozesses anhaufen (Toescu et al.,
2000).

Ausdifferenziertes Gewebe wie Gehirn (Corral-Debrinski et al., 1992, Soong et al., 1992,
Storm et al., 2002, Fuke et al., 2008) und Skelettmuskel (Cortopassi et al., 1992, Meissner et
al., 1997, Liu et al., 1998, von Wurmb-Schwark et al., 2002) weisen im Gegensatz zu schnell
proliferierenden Geweben wie z. B. Haut (Yang et al., 1994, Berneburg et al., 1997) einen
hoheren Deletionsgrad auf. Jedoch schwankt die Deletionsrate in den verschiedenen
Gehirnarealen erheblich. So lassen sich im Putamen und der Substantia nigra hohe Mengen
nachweisen, wahrend das Gewebe des Kleinhirns nur geringe Deletionsraten aufweist
(Arnheim et al., 1992, Schwark et al., 1998). Ferner besteht ein Unterschied zwischen der
grauen und der weillen Substanz. Soong et al.,1992 konnten nachweisen, dass die graue
Substanz eine hohere Deletinsrate aufweist als die weille. Somit wird davon ausgegangen,

dass die Mutationen nicht in den Nervenfasern, sondern in den Nervenzellen auftreten.

1.5 Forensische Relevanz

In der rechtsmedizinischen Praxis hat die Untersuchung von Proteinen als Biomarker bei
bestimmten Fragestellungen wie z. B. bei der Wundalterbestimmung oder bei der
Todesursachenklarung an Bedeutung zugenommen. Gerade die Analyse von
Stressproteinen konnte dazu beitragen. So ist es schwierig, eine Hypothermie als
Todesurasche zu diagnostizieren, wenn alle klassischen Anzeichen wie z. B. Wischnewski
Flecken und Kalte-Erytheme fehlen. PreuRR et al. konnten zeigen, dass in Fallen von
Hypothermie die Konzentration an Hsp70 in der Niere stark erhoht ist und die Hsp70-
Konzentration im Gewebe ein zuséatzliches Zeichen fiir eine Hypothermie sein kann (Preuss
et al., 2008). In der forensischen Praxis ist die Altersbestimmung einer Wunde von groRter
Bedeutung, auch hier kdnnen Proteine als zusatzliche Marker in der Diagnostik verwendet
werden (Laplante et al., 1998, McMurtry et al., 1999, Takamiya et al., 2008, Takamiya et al.,
2009, Totan et al., 2011). Proteine sind somit als Biomarker vielseitig einsetzbar und fiir die

Todesursachenermittlung ein bedeutendes Werkzeug.
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1.6 Klinische Krankheitsbilder

1.6.1 Hypoxie

Bei einer mangelnden Sauerstoffversorgung des Gewebes kommt es zu einer Hypoxie. Es
entsteht ein Missverhéltnis zwischen Sauerstoffbedarf und Sauerstoffangebot (Madea et al.,
2007).

Nicht jedes Gewebe ist einem Sauerstoffmangel gegeniiber gleich empfindlich. Dies hangt
maRgeblich von der Bedeutung des Organs fiir das Uberleben des Organismus ab. Fiir den
Grad der Gewebsschidigung entscheidend ist das Uberschreiten der Irreversibilititsschwelle
oder ,Point of no return®. Der Grad der Gewebsschdadigung hangt zum einen von der Art,
Dauer und Intensitdt der Hypoxydose ab und zum anderen davon, ob das Gewebe wieder
durchblutet wird oder nicht (Adler et al., 1993).

Es wird zwischen hypoxischer, andamischer und histotoxischer Hypoxie unterschieden.

Eine hypoxische Hypoxie entsteht durch Abfall des arteriellen Sauerstoffpartialdrucks infolge
respiratorischer Insuffizienz oder durch Aufenthalt in groRen Hohen. Bei dieser Art der
Hypoxie wird das Gehirn durch eine Erhdhung des cerebralen Blutflusses geschiitzt.

Eine anamische Hypoxie resultiert aus einer Herabsetzung der Sauerstoff-Transportkapazitat
des Blutes aufgrund einer Verminderung des Hamoglobingehaltes (Andmie) oder durch
Beeintrachtigung des Sauerstoff-Bindungsvermogens (z. B. bei Kohlenmonoxidvergiftung).
Infolge der Aufnahme von Giftstoffen wie z. B. Cyaniden (McPherson et al., 1986) und
Sulfiden (Berntman et al., 1979) wird die Zellatmung der Mitochondrien blockiert, da sich
diese Gifte an die mitochondrialen Elektronentransportenzyme binden (Song et al., 1983,
Zhang et al., 1992, Wijdicks et al., 1994) und die Zelle den Sauerstoff nicht nutzen kann (Auer
2000). Die Ursachen fiir eine Hypoxie sind sehr vielfdltig. So kdnnen GefaRverengungen und
Erkrankungen der Lunge ein Grund fir das Auftreten einer Hypoxie sein. Aber auch
Thrombosen, Embolien oder eine Herzinsuffizienz konnen Organe partiell oder komplett von
der Sauerstoffversorgung abtrennen (Madea et al.,, 2007). Histologisch treten die ersten
Veranderungen im Gehirn in Form von symmetrischen Pallidumnekrosen mit
Ganglienzelluntergangen sowie Nekrosen in den subthalamischen Kernen, den
Purkinjefasern des Kleinhirns, der Substantia nigra und dem Ammonshorn auf (Adler et al.,
1993). Eine Hypoxie von mehr als drei Minuten flhrt zu irreversiblen Schadigung des

entsprechenden Gewebes bis hin zum Gehirn-Tod der betroffenen Person (Madea et al.,
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2007). Ein Rickgang der Korpertemperatur auf unter 25 °C flhrt zu einer Verlangsamung
aller biologischen Prozesse (Adler et al., 1993). Sauerstoffmangel, Kreislaufversagen bis hin
zum Herzstillstand kénnen aufgrund der starken Unterkihlung des Korpers langer toleriert
werden. Dies wird z.B. in der Herzchirurgie genutzt. Dort erlauben tiefe (28-18 °C) und
ausgepragte (18-4°C) Grade von kinstlicher Hypothermie Kreislaufstillstandszeiten von

60 - 90 Minuten. (Madea 2003).

1.6.2 Alkoholerkrankung

In Deutschland gelten 1,3 Millionen Menschen als alkoholabhangig. Jedes Jahr sterben ca.
73.000 Menschen an den Folgen ihrer Alkoholsucht (Bundesregierung 2011). Dabei muss
zwischen chronischer Alkoholabhdngigkeit und Alkoholmissbrauch unterschieden werden.
Zum Alkoholmissbrauch werden auch alkoholbedingte Folgeschdaden im korperlichem,
psychischem und sozialem Bereich gerechnet. Die Alkoholabhangigkeit wird durch das
zusatzliche Auftreten von korperlicher und psychischer Abhdngigkeit charakterisiert
(Feuerlein 1989). Die genaue Diagnose und Einteilung erfolgt auf der Grundlage der
International Classification of Diseases (ICD 10) der WHO (World Health Organization
= Weltgesundheitsorganisation). Die WHO unterscheidet die akute Alkoholisierung, den

schadlichen Gebrauch und die Alkoholabhangigkeit (Tab. 2).

20



Einleitung

Tabelle 2: Klassifizierung der Alkoholerkrankung beruhend auf der Einteilung der WHO. Die
Einteilung erfolgt anhand der ICD10 in akute Alkoholisierung, schadlichen Gebrauch und Alkoholabhangigkeit.
Um die Diagnose Alkoholabhangigkeit zu stellen missen mindestens drei der Kriterien gleichzeitig, wahrend
des letzten Jahres aufgetreten sein (Schneider et al., 2002, WHO 2012).

ICD 10-Klassifikations-

F10.0

nummer

Diagnose

Akute Alkoholisierung

Kriterien der ICD 10 zur Diagnosestellung

Ein voriibergehendes Zustandsbild nach
Aufnahme von Alkohol mit Stérungen des
Bewusstseins, kognitiver Funktion, der
Wahrnehmung, des Affektes, des Verhaltens
oder anderer psychophysiologischer
Funktionen und Reaktionen.

Die Stérungen stehen in einem direkten
Zusammenhang mit den akuten
pharmakologischen Wirkungen der Substanz
und nehmen bis zur vollstandigen
Wiederherstellung mit der Zeit ab,
ausgenommen in den Fallen, bei denen
Gewebeschdden oder andere Komplikationen
aufgetreten sind.

F10.1

Schédlicher Gebrauch

Eine tatsachliche Schadigung der psychischen
und physischen Gesundheit des Konsumenten.
Eine akute Intoxikation alleine beweist noch
nicht den Gesundheitsschaden.

F10.2

Alkoholabhangigkeit

(Zur Diagnosestellung
mussen mindestens drei
der Kriterien gleichzeitig

Ein starker Wunsch oder Zwang, Alkohol zu
konsumieren.

Eine verminderte Kontrollfahigkeit bezilglich
des Beginns, der Beendigung und der Menge
des Konsums.

wahrend des letzten e Ein kérperliches Entzugssyndrom bei

Jahres aufgetreten sein.) Beendigung oder Reduktion des Konsums.

e Der Nachweis einer Toleranz.

e Vernachldssigung anderer Vergniigen oder
Interessen zu Gunsten des Substanzkonsums,
erhdhter Zeitaufwand die Substanz zu
beschaffen, zu konsumieren oder sich von den
Folgen zu erholen.

e Ein anhaltender Alkoholkonsum trotz des
Nachweises eindeutiger schadlicher Folgen
(z. B. Leberschadigung, depressive

Verstimmungen).

Chronischer Alkoholabusus fiihrt vornehmlich zu Schaden in der Leber und im Gehirn
(Ldllmann et al., 2011). Im Gegensatz zu Opiaten und Benzodiazepinen, die an spezifische

Rezeptoren binden, greift Alkohol auf unterschiedlichen Wegen in die

Informationsiibertragung und den Zellstoffwechsel des Gehirns ein. Dies hat
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Funktionsveranderungen und den Untergang von Gehirnzellen zur Folge. Ferner kommt es
durch toxische Abbauprodukte (z.B. Azetaldehyd) und die Auswirkungen internistischer
Folgeerkrankungen zu weiteren Beeintrachtigungen der Gehirnfunktion. Der Alkohol greift in
alle bekannten Neurotransmitter- und Rezeptorsysteme ein. So werden die G-Proteine und
die Transkriptionsproteine des Zellkerns beeinflusst. Desweiteren verandert der Alkohol
direkt die Struktur der Zellmembran und wirkt auf die spannungsabhangigen Kalziumkanale.
Diese Effekte sind abhangig von der Dosis, der Gehirnregion und der Dauer der

Alkoholzufuhr (einmalig oder chronisch) (Schneider et al., 2002).

1.6.3 Schadigung durch thermische Energie

1.6.3.1Physiologische Thermoregulation

Der Mensch ist ein homoiothermes Lebewesen. Die Korpertemperatur ergibt sich aus der
Differenz  zwischen Warmeproduktion und -abgabe. Der Normwert fiir die
Koérperkerntemperatur liegt bei 36,5 - 37,0 °C.

Durch thermoregulatorische Vorgéange wird die Koérperkerntemperatur konstant auf ihrem
Sollwert gehalten. Zentrale und periphere Kalte- und Warmesensoren dienen als Fuhler
dieses Regelkreises. Die zentralen (inneren) Thermosensoren befinden sich in der Regio
praeoptica des vorderen Hypothalamus, der Medulla oblongata, im Rickenmark, der
Bauchhohle und der Skelettmuskulatur. Diese reagieren hauptsachlich auf Warme. Die
peripheren Thermosensoren sind spezielle freie Nervenendungen in der Haut. Hierbei sind
Warmsensoren mit einem Reaktionsoptimum zwischen 40 - 45 °C (C-Fasern) von
Kaltsensoren mit einem Reaktionsoptimum zwischen 32 und 16 °C (Ab6-Fasern) zu
unterscheiden. Bei Temperaturen 45 °C wird Hitzeempfindung ausgeldost und bei
Temperaturen < 17 °C Kélteempfindung (Jelkmann 2000).

Oberstes Steuerzentrum der Thermoregulation ist der posteriore Hypothalamus. Hier
werden die Signale der Warm- und Kaltsensoren reziprok verschaltet. Zum zentralnervosen
Vergleich der aktuellen Kérpertemperatur und des Sollwertes werden die Informationen von
den zentralen und peripheren Thermosensoren verrechnet. Unter physiologischen
Bedingungen kann es zu einer Sollwert-Verstellung im  hypothalamischen

Temperaturzentrum kommen. Dies fiihrt zur Entstehung von Fieber. Diese Sollwert-
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Verstellung entsteht durch fiebererzeugende Pyrogene. Dies tritt vor allem wahrend der

Akutphase-Reaktion bei bakteriellen Infektionen auf (Jelkmann 2000).

1.6.3.2 Hyperthermie

Anders als bei Fieber ist bei der Hyperthermie (Warmestau) der Sollwert des
hypothalamischen Temperaturreglers nicht verstellt. Die Uberwidrmung resultiert aus einer
vermehrten Warmebildung, die von auBen auf den Korper einwirkt und / oder einer
unzureichenden Warmeabgabe. Eine Hyperthermie aufgrund &dulRerer Faktoren st
bedrohlicher als gleichhohes Fieber, da die Warmeabgabemechanismen maximal aktiviert
sind (Jelkmann 2000). Hitzeschdden kodnnen bei Kontakt mit Hitzequellen z. B. bei
chemischen Verbrennungen, Verbrihung durch heife Dampfe oder Gase, erhitzten
Festkorper und direkte Flammeneinwirkung auftreten. Hitzeschdden konnen aber auch
durch Strahlung (z.B. Hohensonne oder Infrarot) und durch elektrischen Strom entstehen
(Madea et al., 2007). Der Konsum von Alkohol und die Einnahme von Medikamenten (z. B.
Diuretika oder Schilddrisenhormone) konnen die thermoregulatorischen Fahigkeiten
verschlechtern. Die hdchste mit dem Leben noch zu vereinbarende Kerntemperatur des
Menschen betragt 42 — 43 °C. Das Missverhiltnis zwischen Warmeproduktion und
Warmeabgabe fuhrt zu systemischen Stérungen des Warmehaushaltes.
Diese gliedern sich in:

e Hitzekrampfe

e Hitzeerschépfung

e Hitzschlag

e Sonnenstich
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Untersuchungen am Tiermodell haben gezeigt, dass die Thermotoleranz zunimmt, wenn der
Organismus einige Stunden zuvor sublethal fir 30-60 Minuten erwdarmt wurde (Kapp et al.,
1983, Li et al., 1983). Thermotoleranz ist die Folge einer vermehrten Bildung der protektiv
wirkenden intrazelluldren Stressproteine. Diese dienen dem Schutz der Zelle vor
Proteinaggregationen oder falschgefalteten Proteinen, welche durch Hitze entstehen
(Flanagan et al., 1995). Das Ausmal} der Schaden, die durch Hitze entstehen, ist abhdngig

von der Intensitat und Dauer der Hitzeeinwirkung.

1.6.3.3 Hypothermie

Unterkihlungen sind der Ausdruck eines erheblichen Ungleichgewichts zwischen erhéhtem
Warmeverlust und unzureichender Warmebildung.

Alle Zustande mit einer Korperkerntemperatur < 35 °C werden als Hypothermie bezeichnet.
Klinisch werden sie je nach Auskiihlungszustand in leichte bis tiefe Grade eingeteilt (Madea
et al., 2007). Kalte ist ein ubiquitdres Gefahrenmoment. Die Kaltewirkung entfaltet sich nicht
erst bei Temperaturen unter 0 °C oder darunter. Auskihlungen oder Unterkiihlungen
koénnen sich auch bei Temperaturen von lber 10 °C und sogar um 20 °C entwickeln (z. B. in
tiefer Narkose). Bei niedrigen Umgebungstemperaturen, die individuell unterschiedlich als
Kélte empfunden werden, Ubersteigt trotz maximaler Engstellung der HautgefaRe die
Warmeabgabe die Warmbildung. Wenn eine Warmeneubildung durch Steigerung des
Energieumsatzes nicht mehr gedeckt werden kann, setzt eine Hypothermie ggf. bis zum
Kéltetod ein. Eine langere Auskiihlung des Korpers fiihrt zu einer kdlteinduzierten Diurese
und damit zu einer Zunahme der Blutviskositat und Verringerung des Blutflusses. Bei tiefen
Temperaturen entstehen Elektrolytverschiebungen, dabei wird Kalium aus dem
Extrazellularraum in den Intrazellularraum verlagert bei weitgehend konstanten
Natirumkonzentrationen. Diese Verdanderung des Kalium/Natrium-Quotienten und die feste
Bindung des Sauerstoffs an das Hamoglobin bei gesteigerter Kohlendioxidloslichkeit

bewirken Kammerflimmern, Azidose und Hirnddem.
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Unterklihlungen treten meist akzidentell auf und vorwiegend in Verbindung mit
Alkoholgenuss oder in Folge korperlicher Erschépfung, konsumierender Krankheit und bei
hohen Windgeschwindigkeiten (wind chill effect) (Madea 2003).
Ortliche Erfrierungen betreffen besonders die Akren von Finger, Zehen, Nase und Ohren
(Madea 2003). Der Grad der Gewebeschaddigung hdangt von der Dauer der Kalteexposition ab.
Lokale Erfrierungen kdénnen in verschiedene Stadien eingeteilt werden:

e Dermatitis congelationis erythematosa

e Dermatitis congelationis bullosa

e Dermatitis congelationis gangraenosa

Die Expositionsdauer bis zum Tod durch Unterkiihlung hdngt neben dem bestehenden
Gesundheitszustand maRgeblich von der Umgebungstemperatur ab und kann zwischen 1,5
Stunden und 12 Stunden schwanken (Madea et al., 2007). Stressproteine werden nicht nur
bei Hitzeeinwirkung gebildet, sondern dienen vor allem auch als zelluldrer Frostschutz

(Tirapelli et al., 2010, Xia et al., 2011, Tveita et al., 2012).
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1.7 Zielsetzung

Der menschliche Koérper hat im Laufe der Evolution die unterschiedlichsten Mechanismen
entwickelt, um auf Stressfaktoren wie z. B. UV-Licht, Hitze, Kdlte und Sauerstoffmangel
addquat zu reagieren umso die Zellen und letztlich den Organismus zu schitzen. Dabei ist es
notwendig, die fiir viele Zellablaufe wichtigen Makromolekiile wie z. B. DNA und Proteine zu
schitzen bzw. stabil zu halten. Die Stressproteinsynthese gilt als eine der relevantesten
zellularen Antworten auf Stressoren. Spezifische Stressproteine die so genannten heat shock
proteins kurz HSP wirken der Zellschadigung durch Fehlfaltung oder Aggregation der
Proteine entgegen, indem sie sich an diese binden und das Protein wieder in seine
urspriingliche Form zurlickfiihren oder dafiir Sorge tragen, dass falsch gefaltete Proteine
abgebaut werden (Munk 2000).

Auch der Erhalt der genetischen Information ist fiir das Uberleben der Zelle wichtig. Hier
existieren diverse spezifische DNA-Reparaturmechanismen, die allerdings nicht immer
wirksam sind. Dadurch entstehen verschiedene DNA-Veranderungen, die als Marker fir
zellspezifischen Stress angesehen werden koénnen, von denen insbesondere die
mitochondriale DNA betroffen ist.

In der Arbeit wird unter anderem untersucht, welchen Einfluss verschiedene, potentiell
schadliche Faktoren auf der Protein-Ebene und der genetischen Ebene haben. Daraus
entwickelt sich folgende Fragestellung: Inwieweit kdnnen bestimmte Verdnderungen in
einem forensischen Kontext z. B. zur Klarung der Todesursache eingesetzt werden? Dafiir
wird das menschliche Gehirn als Untersuchungsorgan gewdhlt, da dies eines der
lebenswichtigen Organe des Korpers darstellt und innerhalb von Minuten auf schadigende
Einflisse wie z. B. Sauerstoffmangel reagiert. Um diese Prozesse zu analysieren, wird in drei
Arbeitsschritten vorgegangen, die sich auch in den drei Teilbereichen dieser Dissertation
wiederfinden: der Methodenetablierung und -validierung sowie der Pilotstudie zur Testung
der Einsatzmoglichkeiten in der Forensik.

Zundachst steht im ersten Teil die Etablierung und Validierung addaquater Nachweismethoden
im Vordergrund. Dabei wird besonderes Augenmerk auf eine bestmogliche qualitative und
quantitative Nachweismethode fiir Mitglieder der HSPA-Familie gelegt. Im Weiteren sollen
im zweiten Teil die neu etablierten Methoden auf ihre Eignung fiir die fortfihrende Analysen

getestet werden. Dabei wird der Frage nachgegangen, inwieweit Ergebnisse, die aus
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frischem Material erhalten wurden, auch durch die Untersuchung von formalinfixierten
Geweben erzielt werden konnen oder ob die Fixierung zu verfalschten Ergebnissen fuhrt.

Im dritten Teil sollen die optimierten Methoden im Rahmen einer Pilotstudie angewandt
werden. Hierfiir werden 100 Gewebeproben (GroBhirn und Kleinhirn) aus der forensischen
Praxis analysiert Es wird Uberprift, in welcher Konzentration die beiden ausgesuchten
Proteinmarker HSPA8 (konstitutive Form) und HSPA1lA (induzierte Form) in den
Gehirnbereichen vorkommen und ob es zu einem Konzentrations-Anstieg in Zusammenhang
mit bestimmten Todesursachen wie z. B. Hyper- / Hypothermie, Hypoxie und
Herzerkrankungen kommt. Parallel dazu wird die mitochondriale Mutagenese untersucht,
wobei speziell die Induktion der 4977 bp Deletion sowie ein genereller Anstieg
mitochondrialer DNA analysiert werden. Diese unterschiedlichen Befunde werden dann in
Korrelation gesetzt. Daraus entstehen folgende Fragestellungen: Haben verschiedene
dulere Faktoren wie z.B. Hitze, Kalte und Sauerstoffmangel, die auch todesursachlich sein
konnen, einen direkten Einfluss auf die genannten Makromolekiile im Gehirngewebe? Und
konnten spezifische Verdanderungen wie die Expression von Stressproteinen oder die
Akkumulation mitochondrialer Verdanderungen als Zellmarker fir diese Stressoren
angesehen werden? Erkenntnisse hieriber waren hilfreich, da bei bestimmten
Todesursachen wie z.B. einer Hypothermie typische Befunde fehlen kénnen und eine
Aussage beziglich der Todesursache dann oft nur an Hand der Begleitumstande getroffen
werden kann. Fir diese Fille wirde die Kombinationsuntersuchung von DNA und
Stressproteinen auf zwei unterschiedlichen molekularen Ebenen eine ideale Erganzung zu
den bisherigen Methoden darstellen.

Ferner dienen die Resultate dieser Arbeit der Fortsetzung der Forschungen Uber zelluldaren
Stress, die schwerpunktmaRBig am Institut fiir Rechtsmedizin in Kiel erfolgen. Bisher wurde
die Stressantwort von verschiedensten Zellen u. a. im Blut und in unterschiedlichen
Gehirnregionen auf molekulargenetischer Ebene durch Analyse der mitochondrialen
Mutagenese untersucht. Der Nachweis spezifischer Stressproteine in dieser Arbeit dient der
Weiterfihrung und der Komplettierung der vorhandenen Ergebnisse, zumal gerade
bestimmte Stressproteine in engem Zusammenhang mit mitochondrialen Funktionen

stehen.
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2 Material

Fir diese Arbeit wurden 109 Obduktionsfdllen ausgewadhlt, bei denen im Rahmen der
Obduktion im Institut fiir Rechtsmedizin in Kiel routinemaRig Gewebe fiir weiterfiihrende
Untersuchungen entnommen und asserviert wurde. Die 109 Obduktionsfdlle stammen aus

den Jahren 2006 bis und 2011 (Tab. 12 und Tab. 33).

2.1 Auswahlkriterien fiir das Untersuchungsgut

2.1.1 Auswabhlkriterien fiir das Gewebe zur Methodenetablierung und fiir die
Formalinstudie

Bei der Auswahl der Gewebe sowohl fiir die Etablierung der Methoden, als auch fir die
Formalinstudie wurden folgende Kriterien zugrunde gelegt:

e Keine Probennahme bei Faulniserscheinungen

e Keine Probennahme bei offenen Kopfverletzungen

e Keine Probennahme bei bekannter Alkoholkrankheit

e Keine Probennahme bei bekannter Drogen-oder Medikamentenabhangigkeit

e Keine Probennahme bei bekannter schwerer Infektionskrankheit (z.B. eine HIV-

Infektion oder Hepatitis)

AuRerdem wurden keine Proben entnommen, wenn die Verstorbenen durch ein
Brandgeschehen zu Tode gekommen waren oder nach dem Tod langere Zeit im Wasser
gelegen haben.

Die Proben wurden bis zur Weiterverarbeitung bei - 80 °C asserviert.
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2.1.2 Auswabhlkriterien fiir das Untersuchungsmaterial
Bei der Auswahl wurden folgende Kriterien zugrunde gelegt:
e Die Probennahme erfolgte immer in den Bereichen GroBhirn (frontal, rechte
Hemisphare, Hohe Balken) und Kleinhirn (rechte Hemisphare mit Zahnkern)
e Keine Probennahme bei Faulniserscheinungen
e Keine Probennahme bei Verstorbenen die nach dem Tod langere Zeit im Wasser
gelegen haben
e Keine Probennahme bei bekannter schwerer Infektionskrankheit
(z.B. eine HIV-Infektion oder Hepatitis)

Die Proben wurden bis zur Weiterverarbeitung bei - 80 °C asserviert.

2.2 Gewebe fiir die Etablierung der Methoden

Zur Austestung der Extraktionsmethoden wurden insgesamt neun Proben (GroRhirn,
Kelinhirn und Thalamus) von drei Obduktionsfdllen des Instituts fiir Rechtsmedizin des

Universitatsklinikums Schleswig-Holstein, Campus Kiel eingesetzt (siehe 2.1.1).

2.3 Gewebe fiir die Formalinstudie

Als Untersuchungsgut fur die Formalinstudie diente jeweils Gro3- und Kleinhirngewebe von
sechs Verstorbenen (drei Frauen und drei Manner) aus dem Obduktionsgut des Instituts fir

Rechtsmedizin am Universitatsklinikum Schleswig-Holstein, Campus Kiel (siehe 2.1.1).

2.4 Untersuchungsmaterial

Zur Untersuchung der verschiedenen Fragestellungen wurde Gehirngewebe, jeweils
GroRhirn (frontal, rechte Hemisphare, Hohe des Balkens) und Kleinhirn (rechte Hemisphare
mit Zahnkern), aus dem Obduktionsgut des Instituts fir Rechtsmedizin des

Universitatsklinikums Schleswig-Holstein, Campus Kiel ausgewahlt (siehe 2.1.2).

29



Methoden

3 Methoden

3.1 Probenbearbeitung

Jede Gewebeprobe wurde nach dem in Abb. 6 dargestellten Schema bearbeitet. Zwischen
den einzelnen Arbeitsschritten wurden die isolierten Proteinproben bei - 20 °C und die

extrahierten DNA-Proben bei + 5 °C im Kihlschrank gelagert.

Gewebe
zuschneiden

(100 mg)
Kap.3.2.1

Extraktion der
DNA
Kap. 3.3.1

Extraktion der
Proteine
Kap. 3.2.1

Quantifizierung Quantifizierung dar Quantifizierung der

Western Blot und

der Proteine ':‘“T’-:““”“Ettdfr Immundetektion nukledren DNA mitochondrialen
; roteine mittels ; T
. mittels SDS.PAGE R mltteliselaI Time DNA und der
Biuret-Methode Kap.3.2.7und 3.2.8 quantitativer PCR dmtDNA"
Kap.3.2.3 Kap.3.2.4 pls =) Kap. 3.3.2 Kap.333 |

Abbildung 6: Flussdiagramm der Probenbearbeitung. Jede der 400 Gewebeproben wurde nach
diesem Schema bearbeitet.

3.2 Proteinanalysen

3.2.1 Extraktion aus frischem Gewebe

Die Extraktion erfolgte nach dem Protokoll von lkeda et al., 1998 und Block, 2006 mit Hilfe
des Radioimmunoprecipation-Assay-Puffers (RIPA) von Block, 2006 (modifiziert). Wahrend
der Etablierung wurden verschiedene Modifizierungen ausgetestet. Diese werden im
Folgenden vorgestellt. Da die Methode E5 das beste Ergebnis lieferte, wurde diese fiir die

Bearbeitung der Gewebeproben verwendet.
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3.2.1.1Extraktionsmethode 1 (E1)

Alle Materialien und Puffer wurden im Gefrierschrank bzw. im Kihlschrank auf max. + 4 °C
vorgekihlt.

Von den frischen Gewebeproben wurden jeweils 100 mg zugeschnitten, abgewogen und mit
1 ml RIPA-Puffer und 5,7 pl des Proteaseinhibitors Phenylmethylsulfonylfluorid (PMSF)
versetzt, anschlieRend wurde das Gewebe mit Hilfe eines StoRRels homogenisiert. Dieses
Gemisch wurde zunéachst bei 100 °C fir 20 Min. erhitzt und darauffolgend fiir zwei Stunden
bei 60 °C inkubiert. Nach Ende der Inkubation wurden die Proben bei 4 °C fur 20 Min. bei
15.000 upm zentrifugiert. Die Proteinldsung wurde bis zur Weiterverarbeitung bei - 20 °C

eingefroren.

3.2.1.2 Extraktionsmethode 2 (E2)

Abweichend zum vorherigen Protokoll wurde das Homogenisat fir finf Min. bei 100 °C

erhitzt.

3.2.1.3 Extraktionsmethode 3 (E3)

Die Extraktion erfolgte analog zu 3.2.1.1. Die Inkubationszeit bei 60 °C wurde auf eine Stunde

verklrzt.

3.2.1.4Extraktionsmethode 4 (E4)

Hier wurde das Gewebe wie unter 3.2.1.1 erldutert vorbereitet und anschlieRend bei 0 °C fiir
15 Min. auf Eis inkubiert. Es folgte eine 20—min(tige Zentrifugation bei 4 ° und 15.000 upm
(Block 2006).

3.2.1.5Extraktionsmethode 5 (E5)

Die Proteine wurden wie unter 3.2.1.1 extrahiert. Nach der Zentrifugation wurde der
Uberstand in ein neues ReaktionsgefaR Uberfiihrt, je zehn pl EDTA sowie ProteoBlock™
Protease Inhibitor Cocktail (beides Fermentas) dazu gegeben und gemischt. Die isolierten
Proteine wurden bis zur Weiterverarbeitung bei - 20 °C eingefroren.
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3.2.1.6 Extraktionsmethode 6 (E6)

Die Extraktion erfolgte wie unter 3.2.1.5 beschrieben, allerdings wurden die Proben zwei

Stunden bei 80 C (statt 60 °C) inkubiert.

3.2.2 Extraktion aus formalinfixiertem und paraffineingebetetem

Gewebe
Die Proteinextraktion aus formalinfixiertem und paraffineingebettetem Gewebe wurde
ebenfalls nach dem modifizierten Protokoll von lkeda et al., 1998 durchgefiihrt. Es wurden
zwei Moglichkeiten der Natriumdodecylsulfat- Konzentration im Extraktionspuffer (sodium

dodecyl sulfate, Abk. SDS) getestet.

3.2.2.1Extraktion mit RIPA — Puffer (1 % SDS)

Zunachst wurden die Schnitte in Xylen deparaffiniert und in einer absteigenden Ethanol-
Reihe rehydriert. AnschlieBend wurden die Schnitte in Aqua dest. gewaschen und
luftgetrocknet. Das Gewebe wurde in ein Reaktionsgefal? tGberflihrt und mit 200 pl RIPA-
Puffer (0,1 % SDS) sowie 5,7 ul (Phenylmethylsulfonylfluorid) versetzt.

Die weiteren Extraktionsschritte entsprechen der Extraktion fur Frischgewebe. Die isolierten
Proteine wurden bis zur Weiterverarbeitung bei -20 °C eingefroren.

Da das Gewebe fiir die Formalinstudie nicht in Paraffin eingebettet war, konnte auf die

Deparaffinierung und Rehydrierung des Gewebes verzichtet werden.

3.2.2.2 Extraktion mit RIPA — Puffer (2 % SDS)

Abweichend zum vorherigen Protokoll wurde ein RIPA-Puffer mit 2 % SDS verwendet.

Ansonsten erfolgte die Extraktion wie unter 3.2.2.1 beschrieben.
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3.2.3 Proteinquantifizierung

Die Gesamtproteinkonzentration der einzelnen Proben wurde mittels des kolorimetrischen
Nachweises Roti® Quant universal von Roth bestimmt. Dieser basiert auf einer Biuret-
Reaktion in Kombination mit einer hochspezifischen kolorimetrischen Enhancer-Reaktion. Im
alkalischen Reaktionsmedium des Tests werden die Cu**-lonen des Reagenzes 2 zu Cu’-lonen
reduziert. Die Farbentwicklung der kupferspezifischen Enhancer-Reaktion ist direkt
proportional zu der Konzentration des vorhandenen Proteins (Gebrauchsanweisung Roth).
Als Standardprotein diente Bovine Serum Albumin im weiteren als BSA abgekiirzt (Albumin
Fraktion V, Roth). Vom BSA wurde eine Stocklosung (2.000 pg / ul) hergestellt, aliquotiert (2
ml) und bei — 20° C eingefroren. Zur Erstellung einer Standardkurve (Abb. 7) wurde aus der
Stocklosung eine Verdiinnungsreihe (25 — 2.000 pg/ul) hergestellt. Die Standards und Proben
wurden mit RIPA-Puffer verdiinnt.

Fir die Quantifizierung wurde der Makroansatz nach Herstellerangaben durchgefihrt. Alle
Proben wurden 1:10 verdiinnt eingesetzt, um eine Messung im linearen Bereich zu
gewadhrleisten. Die Absorptionsmessung der Proben erfolgte bei einer Wellenldange von
503 nm in Doppelbestimmung. Die Messung der Standards erfolgte in einer
Dreifachbestimmung.

Die Konzentrationsberechnung erfolgte mit den Werten der Standardkurve durch das
SmartSpec™ Plus Spectrophotometer, BIORADO (in pg/ml).

Die in pug / ml ermittelten Konzentrationen wurden anschlieRend in pg/ul umgerechnet und
dienten als Berechnungsgrundlage fir die Gesamtproteinkonzentration (je 100 pg/ul), die

auf das Gel aufgetragen wurde.
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Abbildung 7: Darstellung der gemessenen Werte fiir die Standardkurve. Als Standardprotein
diente BSA (Albumin Fraktion V, Roth). Zur Erstellung der Standardkurve wurde aus der Stocklésung eine
Verdinnungsreihe (50 -2000 pg/ml) gemessen. Die Konzentration der Standards wurde mittels des
kolorimetrischen Nachweises Roti® Quant universal von Roth bestimmt. Fir jeden Standard wurden drei
Messungen durchgefihrt.

3.2.4 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)

Natriumdodecylsulfat (engl. Sodiumdodecylsulfat = SDS) ist eine Seife, die von den meisten
Proteinen zu einem SDS-Protein-Komplex gebunden wird. Die grofRe negative Ladung, die
das SDS auf die Proteine Ubertragt, Uberdeckt die natirliche Ladung des Proteins. So
behandelte Proteine weisen alle eine vergleichbare Form und ein dhnliches Ladung-Masse-
Verhaltnis auf.

Bei der diskontinuierlichen SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE) unter
denaturierenden Bedingungen modifiziert nach Laemmli (Laemmli 1970) wandert der
SDS-Protein-Komplex im elektrischen Feld zum Pluspol. Dabei werden die Proteine nach
ihrem Molekulargewicht aufgetrennt (Voet et al.,, 2010, Rehm et al., 2010). In dieser Arbeit
wurde das Mini-PROTEAN® Tetra Cell System von BIO-RAD fir Gele mit einer Dicke von 1
mm verwendet.

Die Polyacrylamid-Konzentration des Sammelgels betrug 4 % und die des Trenngels 10 %
(Tab. 8). Die verschiedenen Gelkomponenten wurden bis zur Zugabe von 10 % SDS, wie
unter 8.4.2.4 beschrieben zusammengemischt. Die Zugabe von Tetramethylethylendiamin
(Abk.: TEMED) und Ammoniumpersulfat (Abk.: APS) erfolgte erst kurz vor dem GieRen des

Gels, da diese beiden Komponenten die Polymerisation des Gels auslésen. Zum GieRRen der
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Gele wurden zwei Glasplatten, eine davon mit dem 1 mm Spacer, in die GieRhalterung des
GieRstinders eingespannt. Zum Uberpriifen, ob das System dicht ist, wurde etwas A. dest. in
den Zwischenraum der beiden Glasplatten pipettiert. Nachdem das Wasser wieder entfernt
wurde, konnte das flussige Trenngel mit einer Pasteurpipette Iuftblasenfrei in den
Zwischenraum pipettiert werden. Um eine glatte Oberkante zu erzeugen, wurde
anschliefend auf das noch fliissige Trenngel A. dest. pipettiert. Nach ca. 30 Min. konnte auf
das feste Trenngel das Sammelgel gegossen werden. Der Kamm fiir zehn Taschen wurde
vorsichtig zwischen die beiden Glasplatten gesteckt, solange das Sammelgel noch flissig
war. Die Proben wurden vor dem Auftragen auf das Gel noch 1:4 mit dem
Denaturierungsmix gemischt und vier Min. bei 94 °C aufgekocht. Danach wurde in die erste
Tasche ein GroBenmarker (Precision Plus Protein Dual Xtra Standards, BIO-RAD) pipettiert
und die Proben in die Ubrigen Taschen. Anschlieffend wurde die Kammer mit Laufpuffer
geflllt und der Deckel mit den Kontakten der Farbcodierung entsprechend justiert.

Die elektrophoretische Auftrennung fir zwei Gele erfolgte bei 120 V und 110 mA fir 90 Min.
(Abb. 8). Danach wurden die Proteine mittels Coomassie-Farbung oder Silberfarbung
detektiert oder auf eine Polyvinylidenmembran Ubertragen und mit spezifischem

Antikorpernachweis detektiert.

Einbringen des Probenmaterials

= negative Elektrode
Spacer g

Sammelgel (4%ig)

L

groke Proteine —
oberer Puffertank

positive Elektrode @®— || T Trenngel (10%ig)

- kleine Proteine

unterer Puffertank

Abbildung 8: Schematische Darstellung einer Gelkammer fiir die SDS-PAGE (eigene
Darstellung). Das zwischen zwei Glasplatten befindliche Gel wird auf die eine Seite des Elektrodenelementes
gespannt. Durch Einspannen eines zweiten Gels oder des Pufferdamms auf der gegeniiberliegenden Seite wird
der obere Puffertank geschlossen und mit SDS-Laufpuffer befiillt. Das Elektrodenelement wird in die
Gelkammer (unterer Puffertank) gesetzt und bis zu der vom Hersteller angegebenen Markierung mit SDS-
Laufpuffer gefiillt. Der Deckel mit den integrierten Kontakten wird den Farbmarkierungen entsprechend auf die
Elektroden gesetzt.
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3.2.5 Coomassie-Farbung
Waéhrend der Etablierung wurden verschiedene Farbemethoden ausgetestet. Die unter

3.2.5.3 beschriebene Methode lieferte die besten Ergebnisse.

3.2.5.1Farbevorschrift Roti® Blue (Roth)

Nach der elektrophoretischen Auftrennung erfolgte die Anfarbung des Gels nach der
Farbevorschrift von Roti® Blue (Rezepte der Losungen siehe 8.4.3.1). Nach der
Elektrophorese wurde das Gel fir 60 Minunten in der Fixierlosung (Wasser, ortho-
Phosphorsdure, Methanol) inkubiert. AnschlieBend wurde das Gel fur drei Std. in einer
Losung aus Wasser, Methanol und Roti® Blue gefarbt. Danach wurde das Gel 5 Min. in der
Waschlosung gewaschen. In der Stabilisierungslosung, die auf das Waschen folgt, kann das
Gel Uber einen langeren Zeitraum aufbewahrt werden. Die Inkubation muss allerdings in
einem dichtverschlossenen Behalter erfolgen, da bei Wasserverlust das Gel schrumpft. Nach
der Stabilisierung der Farbung wurde das Gel in der Trocknerldsung inkubiert. Die Losung
musste nach 15 Min. ausgewechselt werden. Im Anschluss wurde das Gel in eine feste Folie

eingeschweilit.

3.2.5.2Farbevorschrift Roti® Blue (Roth), modifiziert

Die Anfarbung erfolgte wie unter 3.2.5.1.beschrieben, allerdings wurde in allen Lésungen

das Methanol durch 2-Isopropanol ersetzt (Rezepte der Losungen siehe 8.4.3.2).

3.2.5.3 Farbevorschrift aus dem Laborjournal 2003, modifiziert

Das Gel wurde nach der SDS-PAGE fir 20 Min. oder langer direkt in der Farbelosung
inkubiert. Das Entfarben (Wasser, Isopropanol, Essigsdure) erfolgte nach Sichtkontrolle.
AnschlieBend wurde das Gel tGber Nacht in Wasser gelagert, damit die Banden am nachsten
Tag klarer definiert sind (Rezepte der Losungen siehe 8.4.3.3). Abschlieend wurde das Gel

in eine feste Folie eingeschweift.
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3.2.5.4Farbevorschrift der Firma Serva

Nach der elektrophoretischen Auftrennung wurde das Gel zunéachst fir 30 Min. in der
Fixierlosung (Wasser, Essigsdure und Ethanol) fixiert. Direkt vor Gebrauch wurden jeweils
50 ml der Stocklosungen | und Il gemischt und das Gel darin fiir 20 Min. angefarbt. Fir eine
erste schnelle Entfarbung wurde das Gel fiir 30 Sek. in Entfarber | (entspricht der
Fixierlosung) gegeben. Im Entférber Il verblieb das Gel solange, bis die Banden klar definiert
waren. Das entfarbte Gel wurde zweimal fir flinf Min. in Wasser gewaschen (Rezepte der

Losungen siehe 8.4.3.4). Im Anschluss wurde das Gel in eine feste Folie eingeschweil3t.

3.2.6 Silberfarbung

Die Silberfarbung ist die sensitivste (< 1 ng Protein pro spot), nicht-radioaktive
Farbemethode fiir Proteine. Silber-lonen binden an Proteine. Durch die funktionellen
Gruppen und die Peptidbindungen werden die Silber-lonen zu metallischem Silber reduziert.
Dabei werden sogenannte Kristallisationskeime gebildet. Wahrend der Entwicklung findet
die Reduktion von Silber-lonen zu metallischem Silber bevorzugt an diesen
Kristallisationskeimen statt. Deshalb werden Proteinspots schneller durch das Silber gefarbt
(braun bis schwarz) als der Hintergrund.

Nach erfolgter elektophoretischer Auftrennung wurden die Proteine durch eine 90-miniitige
Fixierung (Ethanol, Wasser, Essigsdure, Formaldehyd) immobilisiert und storende
Begleitsubstanzen entfernt. AnschlieBend wurde das Gel dreimal fiir 10 Min. in 50 %igem
Ethanol gewaschen. Zur Sensibilisierung wurde das Gel 1 Min. in einer 0,02 %igen
Natriumthiosulfat — Lésung inkubiert. Diese dient dazu, die anschlieende Silberfarbung zu
verstarken. Danach wurde dreimal fiir jeweils 20 Sek. Mit Wasser gewaschen.

Die Anfarbung mit Silber erfolgte fur 20 Min. in einer Losung aus 0,2 %igem Silber,
Formaldehyd und Wasser. AnschlieRend wurde das Gel zweimal jeweils 1 Min. in Wasser
gewaschen.

Die Farbentwicklung erfolgte in der entsprechenden Entwicklerlésung (Natriumcarbonat,
Formalin und Natriumthiosulfat) unter Sichtkontrolle, d.h. sobald der Marker die erste
leichte braune Farbung zeigte, wurde das Gel aus der Entwicklerlésung genommen und

zweimal fir jeweils 30 Sek. In Wasser gewaschen. Zum Stoppen der Farbreaktion und zur
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Konservierung wurde das Gel fiir 10 Min. in 1 %iger Glycinldsung inkubiert (Blum et al., 1987,

Lerch 2001).

3.2.7 Western Blot und spezifischer Nachweis von Proteinen

3.2.7.1 Western Blot

Zur spezifischen Detektion von HSPA1A und HSPA8 wurden die im SDS-PAGE aufgetrennten
Proteine durch ein Semi-Dry-Blot Verfahren (Abb. 9) auf eine ROTI®-PVDF-Membran
(Polyvinylidenmembran, ROTH) lbertragen. Dazu wurde die PVDF-Membran auf die GroRRe
8,5 x 5 cm zugeschnitten. Die Filterpapierstiicke hatten die Masse 9,5 x 6 cm. Das aus der
Gelkammer entfernte Gel wurde bis zum Zusammenbau des Blots im Kathodenpuffer
gelagert. Nach Aktivierung der Membran in 100 %igem Methanol (15 Min.) wurde der Blot
wie folgt aufgebaut (siehe Abb.8):

e 6 x Filterpapier getrankt in Anodenpuffer | (siehe 8.4.5.1)

e 3 x Filterpapier getrankt in Anodenpuffer Il (siehe 8.4.5.2)

e Die aktivierte ROTI®-PVDF-Membran

e Das in Kathodenpuffer inkubierte Gel

e 6 x Filterpapier getrankt in Kathodenpuffer (siehe 8.4.5.3)
Der so aufgebaute Blot wurde auf der Anodenplatte des Blot-Gerates (EBU — 4000; C.B.S.
Scientific CO) platziert und mit der Kathodenplatte abgedeckt. Der Geratedeckel wurde mit
Hilfe von zwei Schrauben fixiert. Die Ubertragung fiir zwei Gele erfolgte bei 25 V und 100 mA

fur 90 Min.
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Abbildung 9: Aufbau eines Western Blots. Der Blot besteht aus sechs Lagen Filterpapier getrankt in
Anodenpuffer | und drei Lagen Filterpapier die in Anodenpuffer Il inkubiert wurden. Darauf werden die
Membran (aktiviert in 100 % Methanol) und das Gel (in Kathodenpuffer inkubiert) gelegt. Auf das Gel folgt eine
Lage aus sechs Filterpapieren, die in Kathodenpuffer getrankt wurden. Der so aufgebaute Blot wird auf die
Anodenplatte des Gerdtes gelegt. Die Kathodenplatte wird oben auf den Blot gelegt und mit Hilfe des
Geratedeckels und Schrauben fixiert.

3.2.7.2 Antikorper

Antikorper sind Proteine, die zur Gruppe der Immunglobuline (Ig) gehdren. Alle
Immunglobuline bestehen aus vier Untereinheiten, zwei identischen leichten Ketten (L) von
ca. 23 kDa und zwei identischen schweren Ketten (H) von 53 - 75 kDa. Diese assoziieren Uiber
Disulfidbindungen und nicht kovalenten Wechselwirkungen zu einem Y-formigen Molekiil,
dessen Arme durch flexible Gelenkregionen miteinander verbunden sind (Abb. 10). Die
Immunglobuline werden nach der Struktur der konstanten Regionen ihrer schweren Ketten
in die fiinf Klassen 1gG, IgA, 1gM, IgD und IgE unterteilt (Voet et al., 2010):

IgG kann durch das Enzym Papain proteolytisch in zwei identischen Fab-Fragmente (ab =
Antigen-bindend) und ein Fc-Fragment (c = kristallisiert) gespalten werden.

Die Fab-Fragmente bilden die ,,Arme“ des Antikoérpers und bestehen aus einer kompletten
L-Kette und der N—terminalen Halfte einer H-Kette und enthalten die IgG
Antigen—-Bindungsstelle. Das Fc-Fragment besteht aus den C-terminalen Halften der beiden
H-Ketten. Die leichten Ketten verschiedener IgG-Antikdrper unterscheiden sich
hauptsachlich in den N-terminalen Halften. Diese werden daher in eine variable Region (V)
bestehend aus 1-108 AS und eine konstante Region (C.) aus 109-214 AS unterteilt. Die

schweren Ketten bestehend aus 446 Aminosduren weisen ebenfalls eine variable (Vy) und
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eine konstante Region (Cy) auf. Die Cy-Region ist aus drei Segmenten von je 110 AS,
aufgebaut (C4l1, C42, C43) und sind zueinander und zu C, homolog (Abb. 9).

Alle homologen Einheiten der Immunglobuline zeigen dieselbe charakteristische Faltung aus
drei- und vierstrangigen, antiparallelefd -Faltbldttern. Diese sind (iber Disulfidbriicken
miteinander verbunden.

Die Fahigkeit der Antikorper sich auf die vielfdltigsten Antigene einzustellen, liegt in den drei
Schleifen der variablen Domane. Die meisten Unterschiede in den Aminosaduresequenzen
zwischen den Immunglobulinen konzentrieren sich auf diese drei Segmente, die als
hypervariable Sequenzen bezeichnet werden. Entsprechend der Position der hypervariablen
Sequenzen befindet sich die Antigen-Bindungsstelle an der Spitze jedes Fab—Fragments in
einer Spalte zwischen ihren V,— und Vy—Domaénen.

Fir die Bindung zwischen Antikérper und Antigen sind van-der-Waals—Krafte,
Wasserstoffbriickenbindungen sowie hydrophobe und ionische Wechselwirkungen
verantwortlich. Die Spezifitat und Starke eines Antigen-Antikorper—Komplexes ergeben sich
aus der einzigartigen strukturellen Komplementaritat zwischen Antigen und Antikérper.

Die meisten Antikorper sind divalent, d.h. sie kdnnen gleichzeitig zwei identische Antigene
binden. IgM und IgA sind multivalent.

Antikorper kénnen in zwei Formen vorkommen. Als monoklonale Antikorper, die sich gegen
ein einziges Epitop richten und von einer auf eine einzige B—Lymphozyte zuriickgehende
Zelllinie stammen. Polyklonale Antikérper binden dagegen an verschiedene Epitope eines
Antigens und stammen von verschiedenen B-Lymphozyten (Voet et al., 2010, Roitt 1993).
Beide Antikorper-Formen finden Anwendung in verschiedensten immunchemischen

Methoden wie z.B. Immunhistochemie oder der Immundetektion beim Western Blot.
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Abbildung 10: Schematische Darstellung eines menschlichen Immunglobulins der Klasse G.
Der Antikorper besteht aus vier Untereinheiten: zwei identischen leichten Ketten (L) und zwei identischen
schweren Ketten (H). Jede leichte Kette enthalt eine variable (VL) und eine konstante (CL) Region. Jede schwere
Kette enthalt eine variable (VH) und drei konstanten (CH1, CH2, CH3) Regionen. Die hypervariablen Sequenzen
kennzeichnen die Position der Antigen — Bindungsstelle. Diese befindet sich an der Spitze jedes Fab —
Fragments in einer Spalte zwischen ihren VL —und VH — Doménen (aus Voet, et al., 2010).
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3.2.7.3Immundetektion

Die Immundetektion der auf der Membran fixierten Proteine erfolgt in einem drei Stufen
Nachweisverfahren (Abb. 11). Der Vorteil gegenlber der direkten Methode liegt in der
grofReren Sensitivitdt, da der Priméarantikérper nicht durch Markierung geschwécht wird und
es zudem zu einer Verstarkung des Signals kommt.

Nach dem Transfer der Proteine vom SDS-Gel auf die PVDF-Membran wurde diese zunachst
in 1 x TTBS gewaschen und anschlieBend fiir eine Stunde in Blockierldsung (4 % Milchpulver
in 1 x TTBS gel6st) inkubiert. Die Blockierung dient der Absattigung freier Bindungsstelle auf
den jeweiligen Oberflachen. Diese Absattigung wird erreicht, indem alle freien Oberflachen
mit einer moglichst lickenlosen Schicht von Molekiilen belegt werden.

Nach der Blockierung erfolgte die Behandlung mit dem Primarantikorper
(anti HSPA1A/HSPA8, Kombinationsantikorper). Dieser wurde 1:1500 mit Blockierldsung
verdiinnt. Die Inkubation erfolgte in einem geschlossenen Plastikbehédlter bei
Raumtemperatur, (iber Nacht und unter sanftem Schitteln.

Am nachsten Tag wurde die Membran mehrmals mit 1 x TTBS gewaschen, um schwacher
haftende, unspezifisch gebundene Primadrantikorper, zu entfernen, bevor die Membran mit
dem Sekundarantikérper (anti Maus, 1:7500 verdinnt mit 1 x TTBS) inkubiert wurde. Dieser
Antikorper richtete sich spezifisch gegen den Primarantikdrper und war mit dem Enzym
alkalische Phosphatase gekoppelt. Es folgten weitere Waschschritte, die wieder dazu dienten
unspezifisch oder nicht gebundene Antikorper zu entfernen. Die Detektion der
Proteinbanden erfolgte durch Inkubation mit einem Substrat (Western Blue®, PromegaTM),
das durch die alkalische Phosphatase unter Farbentwicklung umgesetzt wird. Im positiven

Fall waren die Banden violett gefarbt.
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Abbildung 11: Immundetektion der membrangebundenen Proteine. Der Primdr — Antikorper
bindet an das membrangebundene Protein. In dieser Arbeit wurde ein Kombinationsantikérper verwendet, der
an HSPA1A und HSPA8 bindet. An diesen bindet der mit dem Enzym alkalische Phosphatase gekoppelten
Sekundar — Antikorper (anti — Maus). Durch Zugabe eines Substartes, das durch die alkalische Phosphatase
enzymatisch zu einer violetten Farbe umgesetzt wird, werden die Proteine nachgewiesen.

3.2.7.4 Amidoschwarzfiarbung zur Uberpriifung des Bloterfolgs

Die Farbung der Membran mit Amidoschwarz (Abb. 12) war nicht reversibel und
unspezifisch, d.h. es wurden alle aufgetrennten und libertragenen Proteine angefarbt. War
die Membran vor der Farbung bereits trocken, so musste sie fir einige Min. in 100 %
Methanol wieder aktiviert werden, da sonst keine Anfarbung der Proteinbanden erfolgte.

Zunachst wurde die Membran fiir 10 Min. in der Farbelosung (0,1 % Amidoschwarz,
25 % Isopropanol, 10 % Essigsdaure und mit Wasser auf 100 ml aufgefillt) inkubiert.
AnschlieBend wurde die Membran im Entfarber (25 % Isopropanol , 10 % Essigsaure und mit
Wasser auf 100 ml aufgefiillt) fir 5-10 Min. inkubiert, bis die Proteinbanden deutlich
sichtbar und die Hintergrundfiarbung minimiert sind. Gegebenenfalls der Entfarber
zwischendurch zu wechseln. AbschlieRend wurde die Membran auf einer saugfahigen,

glatten Unterlage getrocknet (Roth 2009).
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Abbildung 12: Membran nach der Farbung mit Amidoschwarz. Es handelt sich um eine irreversible
Farbung, die zur Transferkontrolle nach erfolgtem Western Blot durchgefiihrt wird. In der ersten Bahn ist der
GroRenmarker zu sehen. In den weiteren Bahnen wurden verschiedene Konzentrationen an Gesamtprotein
aufgetragen. Es zeigt sich das 40 ug / ul Gesamtprotein noch sehr gut mit dieser Farbung zu detektieren ist.

3.2.7.5Quantitative Auswertung der Signale mittels Membralyzer Software (Version 2.5.1)

Zur Quantifizierung der spezifischen HSP70-Superfamilie-Proteine werden die Membranen
aus dem Western Blot eingescannt und mit der Membralyzer Software zunachst normalisiert
und invertiert. AnschlieBend werden die spezifischen Banden markiert und mit der
Membralyzer Software (Version 2.5.1) quantifiziert (Abb. 13). Diese Software wurde im
Rahmen einer Diplomarbeit im Institut fir Rechtsmedizin am UKSH in Kiel entwickelt

(Modrow 2011).
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Abbildung 13: Quantifizierung der Signale auf der Membran mit Hilfe der Membralyzer
Software2.5.1. Dargestellt ist ein Screenshot dieser Software mit Proben aus dem Untersuchungsgut.
Nachdem die Membranen normalisiert und invertiert wurden, wurden die Banden markiert und automatisch
analysiert. Die ermittelten Werte werden oben rechts in dem Fenster angezeigt.

3.2.8 Immunhistochemischer (IHC) Nachweis von Proteinen

Der immunhistochemische Nachweis der Proteine erfolgte nach der Avidin-Biotin-Komplex
Methode (ABC—Methode). Diese macht sich die Affinitdt von Avidin zu Biotin zu Nutze.
Avidin ist ein Glykoprotein mit vier Bindungsstellen fiir Biotin, welches ein wasserldsliches
Vitamin ist. Da es bei der Verwendung von Avidin haufiger zu unspezifischen Reaktionen
kommen kann, wurde in dieser Arbeit Streptavidin, aus dem Bakterium Streptomyces
avidinii, verwendet. Fir die ABC—Methode wurde ein Briickenantikérper benutzt, der mit
Biotin markiert ist (biotinyliert). Abbildung 14 zeigt eine schematische Darstellung der

ABC—Methode (Lang 2006).

3.2.8.1Einbetten der Proben in Paraffin

Die zugeschnittenen Gewebestiicke wurden in je eine beschriftete Plastikkassetten gelegt
und in einem Behdlter mit Wasser inkubiert. Die Dehydrierung wurde in dem Shandon,

Hypercenter XP (Thermo Scientific) iber Nacht durchgefihrt (Programm siehe Anhang
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8.5.1). Sie dient der Aushartung des Gewebes und fihrt zu einer besseren Schnittqualitat
(Stein et al., 1998). Nach der Dehydrierung wurden die Kassetten bis zur Einbettung in einem
Warmeschrank (37 °C) gelagert, damit die Gewebe die Temperatur des letzten Paraffinbades
bis zum Einlegen in den Winkelrahmen beibehalten. Danach wurden die Gewebe manuell in
Paraffin eingebettet. Dazu wurden auf einer Kiihlplatte aus den Winkelrahmen Rechtecke
geformt. Die Kiihlplatte beschleunigt durch Kihlung die Aushartungsphase und erleichtert so
das Schneiden. In die Winkelrahmen wurde flissiges Paraffin gegossen und das
Gewebestlick aus dem Wdrmeschrank mit der zu untersuchenden Seite nach unten darauf
gelegt. Dazu wurde eine Pinzette benutzt, die vor dem Aufnehmen des Gewebestlicks kurz in
der Flamme eines Bunsenbrenners erhitzt wurden, damit das Stlck sich leicht 16st und gut
platzieren lasst. AnschlieRend wurde mit Paraffin bis kurz unter den Rand aufgefillt. Sobald
das Paraffin oben eine diinne, feste Schicht gebildet hatte, wurde ein Zettel, welcher zuvor
in flissiges Paraffin getaucht wurde, mit der Probennummer eingelegt und in der Folge
durch die Flamme des Bunsenbrenners gezogen. Nachdem die Paraffinblocke ausgehartet
waren, wurden die Metallwinkel entfernt und die Blocke bis zur weiteren Verwendung in

Transporttaschen bei Raumtemperatur gelagert.

3.2.8.2 Zuschnitt der Proben

Die Gewebeblocke wurden ca. 30 Min. vor dem Zuschnitt in den Kiihlschrank gelegt, da sich
kalte Blocke besser schneiden lassen und dadurch weniger zerreilen. Fir den Zuschnitt
wurde ein Schlittenmikrotom der Firma Jung verwendet. Nach dem Anschnitt der Blocke
wurden jeweils 6 4 um dicke Schnitte angefertigt. Diese wurden zundchst auf eine Glasplatte
mit kaltem A.dest. gelegt. AnschlieRend wurden die Schnitte zur Glattung in ein 37 °C
warmes Wasserbad Uberfihrt. Jeder Schnitt wurde danach auf einen SuperFrost® Plus
Objekttrager (Thermo Scientific) aufgezogen und in einem Stdander lber Nacht in einem
Warmeschrank bei 37 °C (MEMMERT) getrocknet. AnschlieRend wurden die Objekttrager bis
zur immunhistochemischen Untersuchung in Objekttragerkdsten bei Raumtemperatur

gelagert.
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3.2.8.3 Hamatoxylin — Eosin - Fiarbung (HE — Farbung)

Jeweils ein Schnitt pro Block wurde mit der HE-Farbung angefarbt. Die HE—Farbung diente
als Orientierungshilfe und zur Differenzierung der Gewebeschichten, da es durch die
Farbung moglich ist, im Vorfeld eine Beurteilung der Schnittqualitat vorzunehmen. Mit der
HE-Farbung ist eine Unterscheidung der feingeweblichen Strukturen des Gewebeschnittes
moglich. Die Farbung der Schnitte wurde im Routinebetrieb des Histologie-Labors der

Rechtsmedizin-Kiel durchgefihrt.

3.2.8.4Immunhistochemie

Fir den Nachweis der Stressproteine HSPA1A und HSPA8 im Gewebeschnitt wurde ein
Antikorper (Anti-Hsp70/Hsc70, clone N27F3-4, Stressmarqg) verwendet, der spezifisch an
beide Proteine bindet. Als biologische Positivkontrollen wurden Schnitte aus der Haut der
Halsregion verwendet. Hier ist bekannt, dass sich aufgrund von UV-Licht und anderen
Stressfaktoren vermehrt HSPA1A und HSPAS8 in den Zellen bilden und somit im IHC positiv
reagieren (Calabrese et al., 2001, Kwon et al.,, 2002, Morris 2002). Als biologische
Negativkontrollen wurden Schnitte von Leberpraparaten (Personen mit Schuss- oder
Stichverletzungen, keine Stresseinwirkung) benutzt. Zusatzlich wurde eine methodische
Negativkontrolle mitgefiihrt, um unspezifische Bindungen des Sekundéarantikorpers
auszuschlief3en. Bei dieser Probe wurde der Primarantikdrper durch TBS-Puffer ersetzt.

Es wurde das Immunhistochemistry—Kit der Firma Biochain verwendet. Die Durchfiihrung
erfolgte nach Herstellerangaben mit einigen Modifizierungen nach Schiitt (Schiitt 2008).
Zunachst wurden die 4 um dicken Schnitte zur Entparaffinierung zweimal fir je 15 Min. mit
Roticlear® (ROTH) behandelt. Zur Rehydrierung wurden die Schnitte in eine absteigende
Alkoholreihe (10 Min. 100 %, je fiinf Min. 100 %, 95 %, 70 % und A.dest) gestellt. Da es durch
die Fixierung mit Formalin zu starken Vernetzungen im Gewebe gekommen ist, kann der
Primarantikoper gar nicht oder nur schwer an das entsprechende Epitop binden (Werner et
al., 2000, Lang 2006). Die Antigen-Demaskierung ermoglicht es, die Bindestellen fir den
Primarantikérper wieder zugadnglich zu machen. Fir die Demaskierung wurden die Schnitte
zunachst fiir 1 Min. bei hochster und dann fiir weitere 8 Min. bei niedrigster Stufe der
Mikrowelle in Citratpuffer (pH 6,0) inkubiert.

Danach wurden die auf Raumtemperatur abgekiihlten Praparate fir 30 Min. in 3 %iges

Wasserstoffperoxid gestellt. Dies diente der Deaktivierung der gewebeeigenen Peroxidase
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und der Vermeidung falschpositiver Ergebnisse. AnschlieRend wurden die Schnitte in A.dest.
und TBS fiir je 3 Min. gewaschen. Alle folgenden Inkubationsschritte erfolgten bei
Raumtemperatur in einer feuchten Kammer. Im Anschluss wurde die Uberschissige
FlUssigkeit mit Zellstoff vom den Objekttrdgern entfernt und 1 %iges Normalserum fiir
30 Min. auf die Gewebeschnitte gegeben, um die Hintergrundfarbung gering zu halten und
unspezifische Bindungen zu verhindern. Nach Ende der Inkubationszeit wurde das Serum
abpipettiert und der Primarantikérper (1:200 mit TBS-Puffer verdiinnt) auf die Schnitte
gegeben und Uiber Nacht inkubiert.

Am folgenden Tag wurde der Primarantikdrper entfernt und die Praparate drei Mal fir je
5 Min. in TBS-Puffer gewaschen. AnschlieBend erfolgte die Inkubation mit dem biotinylierten
Sekundarantikorper (1:10 verdiinnt) fir 30 Min. Nach erneutem Waschen mit TBS —Puffer (je
drei Mal) wurden die Proben mit der kurz vorher angesetzten Detektionslésung fir 30 Min.
inkubiert. In diesem Schritt setzen sich die gebildeten Streptavidin—Biotin—-Komplexe an den
Sekundarantikorper. Dies fihrte im Weiteren zu einer Signalverstarkung. Nach Entfernung
der Detektionlosung wurden die Schnitte mit der frisch angesetzten Entwicklerlosung
bedeckt. Die Inkubationszeit kann zwischen finf bis 30 Min. dauern. Die Farbreaktion war
unter dem Mikroskop zu beobachten und konnte durch Eintauchen des Schnittes in A.dest.
gestoppt werden. Im positiven Fall wird das Chromogen Diamonobezidin (DAB) durch die
Reaktion mit der Peroxidase zu einem braunen Farbprodukt. Anschlieffend wurde eine Kern-
Gegenfarbung mit Hamalaun durchgefiihrt (siehe Punkt 8.4.8.3). Dazu wurden die Schnitte
7 Min. in Mayer’s Hamalaun inkubiert und fir 10 Min. unter flieRendem Wasser geblaut.
Hinterher wurden die Praparate mit einer aufsteigenden Alkoholreihe (je 3 Min. in 70 %,
95 %, 100 %) dehydriert und zweimal fiir je 10 Min. in RotiClear® (ROTH) inkubiert. Zuletzt

wurden die Préparate mit einem Einbettmedium (VitroClud, Langenbrinck) eingedeckt.
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' ' ~ Chromogen:
\ ’ . (Diamonobezidin = DAB)

9 ~__ Strepavidin-Biotin-
.i Komplex

Sekundarantikorper

Primdrantikorper
(Anti-HSPA1A oder Anti-HSPAS)

Antigen
(HSPA1A oder HSPAS8)

Objekttrager

Abbildung 14: Schema der ABC — Methode (eigene Darstellung). Der Primarantikérper bindet an
das Antigen (HSPA1A und HSPAS8) im Gewebeschnitt. In der Avidin-Biotin-Komplex (ABC)-Methode ist der
Sekundarantikérper mit Biotin konjugiert und fungiert als Bindeglied zwischen gewebegebundenem priméren
Antikorper und dem Avidin-Biotin-Peroxidase-Komplex.

3.3 DNA - Analysen

3.3.1 DNA Extraktion

Fiir die DNA-Extraktion wurde das Invisorb SpinTissue Kit® der Firma Invitek verwendet.
Zunachst wurden mit einem Skalpell von jedem Gewebe 100 mg (abweichend vom Manual)
von den angetauten Proben abgeschnitten und in ein 1,5 ml Reaktionsgefall (Sarstedt)
Uberfiihrt. Danach erfolgte die Zugabe von 400 pul Lysispuffer G sowie 40 ul Proteinase K zu
jeder Probe und die Inkubation tiber Nacht bei 52 °C im Thermoschiittler.

Am ndchsten Tag wurden die Proben bei 15.000 upm und 4 °C fir 20 Min. zentrifugiert
(abweichend vom Manual). Diese Veranderung musste aufgrund der Beschaffenheit vom

Gehirngewebe vorgenommen werden, da sich nach zwei Min. noch keine ausgepragte
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Phasen gebildet hatten und die Flissigkeit nur schwer abzupipettieren war. Danach wurden
die Uberstinde in ein neues 1,5 ml ReaktionsgefiR (Sarstedt) Uberfiihrt und mit 200 pl
Bindingbuffer T versetzt. Die Gemische wurden gevortext und auf bereits vorbereitete
Membraneinsatze in 2 ml Eppendorf-ReaktionsgefdRe Uberfiihrt. AnschlieBend wurde fiir
1 Min. bei Raumtemperatur inkubiert.

Nach einer Zentrifugation bei 12.000 upm fiir 2 Min. wurden die Filtrate verworfen und die
Membraneinsdtze mit 550 pl Waschpuffer versehen. Es folgte eine Zentrifugation fir 1 Min.
bei 12.000 upm. Dieser Vorgang wurde noch einmal wiederholt und die Proben wurden
abschlieRend fir 2 Min. mit 13.000 upm zentrifugiert.

AnschlieBRend wurden die Membraneinsatze in neue 1,5 ml Eppendorf Reaktionsgefille
gesetzt und mit 60 pl vorgewarmtem Elutionspuffer (52 °C) versehen. Nach einer
Inkubationszeit von 3 Min. bei Raumtemperatur wurden die Proben fir 2 Min. bei 10.000
upm zentrifugiert. Dieser Schritt wurde zwei Mal durchgefihrt. Das Eluat enthielt die
extrahierte DNA. Diese Proben wurden bis zur Weiterverarbeitung bei 5 °C im Kihlschrank

gelagert.

3.3.2 Realtime (Echtzeit) quantitative PCR (RTq — PCR)

Die Realtime (Echtzeit) quantitative PCR ermdglicht eine akkurate Bestimmung der DNA-
Menge und Qualitdt einer Probe (Butler 2011). Der PCR — Reaktion wird dabei ein
fluoreszenzmarkiertes Oligonukleotid hinzugefligt, das zwischen dem Vorwaérts - Primer und
Rickwarts-Primer hybridisiert. Am 3‘Ende verfligt dieses Oligonukleotid Uber ein
Didesoxynukleotid oder eine Phosphatgruppe und kann dadurch nicht als Startpunkt
fungieren. Trifft die Tag-Polymerase wahrend der Neustrangsynthese auf das fluoreszenz-
markierte Oligonukleotid, wird es abgebaut und der Farbstoff freigesetzt.

Die Analyse—-Methode, die zu Anwendung kam, wird als TagMan — Prinzip (Abb. 15)
bezeichnet (Livak et al., 1995). Dabei besitzt das dritte Oligonukleotid zwei Fluorochrome,
die als Reporter (reporter) und Loscher (quencher) bezeichnet werden. Solange das
Oligonukleotid intakt ist, kann es nicht detektiert werden, da der Quencher dies verhindert.
Wird jedoch der Reporter von der Polymerase freigesetzt, ist eine Detektion Uber den

Fluoreszenzdetektor des RT-gPCR Gerdts moglich. Je mehr DNA synthetisiert wird, desto

50



Methoden

mehr Reportermolekiile werden freigesetzt und entsprechend steigt die Signalstarke in der

Wellenldnge des Reporter-Farbstoffes an (Holland et al., 1991, Miilhardt 2009).

Detektor
Polymerase
-3
SSTTTITIT g
a.

3 el el L L L L L LLLLLLL

> Detektor
Polymerase
: S=TTTTTTT h-n-r? 3

3 el L LLLLLLLLL 5

Abbildung 15: Schematische Darstellung der RTg-PCR (Darstellung Modrow,2011). 1.) Die
Primer und die farbmarkierte Sonde lagern sich an ihre spezifische Sequenz an und die Polymerase verlangert
den Strang in 5° — 3‘- Richtung Reporter und Quencher neutralisieren sich. Der Detektor kann nichts
detektieren. 2.) Die Taq - Polymerase spaltet durch ihre 5 — 3‘ - Exonukleaseaktivitat die Sonde, der Reporter
wird getrennt und nicht langer vom Quencher neutralisiert. Der Detektor ermittelt eine Verdnderung der
Fluoreszenz Die Sonde I6st sich vom DNA — Strang und die Elongation lduft weiter (Livak et al., 1995).

Die Analyse aller Proben erfolgte in Dreifachbestimmung, die der Standards in
Doppelbestimmung. Bei jeder PCR (RTg — PCR nDNA und mtDNA) wurden Negativkontrollen
mitgefiihrt, um Kontaminationen ausschlieBen zu kdnnen. Zur Kontaminations-Vermeidung
wurden nur DNA—freie Materialien verwendet, Einmal-Schutzkleidung (Handschuhe, Kittel)
getragen und unter einer DNA — Arbeitsstation gearbeitet. Diese wurde vor jeder Benutzung

mit Bleiche gereinigt.

3.3.2.1 Quantifizierung der nukledren DNA (nDNA)

Fiir die absolute Quantifizierung der nuklearen DNA wurde eine, im Institut fir

Rechtsmedizin am UKSH in Kiel, selbst entwickelte PCR verwendet (von Wurmb-Schwark et
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al., 2008). In dieser PCR wurde ein 98 bp grolRes Fragment aus dem Telomerase-Gen
amplifiziert. Dies wurde mit einer NED-markierten Sonde detektiert. Bei jeder Analyse
wurden Standards (0,02 ng, 0,2 ng, 2 ng, 20 ng und 200 ng) unter denselben Bedingungen
mitanalysiert. Aus der so erstellten Standardkurve liel sich Gber den C;-Wert (cycle
threshold) die in der Probe enthaltenen Ausgangs-DNA-Konzentartion ermitteln. Dabei
markiert der Cr-Wert die Zykluszahl bei der sich das Fluoreszenzsignal gerade deutlich vom
Hintergrund abhebt. Zu diesem Zeitpunkt erfolgt die Vermehrung noch im exponentiellen
Bereich. Uber die Standardkurve konnte so ermittelt werden, welcher C; -Wert fiir welche
DNA—Konzentration steht (Cardullo et al., 1988, Miilhardt 2009).

Es wurde in der Regel aus Effizienz-Griinden ein Reaktionsansatz fiir 96 Proben erstellt (siehe
Punkt 8.6.1 Ansatz fir eine Probe). Davon wurden pro Probe je 23 ul in die einzelnen Wells
einer THERMO-FAST® 96 PCR DETECTION PLATE (Thermo Scientific) pipettiert und jeweils 2
pl der Probe bzw. des Standards hinzugegeben. AnschlieBend wurde die Platte mit einer
optisch klaren Folie (Sarstedt) verschlossen und fiir zwei bis drei Min. bei 1.100 upm
zentrifugiert. AnschlieBend wurde es mit dem unter Punkt 8.5.2 beschriebenem

Temperaturprofil in dem Applied Biosystems™ 7300 RT-PCR System analysiert.

3.3.2.2 Quantifizierung der mitochondrialen DNA (mtDNA) und der 4977 bp Deletion der
mtDNA (dmtDNA*")

Bei der RTgq — PCR fiir die mitochondriale DNA handelt es sich um eine Duplex — PCR. Sie
dient zum zeitgleichen Nachweis eines Wildtyp- und eines spezifischen Fragments der
4977 bp Deletion der mtDNA. Das Wildtyp-Fragment ist 113 bp grofd und wird von einer
FAM-markierten Sonde detektiert. Wahrend das spezifische Fragment der dmtDNA*"7 122
bp groR ist und die Sonde VIC-markiert ist. Diese Methode wurde von Storm et al.
veroffentlicht (Storm et al., 2002). Die Verwendung von zweierlei markierten Sonden erlaubt
die gleichzeitige Analyse von zwei verschiedenen Fragmenten. Wie schon bei der RTg-PCR
der nDNA wurden zusatzlich zu den Proben Standards mitamplifiziert. Bei der
Quantifizierung mitochondrialer DNA wurden jeweils 1 pl des Wildtyp (10°) sowie des
Deletionsstandards (10*1) eingesetzt. Vom 10°-Wildtypstandard wurden 2 pl eingesetzt,
ohne Mischung mit einem Deletionsstandard. Mit Hilfe der erstellten Standardkurve wurden

wieder die Ausgangs—DNA—-Konzentration der einzelnen Proben ermittelt.
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Auch hier wurde in der Regel ein Reaktionsansatz fiir 96 Proben erstellt (siehe Punkt 8.6.2
Ansatz fiir eine Probe). Der PCR-Ansatz erfolgte genau wie bei der RTg-PCR fiir die nDNA.

Das Temperaturprofil ist unter 8.5.3 zu finden.

3.3 Durchfiihrung der Formalinstudie

Formalin ist eine wassrige Losung von Formaldehyd (HCHO). Zur Fixierung wurde eine
10 %ige Formalinlésung verwendet, dies entspricht 4 % Formaldehyd.

Eine hohere Konzentration hartet die duReren Schichten so stark, dass das Eindringen des
Formalins verzogert und die Fixierung uneinheitlich wird. Fir die Anforderungen in der
histologischen Untersuchung von Geweben st Formalin aufgrund der guten
Fixierungseigenschaften (kaum Schrumpfung der Gewebe) das ideale Fixierungsmittel (Stein
et al., 1998). Da Formaldehyd ein proteinvernetzendes Fixativ ist (Lang 2006), war vor Beginn
dieser Arbeit zu kldren, ob die Fixierung der Gewebe mit Formalin Einfluss auf die
Untersuchungsergebnisse hat. Ferner war zu klaren, inwieweit die Lange der Fixierung
Einfluss auf die Untersuchungsergebnisse hat. Dieser Fragestellung wurde mit einem

systematischen Versuchsaufbau nachgegangen.

3.3.1 Studienaufbau und Durchfiihrung
Fiir die Studie wurden zwolf Gewebe (jeweils GroRhirn- und Kleinhirngewebe) von 6
verstorbenen Personen (3 Manner und 3 Frauen, im Mittel 53 Jahre) untersucht. In der
ersten Phase wurden von jedem Gewebe drei 400 mg schwere Wiirfel pro Inkubationszeit
zugeschnitten.
Inkubationszeiten der ersten Phase: - 30 Min.

- 1Std.

- 12 Std.

- 1Tag

- 3 Tage

- 1 Woche

3 Monate
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Die Inkubation erfolgte in 50 ml R6hrchen (Nerbe) mit 15 ml gepuffertem Formalin (4,5 %
Formaldehyd) im Dunkeln und bei Raumtemperatur, da Formalin temperatur- und
lichtempfindlich ist.

Nach Ende der Fixierung wurden die Gewebe 12 Stunden flieRend gewdssert und
anschliefend bei - 80 °C eingefroren.

Fur die zweite Phase der Studie wurden von 4 der 6 Verstorbenen Personen wieder von
jedem Gewebe 3x 400 mg schwere Wirfel pro Inkubationszeit zugeschnitten.

2 Std.

Inkubationszeiten der ersten Phase:
- 4 Std.
- 6Std.
- 8Std.
- 10 Std.

Die Proben wurden genauso behandelt wie im ersten Teil der Studie.

3.3.2 Analyse der formalinfixierten Gewebeproben

Die Analyse der formalinfixierten und der dazugehorigen frischen (bei - 80 °C eingefroren)
Proben erfolgte nach dem unter Punkt 3.1 dargestellten Probenbearbeitungsplan. Zusatzlich
wurden die formalinfixierten Proben noch immunhistochemisch untersucht, siehe hierzu

3.2.8.
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4  Ergebnisse

4.1 Methoden Etablierung

4.1.1 Vergleich der Extraktionsmethoden fiir Frischgewebe

Es wurden sechs verschiedene Methoden zur Extraktion von Proteinen aus Frischgewebe wie
unter Punkt 3.2.1 beschrieben ausgetestet. Die Methode E5 erwies sich mit
274,67 pg Protein / ul Extrakt Gesamtprotein im Mittel als effektivste Methode (Abb. 16)
und wurde im Weiteren zur Extraktion verwendet. Die minimalste Proteinkonzentration

wurde mit Methode E4 (164,82 ug Protein / ul Extrakt) erzielt.

3,50E+02

3,00E+02 T
(=
g |
S5 2,50E+02
o < HE1
E ¥
S £ 2,00E+02 T - L EE2
O 5 HE3
£%
s £ 1,50E+02 — — ——— UE4
£
£ < WE5
) 1,00E+02 - — — —
5 IE6
3

5,00E+01 - — — —

0,00E+00 -

Ausgetestete Extraktionsmethoden

Abbildung 16: Vergleich der ausgetesteten Extraktionsmethoden. Angegeben sind die
Gesamtproteinmengen in pg /ul Extrakt mit der ermittelten Standardabweichung. Die maximale Konzentration
wurde mit der Extraktionsmethode E5 (274,67 pg Protein / pl Extrakt) und die minimale Konzentration an
Gesamtprotein mit Methode E4 (164,82 pg Protein / ul Extrakt) erzielt.
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4.1.2 Vergleich der Extraktionsmethoden fiir Formalingewebe

Um die effizienteste Natriumdodecylsulfat-Konzentration (Sodiumdodecylsulfat = SDS) fir
die Proteinextraktion aus formalinfixiertem Gewebe zu ermitteln, wurden sechs Gewebe mit
unterschiedlicher Formalininkubationszeit parallel aufgearbeitet. Dazu wurden zwei
Radioimmunoassay-Puffer (RIPA-Puffer) mit verschiedenen SDS-Konzentrationen (0,1 % und
2 %) verwendet. Mit dem RIPA-Puffer mit 0,1 % SDS wurde mit 55,74 ug Protein / ul Extrakt
Gesamtprotein im Mittel das beste Ergebnis erzielt, wahrend mit 2 % SDS nur

48,87 ug Protein / ul Extrakt Gesamtprotein extrahiert werden konnten (Abb 17).

8,00E+01

7,00E+01 T

6,00E+01

5,00E+01

i Mittelwert 2 % SDS
4,00E+01 -

inpg / ul

! Mittelwert 0,1 % SDS
3,00E+01 -

2,00E+01 -

Gesamtproteinkonzentration (im Mittel)

1,00E+01 -

0,00E+00 -

Abbildung 17: Vergleich von zwei SDS-Konzentrationen im Extraktionspuffer. Dargestellt sind
die Gesamtproteinmengen im Mittel aus sechs Geweben mit unterschiedlicher Formalininkubationszeit. Die
Konzentrationen sind in pug Protein /ul Extrakt mit der jeweiligen Standardabweichung angegeben. Der
dunkelblaue Balken zeigt die mittleren Proteinmengen mit 2 % SDS und der hellblaue die mit 0,1 % SDS.
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4.1.3 Coomassie-Farbungen

Um eine schnelle, effektive und moéglichst nur minimal gesundheitsgefahrdende
Coomassie-Farbung zu etablieren, wurden vier verschiedene Coomassie-Farbemethoden
getestet. Dabei zeigte eine modifizierte Farbemethode aus dem Laborjournal von 2003
(3.2.5.3) das beste Ergebnis und fand im Weiteren Verwendung. Bis zu einer Konzentration
von 20 pg Protein / pl Extrakt ist ein Nachweis von Proteinen im Coomassie-Gel maoglich

(Abb. 18).

Marker 200 150 100 50 40 30 20 10 5
ug/ul ug / ul ug /il ug / ul ug /i ug/ul ug/ i ug/ul ug / ul
250 kDa
150 kDa
100 kDa
75 kDa
50 kDa

37 kDa

25 kDa

20 kDa

15 kDa

Abbildung 18: Foto einer Proteinverdiinngsreihe nach Coomassi-Farbung. Auf das 10 %ige PAGE
Trenngel wurden jeweils 5 pl einer Proteinlésung mit den Konzentrationen 200 pg /ul bis 5 ug /ul aufgetragen.

4.1.4 Silberfarbung

Damit der Commassie-Farbung bei einer Proteinkonzentrationen unter 20 pg Protein / pl
Extrakt keine eindeutigen Banden mehr detektiert werden konnten, musste eine weitere
Farbung etabliert werden. Die Detektion von Proteinen in Polyacrylamidgelen durch
Silberfarbung ist die empfindlichste unspezifische Farbemethode. Ihr Vorteil liegt in der
hohen Empfindlichkeit (Nachweisgrenze: 5 ng Protein/Bande). Verwendet wurde die
Anleitung zur Silberfarbung von Blum et al. modifiziert nach Lerch 2001. Da diese Methode
sehr gute Ergebnisse lieferte, wurde diese Methode im Weiteren verwendet. Auf die
Austestung einer weiteren Silberfarbemethode wurde aus Kostengriinden verzichtet (siehe
Abb.19). Mit dieser Farbung waren nun Losungen mit einer Proteinkonzentrationen von 15

ug Protein / ul Extrakt bis 1 ug Protein / pl Extrakt sehr gut nachzuweisen.
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Marker 1 2 3 4 5 6 8 10 15
ug/ul pg/uwl pg/ful o pg/ul opg/ul opg/ul opg/wl opg/ul o pg/ul

245 kDa

123 kDa

93kDa

50 kDa

33 kDa
23 kDa

17 kDa

Abbildung 19: Foto einer Proteinverdiinngsreihe nach Silberfarbung. Auf das 10 %ige PAGE
Trenngel wurden jeweils 5 pl einer Proteinlésung mit den Konzentrationen 1 pg /ul bis 15 pg /ul aufgetragen.

4.1.5 Etablierung des Western Blots und spezifischer Nachweis von Proteinen
Um ein geeignetes Western-Blot-Protokoll zu etablieren, erfolgte zu Beginn eine
ausfuhrliche Literaturrecherche. Wahrend der Etablierung wurden verschiedene
Transferzeiten ausgetestet und eine Transferzeit von 90 Min. stellte sich flr Proteine von
einer GroBe von 70 kDa (HSP70-Superfamilie) als am effektivsten heraus. Die anzulegende
Spannung war vom Hersteller des Blotgerates vorgegeben.
Fir die Immundetektion wurden die Primarantikorper nach Herstellerangaben mit
Blockierlosung 1:1500 verdiinnt. Ausgetestet wurden folgende Primarantikorper
(STRESSMARQ, USA):

e Anti HSP70 (Einzelantikorper gegen die induzierte Form)

e Anti HSC70 (Einzelantikorper gegen die konstitutive Form)

e Anti HSP70/HSC70 (Kombinationsantikorper gegen die

induzierte und konstitutive Form)

Da alle Primadrantikérper die gleiche Sensitivitdt zeigten, wurde im Weiteren aus
Zeitersparnis und aufgrund geringerer Kosten nur noch der Kombinationsantikorper
verwendet (Abb. 20). Mit diesem Antikorper war HSPA8 (HSC70) bis zu einer Konzentration
von 20 pg / ul und HSPA1A (HSP70) bis zu einer Konzentration von 30 ug / pl mit der

Membralyzer-Software (Version 2.5.1) noch gut zu analysieren.
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Marker 200 150 100 50 40 30 20 10 5

pg/ ul ne / pl g/l pe/ul pg/ul pe / pl ug/ Hl g /pl pg/ul
250 kDa
150 kDa
100 kDa

HSPAB

a | — ' P e e
75 kD .'E..

S0kDa | s cpnin

37 kDa

25 kDa
20 kDa

15 kDa

10 kDa

Abbildung 20: Foto einer Proteinverdiinnungsreihe nach Western Blot. Zu sehen ist die Membran
nach erfolgter Behandlung mit dem Priméarantikorper Anti HSP70/HSC70 und dem Sekundarantikérper (Anti-
Maus mit alkalischer Phosphatase gekoppelt, Promega). Die spezifische Detektion wurde mit Western Blue®
(Promega) durchgefiihrt. Dieses Reagenz enthélt die fir die Farbreaktion notigen Substrate BCIP (5-Brom-4-
chlor-3-indoxylphosphat) und NBT (Nitroblau-Tetrazodiumchlorid). Die alkalische Phosphatase katalysiert die
Umsetzung der Substrate zu einem violetten Farbstoff.
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4.2 Einfluss der Formalinfixierung auf die Untersuchungs-

ergebnisse und deren Aussagekraft

Zu Beginn dieser Arbeit stellte sich die Frage, ob sich die Gewebe aus der im Institut fur
Rechtsmedizin zur Verfligung stehenden Gehirngewebebank fiir die vorgesehenen Analysen
eignen. Aus diesem Grund wurden die Gewebe (jeweils GroB- und Kleinhirn) von sechs
Verstorbenen mit einem mittleren erreichten Lebensalter von 54 Jahren (3 Méanner und
3 Frauen), wie unter Punkt 3.3 aufgefiihrt, bearbeitet. Im Ganzen wurden in der

vorliegenden Arbeit 148 Gewebeproben untersucht.

4.2.1 Proteinanalysen

4.2.1.1 Einfluss der Dauer der Formalinfixierung auf die Extraktion und Quantifizierung

von Gesamtprotein

Nach der Behandlung der Proben mit Formalin wurden von jeder Probe 4 unabhéangige
Proteinextraktionen mit anschlieBender Bestimmung der Gesamtproteinkonzentration des
Eluats durchgefiihrt. Dies gelang in allen untersuchten Proben.

Wie in Abbildung 21 illustriert, nimmt die Gesamtproteinmenge proportional zur
Inkubationszeit in Formalin ab. Nach 3 Monaten Formalinfixierung kam es zu einer Abnahme
der quantifizierbaren Gesamtproteinkonzentration um 77 % im GroRhirn und 72 % im
Kleinhirn. Aufgrund des ermittelten P-Value fir das GroBhirn von 0,0028 und fir das
Kleinhirn von 0,0033 kann der Riickgang der Gesamtproteinmenge mit langerer

Formalininkubationszeit als Signifikant angesehen werden (Tab.34).
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Abbildung 21: Abhidngigkeit der Gesamtproteinkonzentration von der
Formalininkubationszeit. Aufgefiihrt sind die Mittelwerte aus 4 separaten Extraktionen aller Proben mit
der jeweiligen Standardabweichung. Die Balken der GroRhirnergebnisse sind dunkelgriin gefarbt, die des
Kleinhirns hellgriin. Die Gesamtproteinmenge nimmt proportional zur Inkubationszeit in Formalin ab. Nach
einer Inkubationszeit von 3 Monaten in Formalin kam es im GroRRhirn zu einer 77 %-igen und im Kleinhirn zu
einer 72 %-igen Abnahme an Gesamtprotein im Extrakt.

4.2.1.2 Vergleich der Ergebnisse des Western Blots mit dem

Nachweis im histologischen Schnitt

Alle Proben wurden sowohl mit Hilfe des Western Blots analysiert, als auch
immunhistochemisch untersucht.

Da aber im Western Blot nur bei den gefrorenen, nicht mit Formalin behandelten Proben der
Nachweis von HSPA1A und HSPAS8 gelang und diese Proben nicht immunhistochemisch
untersucht werden konnten, war ein direkter Vergleich nicht moglich.

Abbildung 22 verdeutlicht, dass der Anteil von HSPA1A und HSPA8 an der
Gesamtproteinkonzentration zwischen den einzelnen Personen und auch in den
untersuchten Gehirnbereichen starken Schwankungen unterworfen war.

Die niedrigsten Werte fir HSPA8 wurden im GroBhirn und Kleinhirn in Gewebe 4 (2,59 %

bzw. 1,53 %) ermittelt. Fiir HSPA1A wurden in Gewebe 6 sowohl im GroBhirn als auch im
Kleinhirn die minimalsten Werte (1,01 % bzw. 1,06 %) gemessen.

Im GroBhirn und Kleinhirn wurde der Maximalwert fir HSPA8 in Gewebe 3 (16,75 % und

14,4 %) bestimmt. Die hochsten prozentualen Anteile von HSPA1A am Gesamtprotein
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konnte im GroBhirn in Gewebe 3 (11,2 %) und im Kleinhirn in Gewebe 5 (5,73 %)

nachgewiesen werden.

18,00

16,00
14,00
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10,00 -
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Abbildung 22: Anteil von HSPA8 und HSPAl1lA an der Gesamtproteinkonzentration in %.
Angegeben sind die Werte fiir die unbehandelten Proben. Die Balken fiir die HSPA8-Ergebnisse sind dunkelgriin
gefarbt und die fiir die HSPA1A-Ergebnisse hellgriin. GH = GroRRhirn, KH = Kleinhirn.

Im histologischen Schnitt war, dhnlich wie bei der Gesamtproteinmenge, zu beobachten,
dass die Nachweisbarkeit der Proteine proportional zur Fixierungsdauer abnahm. In
Abbildung 23 und 24 ist zu sehen, dass ab einer Woche Formalinfixierung die Proben mit
schwach positiven bzw. negativen Proteinnachweis stark zunehmen. Nach 3 Monaten sind in
58,3 % der Gewebeschnitte sowohl im GroRRhirngewebe als auch im Kleinhirngewebe keine
Proteine mehr nachweisbar. Nach 30 Min. Formalinfixierung reagierten 83,3 % der
untersuchten Kleinhirngewebe und 66,7 % der GroBhirnschnitte nach der
immunhistochemischen Behandlung stark positiv.

Die Abbildungen 25 und 26 zeigen fotographische Aufnahmen der Gewebe unterschiedlicher
Formalinfixierungszeiten nach immunhistochemischer Behandlung. Die Aufnahmen wurden
mit dem Fotomikroskop Axiophot (Axio Cam HR) und der Axio Vision Rel.4.5 Software der
Firma Zeiss mit einem 20-iger Objektiv aufgenommen. Dies entspricht einer 250-fachen
VergrofRerung. In den Bildern ist ebenfalls zu sehen, dass die Nachweisbarkeit der Proteine

mit zunehmender Fixierung immer schwieriger wird.
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Abbildung 23: Mittelwerte der visuellen Beurteilung der histologischen Schnitte. Die
Beurteilung erfolgte nach der immunhistochemischen Reaktion. Dargestellt sind die Werte fir die
Gewebeschnitte aus dem GroBhirn. Die Beurteilung erfolgte unabhanigig durch 2 Begutachter. Nach 30 Min.
Formalinfixierung, reagierten 66,7 % der GroBhirnschnitte nach der immunchemischen Behandlung stark
positiv, wiahrend nach 3 Monaten 58,3 % der Gewebeschnitte negativ ausfielen.
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Abbildung 24: Mittelwerte der visuellen Beurteilung der histologischen Schnitte. Die
Beurteilung erfolgte nach der immunhistochemischen Reaktion. Dargestellt sind die Werte fir die
Gewebeschnitte aus dem Kleinhirn. Die Beurteilung erfolgte unabhénigig durch 2 Begutachter. Nach 30 Min.
Formalinfixierung reagierten 83,3 % der Kleinhirnschnitte, nach der immunchemischen Behandlung stark
positiv, wiahrend nach 3 Monaten 58,3 % der Gewebeschnitte negativ ausfielen.
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Abbildung 25: Immunhistochemischer Nachweis von HSPA8 und HSPA1A in Abhdngigkeit von
verschiedenen Fromalinfixierungszeiten. Dargestellt sind Gewebeschnitte des GroRhirns. Die Gewebe
wurden zwischen 30 Min. und 3 Monaten in Formalin fixiert und anschlieBend immunhistochemisch angefarbt.
Alle Fotos wurden mit dem Fotomikroskop Axiophot (Axio Cam HR) und der Axio Vision Rel.4.5 Software der
Firma Zeiss (Deutschland) aufgenommen. Es wurde ein 20-iger Objektiv verwendet. Dies entspricht einer 250-
fachen VergréRerung. Darstellt sind die Gewebe mit unterschiedlichen Formalinfixierungszeiten (30 Min. bis 3
Monate) nach immunhistochemischer Reaktion. Die grauen Balken entsprechen 50 um.
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Abbildung 26: Immunhistochemischer Nachweis von HSPA8 und HSPA1A in Abhdngigkeit von
verschiedenen Fromalinfixierungszeiten. Dargestellt sind Gewebeschnitte des Kleinhirns. Die Gewebe
wurden zwischen 30 Min. und 3 Monaten in Formalin fixiert und anschlieBend immunhistochemisch angefarbt.
Alle Fotos wurden mit Fotomikroskop Axiophot (Axio Cam HR) und der Axio Vision Rel. 4.5 Software der Firma
Zeiss (Deutschland) aufgenommen. Es wurde ein 20-iger Objektiv verwendet. Dies entspricht einer 250-fachen
VergroRerung. Darstellt sind die Gewebe mit unterschiedlichen Formalinfixierungszeiten (30 Min. bis 3
Monate) nach immunhistochemischer Reaktion. Die grauen Balken entsprechen 50 um.
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4.2.2 DNA-Analysen
Da neben den Stressproteinen auch die nDNA, mtDNA und die 4977 bp Deletion in den
Proben untersucht werden sollte, war es auch hier wichtig, zu Beginn den Einfluss von

Formalin auf die DNA zu prufen.

4.2.2.1 Auswirkung der Fixierung mit Formalin auf die nukledre DNA (nDNA)

In 147 der 148 Gewebeproben wurde nDNA nachgewiesen. Wie in Abbildung 27 illustriert,
nahm die Konzentration an nDNA in den Proben proportional zur Formalininkubationszeit
ab. Nach einer drei monatigen Inkubation der Gewebe in Formalin kam es im GroBhirn zu
einer 97,5 %-igen und im Kleinhirn zu einer 86,3 %-igen Abnahme der nDNA-Konzentration
im Eluat. Der Riickgang an nDNA in Zusammenhang mit der Formalinfixierung ist als hoch
signifikant zu werten. Dafir spricht der P-Value von 0,0008 fiir das GroBhirn und 0,0003 fur
das Kleinhirn (Tab.35 und 36).
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Abbildung 27: Abhidngigkeit der nDNA-Konzentration von der Formalininkubationszeit.
Aufgefiihrt sind die Mittelwerte aus einer dreifach Bestimmung mit der jeweiligen Standardabweichung. Die
Balken fiir die GroBhirnergebnisse sind dunkelblau gefarbt, die des Kleinhirns hellblau. Die nDNA-Konzentration
nimmt proportional zur Inkubationszeit in Formalin ab. Nach einer Inkubationszeit von 3 Monaten in Formalin
kam es im GroRhirn zu einer 97,5 %-igen und im Kleinhirn zu einer 86,3 %-igen Abnahme an nDNA im Extrakt.
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4.2.2.2 Auswirkung der Formalinfixierung auf die mitochondriale DNA und den Nachweis

der mitochondrialen 4977 bp Deletion

Bei der quantitativen Bestimmung der mtDNA wurden in 142 Proben und beim Nachweis der
mitochondrialen 4977bp Deletion in 118 der DNA-Extrakte Ergebnisse erzielt (Tab. 37 und
38).

Der Einfluss von Formalin auf den Nachweis der mtDNA ist in Abbildung 28 dargestellt. Der
Ruckgang an mtDNA Kopien / Zelle in Zusammenhang mit der Formalinfixierung ist mit

einem P- Value von 0,0149 fiir beide Gewebe als signifikant zu werten.
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Abbildung 28: Abhdngigkeit der mtDNA-Kopien pro Zelle von der Formalininkubationszeit.
Aufgefiihrt sind die Mittelwerte aus einer dreifach Bestimmung mit der jeweiligen Standardabweichung. Die
Balken fiir die GroRBhirnergebnisse sind dunkelblau gefarbt, die des Kleinhirns hellblau. Die Anzahl der mtDNA-
Kopien pro Zelle nimmt mit zunehmender Inkubationszeit deutlich ab.
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Auch der Nachweis der dmtDNA*"’ wird nachhaltig durch die Fixierung mit Formalin
beeinflusst (Abb. 29). Obwohl die Werte fir die einzelnen Inkubationszeiten stark
schwanken, ist in beiden Geweben zu sehen, dass ab einer Fixierungsdauer von 12 Stunden,
dies entspricht einer kompletten Fixierung des Gewebes, der prozentuale Anteil der
dmtDNA*"” stark abnimmt und nach drei Monaten keine aussagekraftigen Werte

nachweisbar sind. Fir die dmtDNA*’” im GroRBhirngewebe wurde ein Riickgang mit einem

P-Value von 0,0001 ermittelt (Tab. 39 und 40). Dies ist als hoch signifikant zu werten. Der

4977

Riickgang des prozentualen Anteils der dmtDNA im Kleinhirngewebe ist mit einem P-

Value von 7,3765 x 10°® ebenfalls als hoch signifikant zu werten.
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Abbildung 29: Abhidngigkeit des prozentualen Anteils an dmtDNA4977 von der
Formalininkubationszeit. Aufgefiihrt sind die Mittelwerte aus einer dreifach Bestimmung. Die Balken fir
die GroBhirnergebnisse sind dunkelblau gefarbt, die des Kleinhirns hellblau. Es zeigt sich, dass der prozentuale
Anteil an dmtDNA4977 mit zunehmender Inkubationszeit deutlich abnimmt.
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4.3 Ergebnisse der forensischen Proben

In dieser Arbeit wurde Gehirngewebe von 100 Verstorbenen (64 Manner und 36 Frauen),
mittleres Lebensalter 57 Jahre und einer mittleren postmortalen Liegezeit von 3 Tagen
untersucht. Es wurden jeweils Gewebeproben des Rinden- und Mark-Bereiches aus dem
GroRhirn und Kleinhirn analysiert, so dass insgesamt 400 Gewebeproben untersucht

wurden.

4.3.1 Untersuchung der nuklearen DNA (nDNA)

Die Quantifizierung der nDNA erfolgte mit der unter 3.3.2.1 beschriebenen Methode. In
allen untersuchten Proben aus dem Markbereich des Kleinhirns wurde nukledre DNA isoliert.
Bei neun Proben (sechs GrofRRhirn, zwei Kleinhirn) aus dem Rindenbereich und einer Probe
aus dem Markbereich des GroBhirns konnte dagegen keine nDNA nachgewiesen werden.
Diese zehn Proben wurden bei der Beurteilung aller DNA-Analyse-Ergebnisse nicht

bericksichtigt.

4.3.1.1Vergleich des Rinden- und Markbereiches im GroBhirn und Kleinhirn

In der GroBhirnrinde wurde im Mittel eine nDNA-Konzentration von 279 ng / ul Extrakt und
in der Kleinhirnrinde von 471 ng / ul Extrakt nachgewiesen (Tab. 14 und 15). Dies entspricht
unter der Annahme, dass sich in einer diploiden Zelle 6,6 pg nukledre DNA befinden, einer
mittleren Zellzahl von 464.183 Zellen in der GroBhirnrinde und 784.426 Zellen im Mittel in

der Kleinhirnrinde. Fir den Mark-Bereich im GroBBhirn wurde im Mittel eine DNA-

Konzentration von 205 ng / ul und fir das Kleinhirn 178 ng / ul Extrakt ermittelt ( Tab. 16
und 17). Dies entspricht im GroBhirn einer mittleren Zellzahl von 342.402 bzw. im Kleinhirn
von 297.260 Zellen / ul Extrakt (Abb. 30).

Es zeigten sich zwischen den verschiedenen Gehirnbereichen keine signifikanten
Unterschiede in der nDNA-Konzentration. Alle ermittelten P-Value-Werte sind in Tabelle 13

zusammengefasst.
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Abbildung 30: Vergleich der nDNA-Konzentration im Rinden- und Mark-Bereich des GrofB-
und Kleinhirns. Dargestellt sind die Mittelwerte mit der jeweiligen Standardabweichung. GH = GroRhirn,
KH = Kleinhirn. Der Vergleich der Ergebnisse aus der Markregion des Grof3- und Kleinhirns mit den Ergebnissen
aus dem Rindenbereich weist keinen signifikanten Unterschied auf.

4.3.1.2 Geschlechtsspezifische Unterschiede

Der Vergleich der nDNA-Konzentrationen méannlicher und weiblicher Verstorbener zeigte
sowohl im Rinden- und Mark-Bereich des GroBhirns als auch des Kleinhirns keinen
signifikanten Unterschied (Abb. 31).

In den Proben mannlicher Verstorbener konnten im Rinden-Bereich des GroRhirns im Mittel

290 ng nDNA / pl Extrakt und im Kleinhirn 402 ng nDNA / ul Extrakt detektiert werden. Fir
die Messungen bei den weiblichen Verstorbenen ergab sich eine mittlere DNA-
Konzentration von 256 ng / ul in der GroBhirnrinde und 624 ng / ul in der Kleinhirnrinde.

Fir den Markbereich des GroRhirns wurden bei den méannlichen Verstorbenen im Mittel

eine DNA-Konzentration von 183 ng / ul Extrakt und fir Markbereichs des Kleinhirns
156 ng/ ul Extrakt gemessen. Bei den weiblichen Verstorbenen ergab sich eine mittlere

DNA-Konzentration von 243 ng / ul im Mark des GroBhirns und 220 ng / ul im Kleinhirn.
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Abbildung 31: Geschlechtsspezifischer Vergleich der nDNA-Konzentration im Rinden- und
Mark-Bereich des GroB3- und Kleinhirns. Dargestellt sind die Mittelwerte mit der jeweiligen
Standardabweichung. GH = GroRRhirn, KH = Kleinhirn. Der Vergleich der nukledren DNA beider Gruppen
(Frauen / Maénner) ist nicht signifikant und zeigt einen P-Value von 0,5819 (GH) / 0,2062 (KH) fir die
Rindenbereiche und 0,3261 (GH) / 0,2565 (KH) fiir die Markbereiche.

4.3.1.3 Altersbedingte Unterschiede

Im Gewebe der GroBhirn- und Kleinhirnrinde zeigt sich bei der Einzelauswertung aller
Proben ein hoch signifikanter Zuwachs (Abb. 32 und 33) an nDNA im Alter (P-Value 3,7513 x
10° (GH) / 7,9314 x 10 (KH)). Auch in den Mark-Bereichen des GroRhirns und Kleinhirns
zeigte sich ein Zuwachs der nDNA mit zunehmendem Alter, der als hoch signifikant zu

werten ist (P-Value 1,3834 x 10™ (GH) / 1,6791 x 10" (KH).
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Abbildung 32: Vergleich der nukledren DNA-Konzentration mit dem erreichten Lebensalter.
Es wurden die Einzelkonzentrationen in ug / ul der GroR- und Kleinhirnrinde gegen das
erreichte Lebensalter der Verstorbenen aufgetragen.
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Abbildung 33: Vergleich der nukledaren DNA-Konzentration mit dem erreichten Lebensalter.
Es wurden die Einzelkonzentrationen in pg / pl des GroR- und Kleinhirnmarks gegen das
erreichte Lebensalter der Verstorbenen aufgetragen.

71




Ergebnisse

4.3.2 Quantifizierung mitochondrialer DNA

Die Analyse der mtDNA erfolgte mit der unter 3.3.2.2 beschriebenen Methode. In allen
untersuchten Proben mit Ausnahme einer Probe aus dem Kleinhirnrindebereich (G011,
weiblich, 39 Jahre) wurde mitochondriale DNA nachgewiesen.

Alle Werte unter 1.00.000 Kopien mtDNA / Extrakt mit einem prozentualen Wert < 0,0001
fur die 4977bp Deletion der mtDNA wurden aus der Wertung ausgenommen. Damit ist
gewadbhrleistet, dass falsch-negative Ergebnisse in die Auswertung einflieRen. Da eine Anzahl
von weniger als 1.000.000 Kopien nicht ausreicht um eine Deletion mit einem prozentualen

Wert von 0,0001 % zu detektieren.

4.3.2.1Vergleich des Rinden- und Markbereiches in Grohirn und Kleinhirn

In der Rinde des GroBhirns wurden im Mittel 35.148.748 Kopien mtDNA / ul Extrakt
detektiert. Dies entspricht einer mittleren mtDNA-Kopienzahl 7735 / Zelle. Im Kleinhirn
waren es im Mittel 12.818.091 Kopien mtDNA / ul Extrakt. Dies entspricht mittleren mtDNA-
Kopienzahl 4245 Kopien mtDNA pro Zelle (Tab.).

Im Mark des GroBhirns konnten im Mittel 11.225.514 und im Kleinhirn 7.612.834 Kopien

mtDNA pro ul Extrakt nachgewiesen werden. Dies entspricht 5246 bzw. 3919 Kopien mtDNA
in einer einzelnen Zelle (Abb.34).

Es zeigen sich zwischen dem Rinden- und dem Markbereich des Grof3-und Kleinhirns
Unterschiede, die als hoch signifikant bzw. marginal signifikant zu werten sind. Zwischen
der Rinde des Grof3- und Kleinhirns sind die ermittelten Unterschiede als hoch signifikant zu
werten (P-Value: 2,38 x 10®). Fiir den Mark-Bereich im GroR- und Kleinhirn I3sst sich an

Hand des P-Value von 0,56 keine Signifikanz ermitteln.
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Abbildung 34: Vergleich der Anzahl an mtDNA-Kopien / Zelle im Rinden und Mark-Bereich
des GroB- und Kleinhirns. Dargestellt sind die Mittelwerte mit der jeweiligen Standardabweichung GH =
GroRhirn, KH = Kleinhirn. In der Rinde des GroRhirns konnten im Mittel 7735 Kopien mtDNA / Zelle und in der
Rinde des Kleinhirns 4148 Kopien mtDNA pro Zelle nachgewiesen werden. Im Mark des GroBhirns und des
Kleinhirns konnten im Mittel 5246 bzw. 3919 Kopien mtDNA pro Zelle ermittelt werden.

4.3.2.2 Geschlechtsspezifische Unterschiede

Bei mannlichen Verstorben wurde eine mittlere Kopienzahl von 33.693.649 Kopien mtDNA
pro ul Extrakt in der GroBhirnrinde und 11.423.570 Kopien in der Kleinhirnrinde detektiert.
Bei weiblichen Verstorbenen wurden 37.877.058 Kopien / pl in der Rinde des GroRhirns und
14.893.176 Kopien / ul im Kleinhirn gemessen. Dies bedeutet bei mannlichen Verstorbenen
in der Rinde des GroRhirns 7812 Kopien / Zelle bzw. im Kleinhirn 4223 Kopien / Zelle. Bei
weiblichen Verstorbenen konnten in der GroBhirnrinde 7591 Kopien / Zelle und im Kleinhirn
3821 Kopien / Zelle im Mittel nachgewiesen werden (Abb.31).

Im Mark des GroRhirns konnten bei den mannlichen Verstorbenen im Mittel 9.524.650 und

7.003.016 Kopien mtDNA pro ul Extrakt im Kleinhirn nachgewiesen werden. Dies entspricht
4856 bzw. 3872 Kopien mtDNA pro Zelle. Im GroBhirn weiblicher Verstorbener waren
13.905.365 und im Kleinhirn 8.727.929 Kopien mtDNA pro ul Extrakt nachzuweisen. Dies
entspricht 5907 bzw. 4006 Kopien mtDNA pro Zelle.

Der Vergleich der Kopien mtDNA pro Zelle mannlicher und weiblicher Verstorbener zeigte
sowohl im Rinden- und Mark-Bereich des GroBhirn, als auch des Kleinhirns keinen

signifikanten Unterschied (Abb. 35).
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Abbildung 35: Geschlechtsspezifischer Vergleich des Rinden- und Mark-Bereichs im GrofB-
und Kleinhirn. Dargestellt sind die Mittelwerte mit der jeweiligen Standardabweichung. GH = GroBhirn, KH =
Kleinhirn. Der Vergleich der mtDNA / Zelle beider Geschlechter miteinander ist nicht signifikant und zeigt einen
P-Value von 1 (GH) / 0,88 (KH) fiir die Rindenbereiche und 0,98 (GH) / 0,98 (KH) fiir die Markbereiche.

4.3.2.3 Altersbedingte Unterschiede

Die Prufung der vorliegenden Parameter, bezogen auf das Geschlecht und das Alter der
Verstorbenen ergab bei Extrapolation einer Trendlinie durch alle Messergebnisse fiir die
Kopienzahl der mtDNA in der GroBhirnrinde der mannlichen Verstorbenen (Abb. 36) einen
marginalen, nicht signifikanten Riickgang der Kopien mit steigendem erreichten
Lebensalter. Fiir die weiblichen Verstorbenen ergab sich ein marginaler, nicht signifikanter

Anstieg der Kopien mit steigendem erreichten Lebensalter (R?= 0,0042 (?) / R*=0,0087 (3)).
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Abbildung 36: Abhdngigkeit der mtDNA-Kopien in der GroBhirnrinde zum Lebensalter. Bei
Extrapolation einer durchschneidenden Trendlinie zeigt sich fiir die Kopienanzahl der mtDNA in der
GroRhirnrinde der mannlichen Verstorbenen ein marginaler, nicht signifikanter Riickgang der Kopien und fir
die weiblichen Verstorbenen ergab sich ein marginaler, nicht signifikanter Anstieg der Kopien mit steigendem
erreichten Lebensalter (R2= 0,0042 (Q)/ R?=0,0087 (3)).
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Bei Prufung der Ergebnisse, bezogen auf das Geschlecht und das Alter der Verstorbenen,
ergab sich bei Extrapolation einer Trendlinie durch alle Messergebnisse fiir die Kopienzahl
der mtDNA / Zelle in der Kleinhirnrinde (Abb.37) ein nicht signifikanter Anstieg der Kopien
mit steigendem erreichten Lebensalter fiir beide Geschlechter (R* = 0,128 (%) /

R’= 0,0312 (J)).
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Abbildung 37: Abhangigkeit der mtDNA-Kopien in der Kleinhirnrinde zum Lebensalter. Der
Vergleich der mtDNA / Zelle beider Geschlechter miteinander zeigt einen nicht signifikanten Anstieg der Kopien
mit steigendem erreichten Lebensalter (R*= 0,128 (¥)/ R’= 0,0312 (3)).
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Bei Betrachtung der Anzahl Kopien mtDNA, bezogen auf das Geschlecht und das Alter der

Verstorbenen, zeigt sich im Mark des GroBhirns bei den weiblichen Verstorbenen ein

marginaler nicht signifikanter Anstieg (R? = 0,0076) und bei den minnlichen Verstorbenen
ein marginaler nicht signifikanter Riickgang (R®> = 0,0034) der Kopien mit steigendem

erreichtem Lebensalter (Abb.38).
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Abbildung 38: Abhangigkeit der mtDNA-Kopien im Mark des GroBhirns zum Lebensalter. Bei
Extrapolation einer durchschneidenden Trendlinie zeigt sich bei den weiblichen Verstorbenen ein marginaler
nicht signifikanter Anstieg (R2 = 0,0076) und bei den maénnlichen Verstorbenen ein marginaler nicht
signifikanter Riickgang (R2 =0,0034) der Kopien mit steigendem erreichtem Lebensalter
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Bei Prufung der Ergebnisse bezogen, auf das Geschlecht und das Alter der Verstorbenen,
ergab sich bei Extrapolation einer Trendlinie durch alle Messergebnisse fiir die Kopienzahl

der mtDNA im Mark des Kleinhirns (Abb.39) fiir die weiblichen Verstorbenen ein nicht

signifikanter Anstieg (R*> = 0,1028) und fir die ménnlichen Verstorbenen ein nicht
signifikanter Riickgang (R2 = 0,0543) der mtDNA-Kopien mit steigendem erreichtem

Lebensalter.
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Abbildung 39: Abhdngigkeit der mtDNA-Kopien im Mark des Kleinhirns zum Lebensalter. Bei
Extrapolation einer durchschneidenden Trendlinie zeigt sich bei den Frauen einen leichten Anstieg und bei den
Mannern einen Riickgang der Kopienzahl mtDNA im Alter.
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4.3.3 Quantifizierung der 4977bp Deletion der mtDNA
Der Nachweis der dmtDNA*" erfolgte wie unter 3.3.2.2 beschrieben. Insgesamt wurde in
214 von 400 Proben eine Deletion nachgewiesen. In Abbildung 40 sind die Anzahl der

Deletionen dargestellt, die in den jeweiligen Gehirnbereichen im gesamten Probenkontigent

nachgewiesen wurden.
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Abbildung 40: Deletionsanteile in verschiedenen Gehirnbereichen. Dargestellt ist die Anzahl der
Deletionen, die in den jeweiligen Gehirnbereichen im Gesamten Probenkontigent nachgewiesen wurden. Die
Anzahl der Proben mit einer Deletion zeigen die dunkelblauen Balken und die Anzahl der Proben in den keine
Deletion nachgewiesen wurden die hellvioletten Balken.

4.3.3.1Vergleich des Rinden- und Markbereiches in GroRhirn und Kleinhirn

Im GroRBhirn wurden im Mittel in der Rinde 0,24 % und im Mark 0,1018 % dmtDNA*®"’
ermittelt. Im Vergleich dazu wurden im Kleinhirn in der Rinde 0,0202 % und im Mark

0,0744 % dmtDNA**"” nachgewiesen (Abb. 41).
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Abbildung 41: Vergleich des prozentualen Anteils der dmtDNA**”” im Rinden- und Mark-

Bereich des GroB- und Kleinhirns. Dargestellt sind die Mittelwerte GH = GroRhirn, KH = Kleinhirn. Die
GroBhirnrinde weist mit 0,24 % die hochste und die Kleinhirnrinde mit 0,0204 % die niedrigste Deletionsrate
auf.

4.3.3.2 Geschlechtsspezifische Unterschiede

Bei der geschlechtsspezifischen Betrachtung zeigte sich bei den mannlichen Verstorbenen im

Rindenbereich des GroR- und Kleinhirns im Mittel ein Anteil von 0,2291 % bzw. 0,0181 %

dmtDNA*"’. Bei den weiblichen Verstorbenen wurden in der GroBhirnrinde 0,2540 % und
im Kleinhirn 0,0235 % dmtDNA*"” nachgewiesen (Abb.42).

Im Mark des GroBBhirns wurde bei den mannlichen Verstorbenen im Mittel 0,0902 % und

0,0472% dmtDNA"*?"” im Kleinhirn detektiert. Bei den weiblichen Verstorbenen zeigte sich im

Mark des GroBhirns 0,1214% und des Kleinhirns 0,0693 % dmtDNA*"’,

977_Anteils beider Gruppen

Die statistische Betrachtung ergab fiir den Vergleich des dmtDNA
fur die Rindenbereiche und fiir die Markbereiche P-Value-Werte tber 0,05. Dies ist als nicht
signifikant zu werten.

Bei der geschlechtsspezifischen Betrachtung des erreichten Lebensalters und des

4977

prozentualen Anteil an dmtDNA™"" ergab sich bei allen untersuchten Gehirnbereichen und

bei beiden Geschlechtern eine signifikante Korrelation (P-Value siehe Tab. ).
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Abbildung 42: Geschlechtsspezifischer Vergleich des Rinden- und Mark-Bereichs im GrofB-
und Kleinhirn. In allen untersuchten Gehirnbereichen weisen die Frauen einen hoheren Anteil an
dmtDNA4977 auf. Dargestellt sind die Mittelwerte. GH = GroBhirn, KH = Kleinhirn. Der geschlechtsspezifische
Vergleich des dmtDNA*""-Anteils beider Gruppen ist nicht signifikant und zeigt einen P-Value von 0,14 (GH) /
0,17 (KH) fur die Rindenbereiche und 0,44 (GH) / 0,85 (KH) fur die Markbereiche.

4.3.3.3 Alterskorrelierende Unterschiede

Die Prifung der vorliegenden Parameter, bezogen auf das erreichte Lebensalter der

4977

Verstorbenen und dem prozentualen Anteil an dmtDNA™"’, ergab bei der Extrapolation

einer exponentiellen Trendlinie durch alle logarithmisch aufgetragenen Messergebnisse in

4977

der GroBhirnrinde (Abb. 43) einen signifikanten Anstieg der dmtDNA mit steigendem

erreichten Lebensalter (R = 0,51) und einem P-Value von 5,026 x 102,
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Abbildung 43: Abhédngigkeit des prozentualen Anteils an dmtDNA4977 in der GroBhirnrinde
zum Lebensalter Die Werte sind logarithmisch aufgetragen. Die extrapolierte, die Werte durchschneidende

exponentielle Trendlinie zeigt einen marginalen jedoch signifikanten Anstieg der Kopien dmtDNA""" im Alter.

Bei Betrachtung des prozentualen Anteils der dmtDNA*®"” bezogen auf das erreichte
Lebensalter der Verstorbenen, zeigt sich in der Rinde des Kleinhirns ein marginaler
(R* = 0,257) jedoch signifikanter Anstieg (P-Value = 3,212 x 10°) der dmtDNA*"” mit
steigendem erreichtem Lebensalter (Abb.44).
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Abbildung 44: Abhangigkeit des prozentualen Anteils an dmtDNA4977 in der Kleinhirnrinde
zum Lebensalter. Die Werte sind logarithmisch auf getragen. Die extrapolierte, die Werte durchschneidende
exponentielle Trendlinie zeigt einen marginalen jedoch signifikanten Anstieg der Kopien dmtDNA""" im Alter.
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Die Priifung der vorliegenden Parameter, bezogen auf das erreichte Lebensalter der

Verstorbenen und dem prozentualen Anteil an dmtDNA*"

, ergab bei der Extrapolation
einer exponentiellen Trendlinie durch alle logarithmisch aufgetragenen Messergebnisse im
Mark des GroBhirns einen marginalen (R? = 0,271), jedoch signifikanten Anstieg (P-Value =

2,431 x 10%) der dmtDNA**"” mit steigendem erreichten Lebensalter ( Abb. 45).
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Abbildung 45: Abhidngigkeit des prozentualen Anteils an dmtDNA4977 im Mark des
GroBhirns zum Lebensalter. Die Werte sind logarithmisch auf getragen. Die extrapolierte, die Werte
durchschneidende exponentielle Trendlinie zeigt einen marginalen jedoch signifikanten Anstieg der Kopien

dmtDNA""" im Alter.
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Bei Betrachtung der vorliegenden Parameter, bezogen auf den prozentualen Anteils der

dmtDNA*"” und das Alter der Verstorbenen, ergab sich bei der Extrapolation einer

exponentiellen Trendlinie durch alle logarithmisch aufgetragenen Messergebnisse flr den

prozentualen Anteil der dmtDNA*"’

Anstieg der dmtDNA*"’

5,37 x 103%).

im Mark des Kleinhirns (Abb. 46) ein signifikanter

mit steigendem erreichten Lebensalter (R2 = 0,2875 , P-Value =
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Abbildung 46: Abhidngigkeit des prozentualen Anteils an dmtDNA4977

im Mark des

Kleinhirns zum Lebensalter. Die Werte sind logarithmisch aufgetragen. Die extrapolierte, die Werte
durchschneidende exponentielle Trendlinie zeigt einen marginalen jedoch signifikanten Anstieg der Kopien

4977 .

dmtDNA™"" im Alter.
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4.3.4 Analyse der Stressproteine HSPA8 und HSPA1A

Der quantitative Nachweis der Proteine im Western Blot gelang nur in den Rindenproben
des GroR3- und Kleinhirns. Der Nachweis von HSPA8 konnte in allen 200 Proben erfolgreich
durchgefihrt werden, wahrend der Nachweis von HSPA1A in 3 (1,5 %) der 200 Proben nicht

gelang.

4.3.4.1Vergleich der HSPA8 Konzentration im GroB3- und Kleinhirn

Im GroBhirn konnte eine HSPA-Konzentration im Mittel von 9,46 pg Protein / ul Extrakt
nachgewiesen werden. Im Gewebe der Kleinhirnrinde konnte in den Proben ein Mittelwert

von 13,7 ug HSPAS8 / ul Extrakt nachgewiesen werden.

4.3.4.2 Geschlechtsspezifische Unterschiede bei HSPA8

Beim geschlechtsspezifischen Vergleich zeigte sich ein Mittelwert an HSPA8 im
GroBhirnrindengewebe weiblicher Verstorbener mit 10,88 ug / pl Extrakt, der um 20 %
hoéher liegt als bei mannlichen Verstorbenen mit 8,66 ug / ul (Abb. 47).

Beim Vergleich beider Geschlechter deutet der P-Value von 0,1449 auf keine Signifikanz hin.
Beim geschlechtsspezifischen Vergleich im Kleinhirn zeigte sich bei den weiblichen
Verstorbenen ein Mittelwert an HSPA8 mit 14,58 ug / ul Extrakt, der um 9 % hoher liegt als
bei mannlichen Verstorbenen mit 13,2 pg / pl.

Der Vergleich der HSPA8 Konzentration mannlicher und weiblicher Verstorbener zeigte

sowohl im GroRhirn als auch im Kleinhirn keinen signifikanten Unterschied.
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Abbildung 47: Geschlechtsspezifische Verteilung der HSPA8-Proteinmenge im GroRhirn und
Kleinhirn. Angegeben sind die Mittelwerte mit den Standardabweichungen. Im GroBhirnrindengewebe
weiblicher Verstorbener lag der Gehalt an HSPA8 im Mittel um 20 % hoher als bei den madnnlichen
Verstorbenen. Wahrend im Kleinhirn bei den weiblichen Verstorbenen nur eine 9% hdéhere Konzentration an
HSPAS8 ermittelt werden konnte.

4.3.4.3 Altersbedingte Unterschiede bei HSPA8

Bei der Betrachtung der GroBhirnproben beziiglich des erreichten Lebensalters zeigte sich
ein marginaler (R*> = 0,397), jedoch signifikanter Anstieg (P-Value = 7,249 x 10) der

Proteinmenge an HSPAS8 mit steigendem erreichtem Lebensalter (Abb. 48).
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Abbildung 48: Verteilung der HSPAS8-Proteinmenge im GroBhirn in Abhdngigkeit zum,
Lebensalter. Die Werte sind logarithmisch aufgetragen mit exponentieller Trendlinie. Bei der Betrachtung
der GroRhirnproben bezlglich des erreichten Lebensalters zeigte sich ein leichter, jedoch signifikanter
Riickgang (P-Value = 7,249 x 10 und R® = 0,397) der Proteinmenge an HSPA8 mit steigendem erreichtem
Lebensalter.

86



Ergebnisse

In den Kleinhirnproben zeigte sich beziliglich des erreichten Lebensalters ein Anstieg an
HSPA8 mit steigendem erreichten Lebensalter (Abb. 49). Es ergab sich eine hohe Signifikanz
im Vergleich des erreichten Lebensalters mit der HSPA8-Konzentration mit einem P- Value

von 1,448 x 10! und einem Korrelationskoeffizient von R* = 0,716.
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Abbildung 49: Verteilung der HSPA8-Proteinmenge im Kleinhirn in Abhadngigkeit zum
Lebensalter. Die Werte sind logarithmisch aufgetragen mit exponentieller Trendlinie. In den Kleinhirnproben
zeigt sich bezlglich des erreichten Lebensalters ein Anstieg an HSPA8 mit steigendem erreichten Lebensalter.
Es ergab sich eine hohe Signifikanz im Vergleich des erreichten Lebensalters mit der HSPA8-Konzentration mit
einem P- Value von 1,448 x 10,
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4.3.4.4Vergleich der HSPA1A-Konzentration im GroB- und Kleinhirn

In der Rinde des GroBhirngewebes lieR sich im Mittel 5,31 ug induziertes Stressprotein
(HSPA1A) pro pl Extrakt detektieren. Im Gewebe der Kleinhirnrinde konnte in den Proben ein

Mittelwert von 5,35 pg HSPA1A / ul Extrakt nachgewiesen werden.

4.3.4.5 Geschlechtsspezifische Unterschiede bei HSPA1A

In den Proben des GroBhirnrindengewebes der weiblichen Verstorbenen war im Mittel ein

32 % hoherer Gehalt an induziertem Stressprotein nachweisbar. Bei weiblichen
Verstorbenen wurden im Mittel 6,84 ug HSPA1A / ul Extrakt nachgewiesen, wahrend bei den
mannlichen Verstorbenen ein Wert von 4,45 pg HSPA1A / ul Extrakt ermittelt werden
konnte. Der P-Value von 0,0335 weist auf eine leichte Signifikanz hin.

Der Vergleich der Proteinmengen mannlicher und weiblicher Verstorbener zeigte im
GrofBhirn mit einem P-Value von 0,0335 eine leichte Signifikanz.

Beim geschlechtsspezifischen Vergleich im Kleinhirn zeigte sich bei den weiblichen und
mannlichen Verstorbenen ein nahezu gleicher Gehalt an HSPA1A mit 5,68 pg / ul Extrakt fur
die Frauen und 5,16 pg / ul fiir die Manner (Abb. 50) und ein P-Value von 0,1077. Dies ist als

nicht signifikant zu werten.
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Abbildung 50: Geschlechtsspezifische Verteilung der HSPA1A-Proteinmenge im GroBhirn und
Kleinhirn. Angegeben sind die Mittelwerte mit den Standardabweichungen. Im GroRhirn der weiblichen
Verstorbenen konnte im Mittel eine 32 % hohere Konzentration an HSPA1A nachgewiesen werden als bei den
mannlichen Verstorbenen. Im Kleinhirn war der Gehalt an HSPA1A in beiden untersuchten Gruppen nahezu
gleich.
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4.3.4.6 Altersbedingte Unterschiede bei HSPA1A

Unter Betrachtung aller Proben fir die Rinde des GroBhirns zeigte sich ein marginaler, aber
signifikanter Anstieg der Proteinmenge an HSPA1A mit steigendem erreichtem Lebensalter

der Verstorbenen (Abb. 51) mit einem P-Value von 8,869 x 10,
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Abbildung 51: Verteilung der HSPA1lA-Proteinmenge im GroBhirn in Abhdngigkeit zum
Lebensalter. Die Werte sind logarithmisch aufgetragen mit exponentieller Trendlinie. Fir die Proben
GroRhirns zeigte sich ein leichter, jedoch signifikanter Anstieg der Proteinmenge an HSPA1A mit steigendem
erreichtem Lebensalter der Verstorbenen mit einem P-Value von 8,869 x 10,
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In den Kleinhirnproben zeigte sich beziiglich des erreichten Lebensalters ebenfalls ein
leichter Anstieg an HSPA1A mit steigendem erreichtem Lebensalter (Abb. 52). Es ergab sich
eine hohe Signifikanz beziglich einer Korrelation zwischen dem erreichten Lebensalters und

der HSPA1A-Konzentration mit einem P- Value von 9,6986 x 103,
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Abbildung 52: Verteilung der HSPA1lA-Proteinmenge im Kleinhirn in Abhdngigkeit zum
Lebensalter. Die Werte sind logarithmisch aufgetragen mit exponentieller Trendlinie. Es ergab sich eine hohe
Signifikanz im Vergleich des erreichten Lebensalters mit der HSPA1A-Konzentration mit einem P-Value von
9,6986 x 10",
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4.3.5 Vergleich des prozentualen Anteils an dmtDNA*”” und der
Konzentration an HSPA8 / HSPA1lA unter Beriicksichtigung der
Todesursache

Fiir diesen Vergleich wurden nur die Ergebnisse aus den Rindenbereichen des GroRB- und

Kleinhirns herangezogen, da im Mark keine Stressproteine nachgewiesen wurden. Ferner
wurden nur Proben fiir den Vergleich herangezogen, von denen in allen Analysen

verwertbare Ergebnisse erzielt wurden.

4.3.5.1 Ergebnisse im Gro3hirn

Im GroBhirn wurde in allen Proben der HSPA8 (konstitutive Form) und HSPA1A (induzierte
Form) Gehalt bestimmt. Der Vergleich der HSPA8-Konzentration mit verschiedenen
Todesursachen zeigt (Abb. 53), dass vor allem bei Personen, die an einer Herzerkrankung
oder Hypoxie verstorben sind, ein erhohter Gehalt an HSPA8 zu finden ist. Ferner weisen
Verstorbene mit einem chronischen Alkoholabusus und Hyperthermie eine erhéhte HSPA8-

Konzentration auf (Tab.3).
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Abbildung 53: Abhdngigkeit unterschiedlicher Todesursachen zur HSPA8-Konzentration.
Dargestellt sind die Einzelwerte aus dem Rindenbereich des GroBhirns. Die Werte sind logarithmisch
aufgetragen Ein erhohter HSPA8-Gehalt ist bei Herzerkrankungen und Hypoxie als Todesursache sowie bei
chronischem Alkoholabusus und Hyperthermie nachzuweisen. Eine Alterskorrelation ist nicht nachzuweisen.
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Tabelle 3: Tabellarische Darstellung der Analyseergebnisse der HSPA8-Konzantration bei
verschiedenen Todesursachen. Angegeben sind die zehn hdchsten Messwerte in der GroRRhirnrinde. Die
Konzentration wurde mit der Membralyzer Software bestimmt. Zuséatzlich sind das Alter der Verstorbenen und
das Geschlecht angegeben. Die Messwerte sind in Abb. 52 graphisch dargestellt.

Probennummer Alter Geschlecht Todesursache HSPAS-
Konzentartion
(in Jahren)
G052 56 mannlich Asphysie, Erdrosseln 28,29
G003 76 weiblich Herzbeuteltamponade 28,29
G024 55 mannlich Herztod 24,9
G051 63 mannlich akuter Herztod 23,77

L Hamoragischer Schock,
G034 30 mannlich 20,94
Alkoholabusus

L verbluten nach Herzstich,
G023 44 mannlich 20,71
Alkoholabusus

G069 74 weiblich Herztod 18,13
G007 25 mannlich Hyperthermie, Verkehrsunfall 16,98
G100 53 weiblich akuter Herztod 13,8
G078 51 weiblich Rechtsherzversagen 12,84

Beim Vergleich des HSPA1A-Gehalts mit den Todesursachen zeigt sich, dass Personen mit
Herzerkrankungen, Hypoxie und chronischem Alkoholabusus als Todesursache ebenfalls eine
erhohte HSPA1A-Konzentration aufweisen (Abb. 54).

Eine Alterskorrelation konnte dabei weder fiir HSPA8 noch fiir HSPA1A nachgewiesen

werden (Tab. 4).
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Abbildung 54: Abhdngigkeit unterschiedlicher Todesursachen zur HSPA1lA-Konzentration
Dargestellt sind die Einzelwerte aus dem Rindenbereich des GroBRhirns. Die Werte sind logarithmisch
aufgetragen. Der Vergleich der verschiedenen Todesursachen mit der HSPA1A-Konzentartion ergibt die
hochsten Konzentrationen bei Verstorbenen mit Herzerkrankungen, Hxpoxie und chronischem Alkoholabusus.
Eine Alterskorrelation ist nicht nachzuweisen.

Tabelle 4: Tabellarische Darstellung der Analyseergebnisse der HSPA1A-Konzantration bei
verschiedenen Todesursachen. Angegeben sind die zehn héchsten Messwerte in der GroBhirnrinde. Die
Konzentrationen wurden mit der Membralyzer Software bestimmt. Zuséatzlich sind das Alter der Verstorbenen
und das Geschlecht angegeben. Die Messwerte sind in Abb. 53 graphisch dargestellt.

Probennummer Alter Geschlecht Todesursache HSPA1A-
Konzentartion
(in Jahren)
G003 76 weiblich Herzbeuteltamponade 21,28
G024 55 mannlich Herztod 20,37

L Hamoragischer Schock,
G034 30 mannlich 16,52
Alkoholabusus

L verbluten nach Herzstich,
G023 44 méannlich 14,71
Alkoholabusus

G052 56 mannlich Asphysie, Erdrosseln 10,3
G069 74 weiblich Herztod 8,66
G051 63 mannlich akuter Herztod 7,36

o morphologisch nicht geklart, V.a.
G026 72 weiblich 7,36
Intoxikation, Alkoholabusus

G078 51 weiblich Rechtsherzversagen 7,06

G036 84 weiblich globales Herzversagen 6,34
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Die Bestimmung der mtDNA-Kopien / Zelle ergab in der GroRhirnrinde in acht Fallen keine
verwertbaren Daten oder die Proben wurden aufgrund der geringen Kopienzahl (<1.000.000)
im Extrakt von der Wertung ausgenommen.

Bei der Betrachtung der Einzelwerte (Tab.5) zeigen Verstorbene mit einer Intoxikation,
chronischem Alkoholabusus, Hypoxie und Herzerkrankungen eine vermehrte mtDNA-Kopien

Anzahl pro Zelle (Abb. 55).
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Abbildung 55: Abhingigkeit unterschiedlicher Todesursachen zur Anzahl der mtDNA-Kopien /
Zelle. Dargestellt sind die Einzelwerte aus dem Rindenbereich des GroBhirns. Bei der Betrachtung der
Einzelwerte zeigten Verstorbene mit einer Intoxikation, chronischem Alkoholabusus und Hypoxie eine
vermehrte mtDNA-Kopien Anzahl pro Zelle.
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Tabelle 5: Tabellarische Darstellung der Analyseergebnisse der mtDNA-Kopien / Zelle bei
verschiedenen Todesursachen. Angegeben sind die zehn héchsten Messwerte in der GroBhirnrinde. Die
Konzentrationen wurden mittels RTg-PCR bestimmt. Zusatzlich sind das Alter der Verstorbenen und das
Geschlecht angegeben. Die Messwerte sind in Abb. 54 graphisch dargestellt.

Probennummer Alter Geschlecht Todesursache mtDNA-Kopien /
Zelle
(in Jahren)
G043 55 mannlich atypisches Erhdngen 35507,38
G071 46 mannlich Alkoholabusus 25446,94
G082 25 mannlich Intoxikation 21076,77

L Hamoragischer Schock,
G034 30 mannlich 19207,92
Alkoholabusus

G083 71 mannlich Herzmuskelinfarkt 18600,27
G078 51 weiblich Rechtsherzversagen 18030,82
G072 74 mannlich Herztod 17550,61
G073 35 mannlich Herzinfarkt 15454,55

zentrales Regulationsversagen,
G041 63 mannlich DD Vergiftung Opiate 14958,22

/Benzodiazepine

G077 32 mannlich Hypoxie 13736,23
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Eine eindeutige Aussage beziiglich des Anteils dmtDNA*"’ bei bestimmten Todesursachen
ist bei Betrachtung der Einzelwerte (Tab.6) aufgrund der zu niedrigen Fallzahlen nicht

moglich (Abb. 56).
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Abbildung 56: Abhangigkeit unterschiedlicher Todesursachen zum prozentualen Anteil an
dmtDNA*"", Dargestellt sind die Einzelwerte aus dem Rindenbereich des GroRhirns. Die Werte sind
logarithmisch aufgetragen. Eine eindeutige Aussage bezogen auf die Erhohung der dmtDNA4977 bei
bestimmten Todesursachen ist bei Betrachtung der Einzelwerte, aufgrund der zu niedrigen Fallzahlen nicht
moglich.
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Tabelle 6: Tabellarische Darstellung der Analyseergebnisse des prozentualen Anteils an
dmtDNA*’"” bei verschiedenen Todesursachen. Angegeben sind die zehn hoéchsten Messwerte in der
GroBhirnrinde. Die Konzentrationen wurden mittels RTq-PCR bestimmt. Zuséatzlich sind das Alter der
Verstorbenen und das Geschlecht angegeben. Die Messwerte sind in Abb. 55 graphisch dargestellt.

Probennummer Alter Geschlecht Todesursache dmtDNA4977

(in Jahren) (in Prozent)

G089 68 mannlich Hyperthermie 2,8053%

o morphologisch nicht geklart, V.a.
G026 72 weiblich 1,0779%
Intoxikation, Alkoholabusus

o Hypothermie. Beginnende
G021 69 weiblich 0,6952%
Leberzirrose

o zentrales Regulationsversagen,
G063 54 mannlich 0,5491%
Alkoholabusus

G096 49 mannlich Hyperthermie 0,5004%
G024 55 mannlich Herztod 0,4931%
G076 59 mannlich Herzinfarkt 0,4824%
G061 41 weiblich Rechtsherzversagen 0,4596%
G069 74 weiblich Herztod 0,3790%
G084 72 weiblich Ersticken, Bollustod 0,3535%
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4.3.5.2 Ergebnisse im Kleinhirn

Im Kleinhirn konnte in allen Proben HSPA8 und HSPA1A nachgewiesen werden. Eine
eindeutige Aussage beziiglich der HSPA8-Konzentration bei bestimmten Todesursachen
(Tab. 7) ist bei Betrachtung der Einzelwerte aufgrund der zu niedrigen Fallzahlen nicht

moglich (Abb. 57).
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Abbildung 57: Abhangigkeit unterschiedlicher Todesursachen zur HSPA8-Konzentration.
Dargestellt sind die Einzelwerte aus dem Rindenbereich des Kleinhirns. Die Werte sind logarithmisch
aufgetragen Ein erhéhter HSPA8-Gehalt ist nicht einer bestimmten Todesursache zu zuordnen.
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Tabelle 7 Tabellarische Darstellung der Analyseergebnisse der HSPA8-Konzentration bei
verschiedenen Todesursachen. Angegeben sind die zehn hochsten Messwerte in der Kleinhirnrinde. Die
Konzentration wurde mit der Membralyzer Software bestimmt. Zusatzlich sind das Alter der Verstorbenen und
das Geschlecht angegeben. Die Messwerte sind in Abb. 56 graphisch dargestellt.

Probennummer Alter Geschlecht Todesursache HSPAS-
Konzentartion
(in Jahren)
G003 76 weiblich Herzbeuteltamponade 27,73
G036 84 weiblich globales Herzversagen 27,16
G052 56 mannlich Asphysie, Erdrosseln 26,590

L Hamoragischer Schock,
G034 30 mannlich 26,03
Alkoholabusus

G047 49 mannlich Ersticken, Bollustod 26,03

G048 37 mdnnlich Herzinfarkt 24,9

o morphologisch nicht geklart, V.a.
G026 72 weiblich 24,78
Intoxikation, Alkoholabusus

G050 65 mannlich Ertrinken 21,5

o morphologisch nicht geklart, V.a.
G040 53 weiblich 21,5
Intoxikation, Alkoholabusus

o verbluten nach Herzstich,
G023 44 mannlich 20,94
Alkoholabusus
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Bei der Betrachtung der Einzelwerte (Tab. 8) ldsst sich keine eindeutige Erhéhung der

HSPA1A- Konzentration bei bestimmten Todesursachen feststellen (Abb. 58).

100
< @ Hyperthermie
k= A A
s 10 2 i
= * - ‘ .‘ Ertrinken
s ® ) A Hypoxie
8 _ A® ‘o
£= o Alkoholabusus
C ~
qE) E 1 A a B Hypothermie
Q : T T T T 1
E B 20 40 60 80 100 @ Intoxikation
E Herzerkrankungen
wv
z
= 0,1

erreichtes Lebensalter in Jahren

Abbildung 58: Abhéangigkeit der HSPAl1lA-Konzentration von unterschiedlichen
Todesursachen. Dargestellt sind die Einzelwerte aus dem Rindenbereich des Kleinhirns. Die Werte sind
logarithmisch aufgetragen Bei der Betrachtung zeigten Verstorbene mit einer Herzerkrankung, chronischem
Alkoholabusus, Hypoxie und Hyperthermie einen leicht erhéhten Level an HSPA1A.
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Tabelle 8 Tabellarische Darstellung der Analyseergebnisse der HSPA1A-Konzentration bei
verschiedenen Todesursachen. Angegeben sind die zehn hochsten Messwerte in der Kleinhirnrinde. Die
Konzentrationen wurden mit der Membralyzer Software bestimmt. Zusatzlich sind das Alter der Verstorbenen
und das Geschlecht angegeben. Die Messwerte sind in Abb. 57 graphisch dargestellt.

Probennummer Alter Geschlecht Todesursache HSPA1A-
Konzentartion
(in Jahren)
G052 56 mannlich Asphysie, Erdrosseln 12,45
G047 49 mannlich Ersticken, Bollustod 12,45
G048 37 mannlich Herzinfarkt 11,32

L Hamoragischer Schock,
G034 30 mannlich 9,96
Alkoholabusus

o morphologisch nicht geklart, V.a.
G026 72 weiblich 9,62
Intoxikation, Alkoholabusus

G051 63 mannlich akuter Herztod 9,28
G050 65 mannlich Ertrinken 9,05
G058 82 weiblich Hyperthermie, CO-Intoxikation 8,15
G003 76 weiblich Herzbeuteltamponade 7,92

o verbluten nach Herzstich,
G023 44 mannlich 7,92
Alkoholabusus

Die Bestimmung der mtDNA-Kopien / Zelle war im Kleinhirn in 17 Proben nicht moglich oder
die Proben wurden aufgrund der geringen Kopienzahl ( <1.000.000) im Extrakt von der
Wertung ausgenommen.

Bei der Betrachtung der Einzelwerte (Tab. 9) zeigen Verstorbene mit einer Herzerkrankung

und Hypoxie eine vermehrte mtDNA-Kopien Anzahl pro Zelle (Abb. 59).
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Abbildung 59: Abhingigkeit der Anzahl an mtDNA Kopien / Zelle von unterschiedlicher
Todesursachen. Dargestellt sind die Einzelwerte aus dem Rindenbereich des Kleinhirns. Bei der Einzelwerte
Betrachtung zeigten Verstorbene mit einer Herzerkrankung und Hypoxie eine vermehrte mtDNA-Kopien Anzahl
pro Zelle.
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Tabelle 9: Tabellarische Darstellung der Analyseergebnisse der mtDNA-Kopien / Zelle bei
verschiedenen Todesursachen. Angegeben sind die zehn hochsten Messwerte in der Kleinhirnrinde. Die
Konzentrationen wurden mittels RTg-PCR bestimmt. Zusatzlich sind das Alter der Verstorbenen und das
Geschlecht angegeben. Die Messwerte sind in Abb. 58 graphisch dargestellt.

Probennummer Alter Geschlecht Todesursache mtDNA-Kopien /
Zelle
(in Jahren)
G076 59 mannlich Herzinfarkt 43976,2
G016 68 mannlich Herztod 35838,2
G042 60 mannlich Herzinfarkt 25367,3

N Leberausfallkoma,
G093 74 mannlich 220231
Leberzirrose,Alkoholabusus

G058 82 weiblich Hyperthermie, CO-Intoxikation 15320,4

o morphologisch nicht geklart, V.a.
G040 53 weiblich 9567,57
Intoxikation, Alkoholabusus

G003 76 weiblich Herzbeuteltamponade 7614,87

L subakute Koronarinsuffizienz,
G044 79 mannlich 5712,03
finale Unterkiihlung

G078 51 weiblich Rechtsherzversagen 5296,86

G083 71 mdnnlich Herzmuskelinfarkt 4938,79
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7 in der Kleinhirnrinde gelang in 21 Proben nicht oder die

Die Bestimmung der dmtDNA
Proben wurden aufgrund der geringen Kopienzahl ( £1.000.000) im Extrakt von der Wertung
ausgenommen.

Der Vergleich der Einzelwerte (Tab. 10) zeigt eine Erhohung der dmtDNA*"’ bei
Verstorbenen mit Herzerkrankungen, chronischem Alkoholabusus und Hyperthermie (Abb.

60).
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Abbildung 60: Abhdngigkeit des prozentualen Anteils der dmtDNA*°"’von unterschiedlichen

Todesursachen. Dargestellt sind die Einzelwerte aus dem Rindenbereich des Kleinhirns. Die Werte sind
logarithmisch aufgetragen Personen, die an einer Herzerkrankung, Hyperthermie oder chronischem
Alkoholabusus verstorben sind, haben einen erhéhten Level an dmtDNA 4977.
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Tabelle 10: Tabellarische Darstellung der Analyseergebnisse des prozentualen Anteils an
dmtDNA*’"” bei verschiedenen Todesursachen. Angegeben sind die zehn hoéchsten Messwerte in der
Kleinhirnrinde. Die Konzentrationen wurden mittels RTg-PCR bestimmt. Zusatzlich sind das Alter der
Verstorbenen und das Geschlecht angegeben. Die Messwerte sind in Abb. 59 graphisch dargestellt.

Probennummer Alter Geschlecht Todesursache dmtDNA4977

(in Jahren) (in Prozent)

G016 68 mannlich Herztod 0,3485%

o Hypothermie. Beginnende
G021 69 weiblich 0,1008%
Leberzirrose

o zentrales Regulationsversagen,
G063 54 mannlich 0,0880%
Alkoholabusus

G089 68 mdnnlich Hyperthermie 0,0819%

L morphologisch nicht geklart, V.a.
G088 23 mannlich 0,0714%
Intoxikation, Alkoholabusus

G024 55 mdnnlich Herztod 0,0709%

morphologisch nicht geklart, V.a.
G022 47 mdnnlich Intoxikation, BAK 4,1%o, 0,0416%

Alkoholabusus

G061 41 weiblich Rechtsherzversagen 0,0367%
G096 49 mannlich Hyperthermie 0,0361%
G084 72 weiblich Ersticken, Bollustod 0,0299%
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5 Diskussion

5.1 Methodenetablierung

5.1.1 Extraktionsmethoden

Fir die Proteinextraktion wurden insgesamt sechs verschiedene Modifizierungen, die sich
alle an dem Protokoll von lkeda et al.,, 1998 und Block, 2006 mit Hilfe des fir diese
Untersuchung modifizierten Radioimmunoprecipation-Assay-Puffers (RIPA) von Block, 2006
orientieren, ausgetestet. Um die Proteine im Gewebe zu schonen, wurde zum einen die
Inkubationszeit bei der Methode E2 bei 100 °C auf funf Min. verkirzt und bei Methode E3
wurde die Zeit bei 60 °C auf eine Stunde verkirzt. Beides fiihrte zu geringeren
Proteinausbeuten. Die Inkubation auf Eis fur 15 Min. (E4) lieferte mit Abstand das
schlechteste Extraktionsergebnis. Eine Erhohung der Temperatur von 60 °C auf 80 °C fihrte
auch zu einer Verringerung der Ausbeuten. Es kann davon ausgegangen werden, dass bei 80
°C Uber die Dauer von zwei Stunden die Proteine zerstort werden, wahrend sich bei 60 °C die
Proteinextraktion aus dem Gewebe und die minimale Zerstorung derselben nahezu
angleichen.

Fiir das in Formalin fixierte Gewebe empfiehlt Ikeda et al eine SDS-Konzentration im RIPA-
Puffer von 2 % anstatt 0,1 %. Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen jedoch, dass der 0,1 %
Einsatz von SDS auch im formalinfixiertem Gewebe zu einer hheren Ausbeute an Proteinen
fihrt. Dies kann daran liegen, dass fiir diese Arbeit nicht die Puffer-Rezeptur von lkeda
(Ikeda et al., 1998) verwendet wurde, sondern die zusatzlich leicht modifizierte von Block

(Block 2006).

5.1.2 SDS-PAGE

Fir die elektrophoretische Auftrennung wurde das Mini-PROTEAN® Tetra Cell System von
BIO-RAD verwendet. Beim Giellen der Gele ist es wichtig, die richtige Balance zwischen
Lange und Dicke des Trenngels zu finden. Denn je langer und je diinner das Gel ist, desto

besser werden die Proteine aufgetrennt.
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Die Auftrennung der Proteine erfolgte in einem 10 %igen Trenngel bei 120 V und 110 mA fir
90 Min. Mit dem System von BIO-RAD lassen sich die Gele problemlos gielen ohne Gefahr
des Auslaufens des giftigen Acrylamids.

Entscheidend ist, dass immer ein Proteinmarker mitgefiihrt wird, dabei sollte darauf
geachtet werden, dass dieser durch z. B. eine Vorfarbung die Laufeigenschaften verandert

und damit nicht mehr zur GroRenabschatzung geeignet ist.

5.1.3 Coomassie-Farbung

Bei der Coomassie-Farbung handelt es sich um eine Methode durch die alle aufgetrennten
Proteine auf einem Gel angefarbt werden. In dieser Arbeit wurden vier verschiedene
Vorschriften getestet. Die Anforderungen an eine Fiarbemethode waren zum einem
moglichst umwelt- und gesundheitsschonend zu sein und zum anderen die Zeit, die fiir die
Farbung veranschlagt werden musste. Lediglich Methode drei aus dem Laborjournal erfiillte
alle Anforderungen und zudem lieferte sie auch das beste Farbeergebnis. Nachteile dieser
Methode sind die maRige Sensitivitat (20 pg Protein / ul Extrakt) und Spezifitdt. Diese

Farbung eignet sich nur zur Uberpriifung des Gellaufes und um die Probenqualitit zu priifen.

5.1.4 Western Blot

Beim Blotten werden Proteine von einem Gel auf eine adsorbierende Membran Ubertragen.
Die verwendete PVDF-Membran ist hydrophob sowie mechanisch und chemisch stabil. Ein
Nachteil ist, dass diese Membran im Gegensatz zur Nylonmembran kleine Proteinmengen
nicht vollstandig bindet. Dies kann zu falsch-negativen Ergebnissen fiihren. Ein weiterer
Nachteil dieser Methode ist, dass alle Puffer giftiges Methanol enthalten. Es wurde ein Semi-
Dry-Verfahren angewendet, so konnte der Einsatz von Methanol minimiert werden, da das
Filterpapier nur in den jeweiligen Puffern angefeuchtet wurde. Beim Aufbauen des Blots
musste darauf geachtet werden, dass sich zwischen Gel und Membran keine Luftblasen
befinden, damit es an dieser Stelle nicht zu einer Ubertragung der Proteine kommen wiirde.

Die Ubertragungsdauer von hier ca. 90 Min. ist abhingig von der GroRe der Proteine.
AnschlieBend kann der Blot mit Hilfe der Amidoschwarz-Farbung angefarbt werden, wobei

bedacht werden muss, dass diese Farbung irreversibel ist.
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Eine weitere und signifikantere Nachweismoglichkeit ist die Immunodetektion mittels
spezifischer Antikorper. Wichtig fir die Genauigkeit dieser Methode ist die Spezifitat der
verwendeten Antikdrper. Um die Sensitivitdit noch zu steigern, wurde das Zweischritt-
Verfahren angewendet. Hier bindet zundchst ein unmarkierter hochspezifischer
Primadrantikérper an das Antigen und wird dann in einer zweiten Reaktion mit einem
enzymmarkierten Sekundarantikorper gekoppelt. In einer letzten Reaktion wird das Protein
detektiert, indem ein Substrat dazugegeben wird. Dies wird von dem Enzym unter
Farbentwicklung umgesetzt und die Proteinbanden so angefdarbt. Ein Nachteil dieser
Methode ist, dass das Substrat lichtempfindlich ist. Es wurden zunachst drei
Primarantikorper verwendet, wobei es sich bei anti-HSP und anti-HSC/HSP um monoklonale
und bei anti-HSC um einen polyklonalen Antikérper handelte. Da alle drei Antikdrper die
gleich Sensitivitat zeigten, der Kombiantikdrper monoklonal war und damit Zeit, Geld und
Proteinmateriel gespart werden konnten, wurde fiir die Untersuchungen nur der
Kombiantikorper verwendet.

Mit diesem Antikorper ist HSPA8 (HSC70) bis zu einer Konzentration von 20 pg / pl und
HSPA1A (HSP70) bis zu einer Konzentration von 30 pg / ul mit der Membralyzer Software
(Version 2.5.1) noch gut zu analysieren. Die Software kann Konzentrationen von

0,16 pg/ ul detektieren, das limitierende an dieser Methode ist der Western Blot und die
dazugehorige Immundetektion. Dennoch ist diese Software sensitiver als alle kommerziell

erhaltlichen Verfahren (Modrow et al., noch nicht veroffentlicht)
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5.2 Formalinstudie

5.2.1 Eigenschaften von Formalin

Formalin ist das am haufigsten verwendete Fixierungsmittel in der medizinischen Praxis und
Forschung, da es die Gewebestruktur gut erhélt und kaum zu Schrumpfung der Gewebe
fihrt. FUr diese Arbeit war vorgesehen Gewebe zu nutzen, die in der Gewebebank des
Instituts fir Rechtsmedizin in Kiel Gber Jahrzehnte gesammelt wurden. Ein Vorteil ware
gewesen, bestimmte gut beschriebene Erkrankungen und Todesursachen untersuchen zu
konnen. Da Formaldehyd ein proteinvernetzendes Fixativ ist (Lang 2006) war vor Beginn
dieser Arbeit in einer systematischen Studie zu kldaren, ob die Fixierung und die
Fixierungsdauer der Gewebe Einfluss auf die Untersuchungsergebnisse hat. Damit sollte
gewadhrleistet werden, dass keine falsch-negativen bzw. falschlich zu niedrigen Ergebnisse
generiert werden. Daflir wurden insgesamt 148 Proben aus dem GroBhirn und Kleinhirn von

sechs Verstorbenen untersucht (siehe 3.3).

5.2.2 Proteinanalytik

Aus allen Proben wurden Proteine isoliert, und anschlieRend photometrisch die
Gesamtproteinkonzentration bestimmt. Dabei zeigte sich, dass diese proportional zur
Inkubationszeit in Formalin abnimmt. Nach drei Monaten Formalinfixierung war die
Gesamtproteinmenge im GroBhirn um 77 % und im Kleinhirn um 72 % gesunken. Um
methodische Fehler zu minimieren, wurden vier unabhéangige Extraktionen durchgefiihrt und
auch die Bestimmung der Gesamtproteinkonzentration erfolgte aus diesem Grund in
Doppelbestimmung.

Fir die Abnahme der Gesamtproteinkonzentration mit zunehmender Inkubationszeit in
Formalin wurde sowohl fir das GroBhirn als auch fir das Kleinhirn eine hohe Signifikanz
ermittelt. Alle Proben wurden zusatzlich immunhistochemisch und mittels des Western Blots
untersucht. Hierflir wurden nur bei den eingefrorenen Proben verwertbare Ergebnisse
erzielt. Alle Proben, die Formalin fixiert waren, lieferten keine zuverldssigen Ergebnisse
beziiglich der Konzentration an HSPA8 und HSPA1A. Dies kann an der geringeren
Gesamtproteinkonzentration liegen, da fiir die Untersuchung immer eine Konzentration von
100 pg /ul eingesetzt wurde und in den meisten Formalinproben Konzentrationen von

weniger als 100 pg /ul ermittelt wurden. Deshalb ist davon auszugehen, dass zu wenig
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HSPAS8 und HSPA1A in der Probe enthalten ist. Daflir spricht auch, dass die Stressproteine
unter physiologischen Bedingungen nur zu 5 % (Feige et al., 1994) an der
Gesamtproteinmenge einer Zelle beteiligt sind. Unter Stressbedingungen kdnnen sie auf
15 % hoch reguliert werden (Lindquist et al., 1988, Welch 1993).

Aus den gefrorenen Proben konnten durchschnittlich 178 pg /ul (GH) / 162 pg /ul (KH)
Gesamtprotein isoliert werden. Nach einer Stunde Formalinfixierung lag der Wert in beiden
Gehirnbereichen unter 100 pg /ul. Nach langerer Inkubationszeit wurden zum Teil
Gesamtproteinkonzentrationen von unter 30 ug /ul isoliert. Da die Nachweisgrenze des
Western Blot bei 30 pg /ul fiir den Nachweis von HSPA8 und HSPA1A liegt, konnte dies ein
Grund dafiir sein, weshalb die quantitative Bestimmung nicht erfolgreich war.

Zudem ist Formalin ein proteinvernetzendes Fixativ, das die Proteine so verandert, dass die
Epitode flir die Antikorper nicht mehr erreichbar sind und ein Nachweis mittels
Immunodetektion aus diesem Grund nicht mehr moglich ist. Beim immunhistochemischen
Nachweis dagegen ist es moglich, durch Hitze induzierte Antigen-Demaskierung (engl. Heat-
induced antigen retrieval, Abk. HIAR) die Epitope wieder frei zulegen, so dass die Antikorper
binden kénnen (Shi et al., 1991). Wie die Ergebnisse dieser Arbeit jedoch zeigen, ist die
Proteinvernetzung durch Formalin nach langerer (> eine Woche) Inkubation nicht vollstandig
reversibel, so dass die Ergebnisse zunehmend falsch-negativ ausfallen (Abb. 22 und 23).
Trotz Anwendung der sensitiven ABC-Methode wurden nach drei Monaten Formalinfixierung
in 58,3 % der Gewebeschnitte sowohl im GroBhirngewebe als auch im Kleinhirngewebe
falsch-negative Ergebnisse generiert. Dies zeigt, dass auch der immunhistochemische
Nachweis bei langer fixierten Geweben keine verldsslichen Ergebnisse liefert (Preusse-
Prange et al., noch nicht veroffentlicht)

Alle in der Literatur beschriebenen (lkeda et al., 1998, Kroll et al., 2008, Fowler et al., 2007)
und kommerzielle erhéltlichen (Qproteome FFPE Tissue Kit, QIAGEN) Extraktionsmethoden
beziehen sich auf Gewebe, die meist nur 18 Stunden maximal 24 Stunden in Formalin fixiert
wurden. Entsprechend kann davon ausgegangen werden, dass in diesen Studien langere
Fixierungszeiten bei den Untersuchungen nicht bericksichtigt wurden. Und die
Proteinextraktion mit einer der zitierten Methoden bei denen in dieser Arbeit verwendeten
Formalinproben mit einer maximalen Fixierungszeit von drei Monaten ebenfalls nicht die

gewlinschten Resultate geliefert hatten.
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5.2.2 DNA-Analysen

In dieser Studie wurde neben dem Einfluss des Formalins auf die Proteinanalytik auch die
Wirkung auf die DNA untersucht. Um methodische Fehler zu minimieren, wurden alle
quantitativen DNA-Analysen in Dreifach-Bestimmung durchgefihrt.

In 147 der 148 Gewebeproben wurde nDNA nachgewiesen. Es zeigte sich, dass auch die
Konzentration an nDNA in den Proben proportional zur Formalininkubationszeit abnimmt.
Nach einer dreimonatigen Inkubation der Gewebe kommt es im GroBhirn zu einer

97,5 %igen und im Kleinhirn zu einer 86,3 %igen Abnahme der nDNA-Konzentration im Eluat.
Bei der quantitativen Bestimmung der mtDNA-Kopien in einer Zelle wurden in 142 Proben
und beim Nachweis der mitochondrialen 4977bp Deletion in 118 der DNA-Extrakte
verwertbare Ergebnisse erzielt. Bei der Auswertung aller mtDNA-Analysen (Formalin- und
Pilotstudie) wurden nur Ergebnisse vorz  1.00.000 Kopien mtDNA in einem Extrakt und
einem prozentualen Wert > 0,0001 % fir die 4977bp Deletion der mtDNA berlicksichtigt.
Damit ist gewadhrleistet, dass falsch-negative Ergebnisse nicht in die Auswertung einflieRen,
da eine Anzahl von weniger als 1.000.000 Kopien nicht ausreicht, um eine Deletion mit einen
prozentualen Wert von 0,0001 % zu detektieren.

Es zeigte sich, dass auch die Anzahl an mtDNA-Kopien in einer Zelle proportional zur
Formalininkubationszeit abnimmt. Nach drei Monaten Formalinfixierung wurden im
GroBhirn mit 570 mtDNA-Kopien /Zelle lediglich 3,7 % und im Kleinhirn mit 3065,15 mtDNA-
Kopien /Zelle nur 17,1 % der urspriinglichen Kopienzahl nachgewiesen.

4977

Der prozentuale Anteil der dmtDNA an der mtDNA nimmt mit langerer Inkubation der

Gewebe in Formalin proportional ab, jedoch deutlich starker als die mtDNA-Kopien / Zelle.

4977

Dies bedeutet, dass die Relation zwischen den mtDNA-Kopien / Zelle und dmtDNA nicht

mehr stimmt und sich fir den prozentualen Anteil an dmtDNA*"’

zu niedrige Werte
ergeben. Dadurch sind keine Rickschlisse beziglich des Ausmalles an Schadigung der
mtDNA im Gewebe moglich.

Bei allen DNA-Analysen kann der Riickgang bezogen auf die Inkubationzeit als signifikant
gewertet werden (P-Value-Werte Tab.13). Formalin flihrt nicht nur zu Protein-Protein-
Vernetzungen, vielmehr fihrt es auch zu einer Protein-DNA-Quervernetzung. Bei langerer

Lagerung der Gewebe in Formalin und durch Sonnenlicht kann es zusatzlich zur Bildung von

Ameisensaure kommen, welche die DNA hydrolysiert (Lang 2006).

111



Diskussion

Wie die Ergebnisse dieser Arbeit und anderer Arbeitsgruppen (Savioz et al., 1997, Legrand et
al., 2002, Gilbert et al., 2007, Fowler et al., 2007) zeigen, wird es mit ldngerer Fixierungszeit
immer schwieriger, nicht degradierte DNA zu isolieren. Es ist aber noch mdglich. Jedoch ist
die Quantitdt und Qualitdt gegeniber den nicht behandelten Proben deutlich geringer, so
dass die erhaltenen Werte stark verfalscht sind und keine Aussage beziglich der realen DNA-
Konzentrationen in den Geweben getroffen werden kann.

977 an der mtDNA im Mittel in

In der Abbildung 28 ist der prozentuale Anteil der dmtDNA
den einzelnen Geweben dargestellt. Es fallt auf, dass die Werte im Bereich zwischen 1
Stunde und 12 Stunden stark schwanken. Wenn davon ausgegangen wird, dass Formalin
eine Eindringgeschwindigkeit von 1 mm / Std. (Lang 2006), wurde bei den verwendeten
Gewebestlicke (ca. 11 x 11 mm) eine vollstédndige Fixierung erst nach 12 Stunden erreicht. Es
ist moglich, dass beim Zuschnitt der Gewebe (1 Std. - 10 Std.) zum Teil Bereiche ausgewahlt
wurden, die noch nicht fixiert und in denen die DNA noch nicht geschadigt war. Folglich
wurden héhere Konzentrationen als in den anderen Geweben ermittelt.

Da die genaue Fixierungsdauer der Proben aus der Gewebebank nicht bekannt war und
zusatzlich ungepuffertes Formalin verwendet wurde, wurden in dieser Arbeit nur unfixierte
Gewebe fir die weiteren Untersuchungen verwendet, die bei -80°C bis zur Analyse
eingefrorenen waren.

AbschlieBend ist zu sagen, dass bei der Analyse von formalinfixiertem Gewebe die
Fixierungsdauer sowie die Konzentration der Fixierldsung nicht auRer Acht gelassen werden
dirfen (Ferrer et al., 2007) und alle erzielten Ergebnisse kritisch hinterfragt werden missen.
Ferner sollte darauf geachtet werden, dass nur gleichbehandelte Proben (Fixierungszeit und

Konzentration) verwendet werden.

5.3 Altersabhangigkeit

In dieser Arbeit wurden das GroBhirn und das Kleinhirn Verstorbener verschiedener
Altersstufen untersucht, genauer die nervenzellreiche graue Substanz (Rinde) und die weiRe
Substanz, die Uberwiegend aus Nervenfasern besteht. Diese Schichten konnten
makroskopisch gut unterschieden werden, wodurch der Zuschnitt der Gewebeproben

erleichtert wurde.
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5.3.1 Proteinanalyse

Die Bildung von Stressproteinen und deren Funktion ist eng gekoppelt mit dem Uberleben
der Zelle; speziell die Mitglieder der HSPA-Familie. Besonders das im Cytoplasma konstitutiv
vorkommende HSPAS (friher HSC70) und das induzierbare HSPA1A (friher HSP70) spielen
hier eine entscheidende Rolle (Landry et al., 1982, Li et al.,, 1982, Johnston et al., 1988,
Riabowol et al., 1988). Unter physiologischen Bedingungen erfillt HSPA8 seine zahlreichen
Chaperon-Funktionen und unter Stressbedingungen verhindert es die Aggregation von
Proteinen (Lindquist et al., 1988, Bukau et al., 2006). Da HSPA1A unter

physiologischen Bedingungen nur in geringen Mengen gebildet wird, kann dessen vermehrte
Bildung als Indikator fur Zellstress genutzt werden (Calderwood et al., 2008, Schmitt et al.,
2007).

Aus diesem Grund wurde aus allen Proben Gesamtprotein extrahiert und in jeder Probe der
Gehalt an HSPA8 und HSPA1A bestimmt. Dabei fiel auf, dass nur in den 200 Rindenproben
des Grof3- und Kleinhirns die beiden Proteine mittels des Western Blot quantitativ
nachgewiesen wurden. Aufgrund der zelluldren Struktur der Markbereiche ist davon
auszugehen, dass eventuell vorhandene Stressproteine nur in Konzentrationen vorliegen, die
unterhalb der Nachweisgrenze des Analysesystems (Western Blot und Membralyzer
Software) liegen. Im GroBhirn wurde im Mittel eine HSPA8-Konzentration von
9,46 ug Protein / ul Extrakt und im Kleinhirn mit einer mittleren Konzentration von 13,7 ug
HSPAS8 / ul Extrakt gut 31 % mehr detektiert.

Dies spricht dafir, dass das Chaperonsystem im Kleinhirn unter physiologischen
Bedingungen ausgepragter ist als im GroBhirn, da die Konzentration an konstitutivem
Protein deutlich hoher ist. Da das Kleinhirn essentielle Prozesse wie den Herzschlag, den
Atemreflex und die Muskelbewegungen steuert, sollten die Schutzmechanismen
entsprechend starker ausgebildet sein.

Gegen eine Vermehrung aufgrund eines Zellstresses spricht, dass die Mengen der
induzierten Form in beiden Gehirnbereichen etwa gleich sind. Ferner entspricht der Wert
des HSPA1A einem Anteil von 2,6 % an der Gesamtproteinmenge im GroRRhirn bzw. 2,7 % im
Kleinhirn den Mengen an induzierten Stressproteinen, die in der Literatur beschrieben sind
(Di Domenico et al., 2010, Glnther et al., 1994, Feige et al., 1994).

Es zeigte sich, dass in den beiden untersuchten Gehirnbereichen die Konzentration an

HSPA8 mit steigendem Alter proportional zunimmt. Diese ist sowohl im GroBhirn mit einem
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P-Value von 7,249 x 10 als auch im Kleinhirn (P-Value von 1,448 x 10'31) als

hochsignifikant zu werten. Fir das induzierte Protein wurden im GroBhirn und Kleinhirn im

Mittel mit 5,31 pug / pl und 5,35 pg / ul nahezu identische Konzentrationen detektiert. Auch
hier ergeben sich bezogen auf die Korrelation zwischen der HSPA1A-Konzentration und dem
erreichten Lebensalter der Verstorbenen Werte, die als hochsignifikant einzustufen sind.

Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen, dass die Konzentrationen der beiden untersuchten
Stressproteine mit steigendem Lebensalter zunehmen. In verschieden Veroffentlichungen
wurden unterschiedliche Gewebe wie z. B. Serum / Lymphozyten (Jin et al., 2004),
Skelettmuskel (Locke 2000) und Herz (Locke et al., 1996) auf eine Korrelation zwischen der
Stressantwort und dem Alter der Individuen hin untersucht. Im Gegensatz zu den
Ergebnissen dieser Arbeit wurde in allen untersuchten Geweben aus den Studien eine
Abnahme mit steigendem Alter nachgewiesen. Da das Gehirn als zentrales Steuerorgan des
Korpers fungiert, ist es nicht auszuschlieRen, dass es auch im Alter durch Mechanismen
(Stressantwort) geschiitzt ist, die in anderen Organen mit zunehmendem Alter an
Funktionalitat verlieren. Zudem konnten u. a. (Calabrese et al.,, 2002) dokumentieren, das
die Hitzeschockproteine eine wichtige Rolle bei der Differenzierung neuronaler Zellen
spielen. Dafiir spricht auch, dass es bei Menschen, bei denen die Mitglieder der HSPA-
Familie im Gehirn ihre Chaperon-Funktion nicht richtig ausfiihren, zur Ausbildung
verschiedener neurodegenerativer Erkrankungen wie z. B. Alzheimer oder Morbus Parkinson
kommt (Calabrese et al., 2007). Da aber nicht alle dlteren Menschen an diesen Krankheiten
leiden, muss der Schutz im Gehirn auch im Alter weiter aufrechterhalten werden.
Stressproteine, besonders die Mitglieder der HSPA-Familie, haben generell eine
neuroprotektive Funktion im menschlichen Gehirn (Kelly et al.,, 2002). Weitere
Untersuchungen in diese Richtung wiéren sinnvoll, um die Unterschiede in den

verschiedenen Geweben zu verifizieren.
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5.3.2 DNA-Analyse

5.3.2.1 nDNA

Im Rahmen dieser Arbeit wurde mittels quantitativer Realtime-PCR die Konzentration an
nuklarer DNA in den Proben ermittelt. Dabei wurde in allen untersuchten Proben aus dem
Markbereich des Kleinhirns nDNA isoliert. Bei neun Proben (sechs GroRhirn, zwei Kleinhirn)
aus dem Rindenbereich und einer Probe aus dem Markbereich des GroBhirns konnte
dagegen keine nDNA nachgewiesen werden. Diese zehn Proben wurden bei der Beurteilung
aller DNA-Analyse Ergebnisse nicht bericksichtigt.

Wie die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen, kommt es in allen untersuchten Gehirnbereichen zu
einem Anstieg der nDNA-Konzentration mit steigendem Alter. Bei der statistischen
Betrachtung ergeben sich fir alle Gehirnbereiche P-Value-Werte mit einer Korrelation
zwischen der nDNA-Konzentration und dem erreichten Lebensalter der Verstorbenen, die als
hochsignifikant zu werten sind.

Dabei kénnen methodische Griinde fiir diesen altersbedingten Anstieg ausgeschlossen
werden. Die Sammlung der Proben erfolgte chronologisch, nach der vom Institut
vergebenen, fortlaufenden Sektionsnummer. So wurden immer die Proben der letzten zwolf
Obduktionen zusammen extrahiert. Entsprechend gab es gemischte Altersverteilungen.
Zudem war das Lebensalter wahrend der Aufarbeitung nicht bekannt. So konnte ein
personlicher Bias z. B., dass bei dlteren Verstorbenen und unbewusst mehr Gewebe
entnommen wurde, vermieden werden.

Ein moglicher Grund fur die Zunahme der nDNA-Konzentration kdnnte sein, dass altere
neuronale Zellen ausgepragtere DNA-Reparatur-Mechanismen haben und geschadigte DNA
eher repariert und die Zelle nicht abgebaut wird, dies wiederum fihrt zu einem Anstieg der
Zellzahl. Dadurch ist die Zellzahl in einer bestimmten Menge an Gewebe héher und somit
auch der Gehalt an DNA. Wéahrend jlingere neuronale Zelle dazu neigen, eher die Zellen mit
der geschadigten DNA abzubauen, da die Reparatur-Mechanismen noch nicht so ausgebildet

sind (Romero et al., 2003, Geller et al., 2001).
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5.3.2.2 mtDNA / dmtDNA*"’

Neben der nDNA wurden in der vorliegenden Arbeit auch die Anzahl an

mtDNA-Kopien / Zelle und die Kopienanzahl mit der 4977 bp Deletion der mtDNA mit Hilfe
einer Duplex-Realtime-PCR bestimmt. In allen untersuchten Proben mit Ausnahme einer
Probe aus dem Kleinhirnrindenbereich wurde mitochondriale DNA nachgewiesen.

Die 4977 bp Deletion der mtDNA wurde in drei der untersuchten Bereiche (GroRhirnrinde,
GrofRRhirn und Kleinhirn Mark) in 48 % - 69 % der Proben nachgewiesen, im Rindenbereich
des Kleinhirns fand sich lediglich in 39 % der Proben dmtDNA*"’. Da das Kleinhirn nur ca.
10 % des Gehirnvolumens einnimmt, aber in ihm ca. 50 % der Gehirnneurone lokalisiert sind,
misste der Energiebedarf sehr hoch sein. Somit ware zu erwarten, dass im Kleinhirn ein
hoher Gehalt an mtDNA sowie eine starke Schidigung, d.h. eine hohe dmtDNA*""’
Konzentration, nachgewiesen wird.

Es zeigte sich, dass die Anzahl an mtDNA-Kopien in einer Zelle in der GroBhirnrinde im Alter

marginal zurilickgeht und in der Kleinhirnrinde dagegen ansteigt. In den Mark-Bereichen

ergibt sich ein gegensatzliches Bild.

Wenn die Anzahl an mtDNA-Kopien /Zelle und der prozentuale Anteil an dmtDNA*"’
zusammen betrachtet werden, fallt auf, dass in der GroRhirnrinde im Alter kein Anstieg an
mtDNA-Kopien / Zelle zu verzeichnen ist und dieser Gewebebereich den hochsten
prozentualen Anteil an dmtDNA*"7 (0,24 %) aufweist. In der Kleinhirnrinde zeigt sich das
umgekehrte Bild. Diese Ergebnisse lassen darauf schlieRen, dass in der Kleinhirnrinde zum
Schutz des Gewebes im Alter mehr mtDNA gebildet wird, um so die Schadigungen durch
Deletionen zu kompensieren. Dies scheint in der GroRRhirnrinde nicht der Fall zu sein (Reynier
et al.,, 1995).

Die in dieser Arbeit gefundene Korrelation zwischen dem erreichten Lebensalter der

77 an der Gesamt-mtDNA des

Verstorbenen und dem prozentuale Anteil an dmtDNA
Gehirns steht mit Ergebnisse aus anderen Arbeitsgruppen in Einklang, die diesen
Zusammenhang auch in anderen Geweben gefunden haben (von Wurmb-Schwark et al.,
2010, Meissner et al., 1999, Lee et al., 1994).

So konnten Li et al. (Li et al., 2006) beobachten, dass es ab dem 20. Lebensjahr i. d. R. zu
einem Anstieg der Menge an spezifisch deletierter mtDNA kommt. Der Anstieg ist zu diesem

Zeitpunkt bereits im Skelettmuskel nachweisbar und kann bei einem Alter von Uber 70
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Jahren einen Prozentsatz von bis zu 0,14 % und mehr erreichen (Meissner et al., 1997,
Corral-Debrinski et al., 1992).

Es bestehen Unterschiede beziglich der Deletionsrate in den verschiedenen Gehirnarealen.
So lassen sich im Putamen und der Substantia nigra hohe Mengen nachweisen, wahrend das
Gewebe des Kleinhirns nur geringe Deletionsraten aufweist. Dies steht mdglicherweise in
Zusammenhang mit der metabolischen Aktivitdt des jeweiligen Gehirnbereichs (Arnheim et
al., 1992, Schwark et al., 1998).

Desweiteren weisen auch die graue und die weille Substanz Unterschiede im prozentualen
Anteil an dmtDNA*"’ auf. Soong et al., konnten nachweisen, dass die graue Substanz eine
hohere Deletionsrate aufweist als die weille. Somit wird davon ausgegangen, dass die
Mutationen nicht in den Nervenfasern, sondern in den Nervenzellen auftreten. Da nur die
graue Substanz Perikaryen in groBer Anzahl enthalt, wahrend die weiRe Substanz keine hat.
In den Perikaryen findet eine ausgepragte Proteinbiosynthese statt und somit kommen auch
die Mitochondrien (Energielieferanten) in hoher Anzahl vor (Trepel 2008).

AbschlieBend ist zu sagen, dass zwischen dem Lebensalter und den verschiedenen

untersuchten Parametern der DNA eine signifikante Korrelation besteht.

5.4 Korrelation zwischen dem prozentualen Anteil an dmtDNA*"’

und der Konzentration an HSPA8 / HSPA1A unter Beriicksichtigung

der Todesursache

In der rechtsmedizinischen Praxis hat die Untersuchung von Proteinen als Biomarker bei
bestimmten Fragestellungen wie z. B. bei der Wundalterbestimmung oder bei der
Todesursachenkldarung an Bedeutung zugenommen. Aus diesem Grund wurden in dieser
Arbeit zusatzlich zu der mtDNA und der 4977 bp Deletion der mtDNA auch die beiden
Stressproteinen HSPA8 und HSPA1A als Indikatoren fir Zellstress ausgewahlt. Ferner sollte in
diesem Zusammenhang gekldrt werden, ob ein Anstieg der Hitzeschockproteine eine
Schadigung der Zelle verhindert?

Um zu untersuchen, ob eine Korrelation zwischen dem prozentualen Anteil an dmtDNA®"’
und der Konzentration an HSPA8 / HSPA1A in Zusammenhang mit der Todesursache besteht,

wurden nur die Ergebnisse aus den Rindenbereichen herangezogen, da im Mark keine

Stressproteine nachweisbar waren.
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Laut eines Berichts des Statistischen Bundesamtes vom 23.09.2011 war im Jahre 2010 die
hdufigste Todesursache mit 41,1 % in Deutschland eine Erkrankung des Herz-
Kreislaufsystems. Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen diesbeziiglich ein dhnliches Bild. Bei
Betrachtung der jeweils zehn hochsten Werte (insgesamt 39 Proben) jedes untersuchten
Parameters zeigt sich, dass 38 % der Verstorbenen in Folge einer einer Herzerkrankung, 13 %
aufgrund einer Hypoxie, 10 % an einer Hyperthermie und 8 % nach einer Intoxikation
verstorben sind. Ferner fiel auf, dass bei 23 % der untersuchten Verstorbenen mit einem
oder mehr erhéhten Parametern ein chronischer Alkoholabusus vorlag. Da es sich um ein
forensisches Probenkollektiv handelt, bei dem statistisch betrachtet, der Prozentsatz an
unnatirlichen Todesarten Uberwiegt, sind die Ergebnisse nicht ohne Weiteres auf die
deutsche Gesamtbevolkerung ibertragbar. Bezogen auf forensische Fragestellungen handelt
es sich jedoch um eine Normalverteilung.

Ferner ist aus den Werten ersichtlich, dass wenn die mtDNA-Kopien in einer Zelle erhoht

sind, der prozentuale Anteil an dmtDNA*"’

vermindert ist. Lediglich in zwei Proben war dies
nicht zutreffend. Die beiden Personen (G016 / G076, siehe Tab. ) sind an einer Erkrankung
des Herzes verstorben und waren beide tGber 50 Jahre alt. Nicht nur bei diesen beiden
Proben, sondern auch bei Uber der Halfte der Proben darf das relativ hohe Lebensalter (im
Mittel 57 Jahre) bei der Beurteilung der Ergebnisse fur die 4977 bp Deletion nicht auBer Acht
gelassen werden. Die hochsten Werte fiir die Deletion im GroRhirn wurde in den Proben
G089 (Hyperthermie) und G026 (Alkoholabusus) ermittelt. Wahrend fur Probe G089 nur 317
Kopien an Wildtyp mtDNA und fir Probe G026 2314 Kopien nachgewiesen wurden. Diese
Ergebnisse zeigen, dass ein niedriger Wert fiir die Deletion nicht heilen muss, dass die Zellen
keinem Zellestress ausgesetzt waren. Aus diesem Grund ist es sinnvoll die Ergebnisse der
Deletion immer mit denen der Wildtyp mtDNA-Kopien in Beziehung zu setzen, da Schaden in
den Geweben (vor allem im Kleinhirn) durch eine erhéhte Anzahl an mtDNA in den Zellen
kompensiert werden kénnten (Bai et al., 2005). Hinsichtlich der untersuchten Stressproteine
HSPA8 und HSPA1A wurde festgestellt, dass in 61 % der Fille, in den erhéhte Proteinwerte
gemessen wurden, beide Stressproteine erhoht waren. Dabei war kein Unterschied zwischen
dem GroRBhirn und dem Kleinhirn festzustellen. Ferner wurde kein Unterschied zwischen den
beiden Proteinen festgestellt. Es zeigte sich aber, dass bei 39 % der Proben neben den

4977

Stressproteinen mindestens ein weiterer Parameter (mtDNA oder dmtDNA™"’) erhoht war.
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Bezogen auf die Todesursachen und die vier untersuchten Parameter wurde festgestellt,
dass bei Herzerkrankungen, chronischem Alkoholabusus, Hypoxie und Hyperthermie alle
Parameter im Mittel erhoht sind. Da das Probenkontingent nur eine beschrankte
Probenanzahl und eine hohe Variabilitat in Bezug auf die Todesursachen aufwies, waren
Untersuchungen  mit  weiterfihrenden  Fragestellungen  bzw. mit  groReren
Probenkontingenten sinnvoll.

Da in der Literatur noch keine Untersuchung beschrieben ist, in der alle vier Parameter
gleichzeitig untersucht wurden, gibt es keine Referenzwerte fiir die Ergebnisse dieser Arbeit.
Als erste ihrer Art weist sie eine Beziehung zwischen mtDNA und den Stressproteinen nach.
Die Erkenntnisse dieser Arbeit, d.h. die Korrelation zwischen den vier Parametern, besonders

77 sollten in weiteren

jedoch die Beziehung zwischen den Proteinen und der dmtDNA
Studien zur Verifizierung der Ergebnisse genauer untersucht werden. Auf die Frage, ob sich
die ausgewahlten Stressproteine als Biomarker in der Forensik eignen, kann geantwortet
werden, dass die Untersuchung dieser Proteine zusatzliche wertvolle Erkenntnisse
hinsichtlich der Todesursache liefert und so der Todesursachenermittlung dienlich sein kann.
Da die dmtDNA*"" in der Regel als Langzeitfolge bei chronischen Erkrankungen
(> 6 Stunden) auftritt und die Stressproteine als Teil der angeborenen Immunreaktion sofort
reagieren (0 —6 Stunden) (Munk 2000) kdnnte eine Untersuchung der beiden Parameter

Aufschluss dariber geben, ob es sich um eine akute Stresssituation handelte oder eine

chronische.
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6 Zusammenfassung

Die Stressproteinsynthese gilt als eine der relevanten zellularen Antworten auf Stressoren.
Die HSP wirken der Zellschadigung durch Fehlfaltung oder Aggregation der Proteine
entgegen, indem sie sich an diese binden und das Protein wieder in seine urspriingliche
Form zurickfihren oder dafiir Sorge tragen, dass falsch gefaltete Proteine abgebaut werden
(Munk 2000). Diese sogenannte Chaperonfunktion ist charakteristisch fiir die Mitglieder der
HSPA-Familie.

Auch der Erhalt der genetischen Information ist fiir das Uberleben der Zelle wichtig.

Hier existieren diverse spezifische DNA-Reparaturmechanismen, die allerdings keinen
absoluten Schutz vor Schadigungen bieten. So entstehen verschiedene DNA-Verdanderungen,
die als Marker fiir zellspezifischen Stress angesehen werden kénnen. Davon ist insbesondere
die mitochondriale DNA betroffen.

In der Arbeit wurde untersucht, inwieweit ein Einfluss verschiedener, potentiell schadlicher
Faktoren auf der Protein-Ebene und der genetischen Ebene nachzuweisen ist. Es stellte sich
die Frage, ob bestimmte Veranderungen in einem forensischen Kontext z. B. zur Kldarung der
Todesursache eingesetzt werden kdnnen.

Mit denen im ersten Teil der Arbeit etablierten und validierten Proteinanalysemethoden
standen adaquate Nachweismethoden fiir die bestmdgliche qualitative und quantitative
Analyse der beiden Proteine HSPAS8 (konstitutive Form) und HSPA1A (induzierte Form) zur
Verfiigung. Im Weiteren wurden diese neu etablierten Methoden auf ihre Eignung fiir die
weiteren Analysen getestet. Daraus entwickelte sich die Fragestellung, inwieweit die
Ergebnisse aus frischem Material identisch mit denen aus formalinfixierten Geweben sind
oder ob es durch die Fixierung zu verfadlschten Ergebnissen kommt?

Um dies zu klaren, wurden insgesamt 148 Proben mit verschiedenen Inkubationszeiten
untersucht. Es zeigte sich, dass die Dauer der Formalinfixierung einen erheblichen Einfluss
auf die Untersuchungsergebnisse hat. Bei der Gesamtproteinmenge kam es zu einer
Abnahme von bis zu 77 % nach drei Monaten Fixierung. Im histologischen Schnitt war
dhnlich wie bei der Gesamtproteinmenge zu beobachten, dass die Nachweisbarkeit der
Proteine proportional zur Fixierungsdauer abnahm. Das gleiche Bild zeigte sich fir die drei

4977

genetischen Parameter (nDNA, mtDNA und dmtDNA™""). Alle Werte nahmen proportional
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zur Fixierungsdauer ab. Dies verdeutlicht, welchen starken Einfluss Formalin auf die
Ergebnisse hat und dass bei der Analyse von formalinfixiertem Gewebe die Fixierungsdauer
sowie die Konzentration der Fixierlésung nicht auller Acht gelassen werden darf (Ferrer et
al., 2007). Ferner sollten alle Ergebnisse kritisch in Hinblick auf eventuell zu niedrige
Messwert als Folge der Formalinfixierung hinterfragt werden.

Die Resultate aus dem zweiten Teil fihrten dazu, dass im dritten Teil der Arbeit, der
Pilotstudie, nur bei -80°C eingefrorenes, unfixiertes Gewebe fiir die Untersuchungen
verwendet wurde. Aus der forensischen Praxis wurden hierfiir 100 Gewebeproben (GroRhirn
und Kleinhirn) analysiert. Dabei lag das Hauptaugenmerk auf der Frage, inwieweit
verschiedene &uBere Faktoren wie z.B. Hitze, Kalte und Sauerstoffmangel, die auch
todesursachlich sein kdnnen, einen direkten Einfluss auf die genannten Makromolekile im
Hirngewebe haben? AuRerdem sollte geklart werden, ob spezifische Abweichungen wie die
Expression von Stressproteinen oder die Akkumulation mitochondrialer Verdnderungen als
Zellmarker fur diese Stressoren angesehen werden kénnen?

Im Rahmen dieser Studie wurde fir alle untersuchten MessgrofRen eine signifikante
Korrelation mit dem Alter festgestellt, d.h. sowohl die beiden Proteine HSPA8 und HSPA1A,
als auch die genetischen Marker nDNA, Wildtyp mtDNA und der prozentualle Anteil der 4977
bp Deletion an der gesamten mtDNA nehmen mit steigendem erreichten Lebensalter zu.

Bei der Betrachtung der vier Parameter bezlglich der Todesursache zeigten sich in Fallen mit
Herzerkrankungen, chronischem Alkoholabusus, Hypoxie und Hyperthermie signifikant
héhere Werte als bei anderen Todesursachen.

4977

Da erstmals die Untersuchung von nDNA, mtDNA, dmtDNA und den beiden

Stressproteinen gleichzeitig erfolgte, finden sich keine Referenzwerte in der Literatur. Die
Ergebnisse dieser Arbeit zeigen, dass die ausgewihlten Stressproteine und die dmtDNA*?"’
als Biomarker in der Forensik geeignet sind, da die Untersuchung zusatzliche Erkenntnisse
hinsichtlich der Todesursache liefern kénnen. Die Ergebnisse aus dieser Arbeit konnen somit

bei der Todesursachenermittlung dienlich sein. Zur Komplettierung der Ergebnisse sollten

weitere Studien angeschlossen werden.
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7 Summary

The stress protein synthesis is one of the most important cellular responses to stressors.
Specific stress proteins (HSP for heat shock protein) counteract cell damage caused by
misfolding or aggregation of proteins by binding to them so that the protein is able to switch
back to its original form or could be neutralized by degradation (Munk 2000). This so-called
chaperone function is characteristic of the members of the HSPA family. Along with the
preservation of the genetic information it is essentiell for the survival of the cell. There are
several specific DNA repair mechanisms which, however, do not provide total protection
against damage. This leads to DNA alterations which may be regarded as a marker for cell-
specific stress. In particularthe mitochondrial DNA is more effected of these stressors
because of the loss of most of these repair mechanisms.

The aim of this study was to analyze the influence of different, potentially harmful factors
on the protein and the genetic level. It raised the question whether certain changes can be
used as an indicator to clarify the cause of death in forensic contexts. The first part was to
develop and validate an analytical method to detect the proteins adequatically. It could be
proofed that these methods were the most efficient qualitative and quantitative analysis for
the detection of HSPAS (constitutive form) and HSPA1A (induced form).

In addition these newly-established methods are tested for their suitability for further
analysis. The aim of this study was to proof if the results of fresh material are identical to
those of formalin-fixed tissues or if a degradation could be verified. The results show an
significant association of the lack of the protein concentration in the tissue and the duration
of formalin fixation (up to 77% lack after three months incubation). These results could be
confirmed using histochemically methods.

The same picture emerged for the three genetic parameters (nDNA, mtDNA and
dmtDNA4977). All values decreased proportionally to the period of fixation. This illustrates
the huge influence that formalinhas on the results and that the analysis of formalin tissue
fixation duration and concentration of fixative should not be ignored (Ferrer et al., 2007).
Additionally, all results are critically analyzed. This meant that in the third part of the work,
only unfixed tissues stored at -80 °C were used for this pilot study. An amount of 100

samples (cerebrum and cerebellum), collected during the forensic routine procedures, were
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analyzed. It was the main question how many different factors, including death causing
factors such as heat, cold or lack of oxygen, have an direct influence on the mentioned
macromolecules in brain tissues.

It should also be clarified whether specific changes such as the expression of stress proteins
or the accumulation of mitochondrial changes as a cell marker can be considered for these
stressors? This study shows a significant correlation between the investigated parameters
and the lifespan of the deceased persons.

l.e. both the two proteins HSPA8 and HSPA1A, as well as the genetic markers nDNA, wild
type mtDNA and the percental amount of the 4977 bp deletion at the total mtDNA increase
with increasing Lifespan of the deceased persons. All four parameters show an significant
increase related to causes of death such as heart disease .. in comparison to other causes of
death. Cases with heart disease, chronic alcohol abuse, hypoxia and hyperthermia were
significantly higher than for other causes of death. It's the first time all these four
parameters (nDNA, mtDNA, dmtDNA**"’and the two stress proteins) were investigated and
related to each other. There are no reference values available in the literature. This study

4977 could be used as a

demonstrates that the selected two stress proteins and the dmtDNA
valuable biomarkers in forensic caseworks especially regarding additional information
regarding the cause of death. The findings can be used in determining the cause of death as

a supporting tool. To verify and validate these results further studies should follow up.
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8 Ausblick

Da das Probenkontingent, das fir die Pilotstudie zur Verfligung stand, nur eine beschrankte
Probenanzahl und eine hohe Variabilitdt in Bezug auf die Todesursachen aufwies, ware es
sinnvoll anschlieBende Untersuchungen mit ergidnzenden Fragestellungen bzw. mit
Probenkontingenten in denen alle Todesursachen ungefdahr gleich haufig auftreten,
durchzufiihren . So kdnnte eine hohere statistische Signifikanz erzielt werden.

Zusatzlich sollte auch ein besonderes Augenmerk auf die eventuell bestehende Korrelation
von dmtDNA*"" und mtDNA-Kopien zur Konzentration an konstitutivem und induziertem
Stressprotein gelegt werden.

Bezliglich der Zunahme der beiden Stressproteine mit steigendem Alter und der
widersprichlichen Ergebnisse aus der Literatur sollte eine Vergleichsstudie durchgefihrt
werden, in der neben Gehirngewebe andere Gewebe z. B. von Niere, Herz und Blut mit den
gleichen Methoden untersucht werden. Dabei sollte darauf geachtet werden, dass fir jede
Altersgruppe die gleiche Anzahl an zu untersuchenden Personen gewahlt wird.

Ferner sollte anhand eines grofReren Kollektivs von Proben von Verstorbenen mit
Herzkreislauferkrankungen, Hypoxie und chronischem Alkoholismus die Korrelation

zwischen den vier Parametern genauer untersucht werden.
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9 Anhang

9.1 Abkiirzungsverzeichnis

%

°C
Hg
pl

A
Abb.
AG
AK
APS
ATP
BLAST
bp

bzw.

Ca.
DMSO
DNA
DNTP

et al.

HE-Farbung
Hsc

HSP

kDa

M

Prozent

Grad Celsius

Mikrogramm

Mikroliter

Adenin

Abbildung

Antigen

Antikorper
Ammoniumpersulfat
Adenosin Triphosphat

»Basic Local Alignment Search Tool“
Basenpaare

beziehungsweise

Cytosin

zirka

Dimethylsulfoxid
Desoxyribonucleinacid (saure)
Didesoxynukleotidtriphosphat
et alteri

Femtogramm

Gramm

Guanin

Stunde

Hamotoxylin-Eosin Farbung
Heat shock cognate (constitutive)
Hitzeschockprotein

Kilo Dalton

molar

125



Anhang

mA Milliampere

maennl. mannlich

MgCl2 Magnesiumchlorid

Min. Min.

mitoch. mitochondrial

ml Milliliter

mol Mol

mtDNA mitochondriale DNA

NCBI ,National Center for Biotechnology Information”
nDNA nukledre DNA

ng Nanogramm

PCR Polymerasechainreaction (Polymerasekettenreaktion)
pg Pikogramm

rfu relative Fluoreszenzeinheiten
RIPA radioimmunoprecipation assay
rmp rotation per minute

Sek. Sekunde

sog. so genannte

spp Subspezies

STR Short tandem repeat

T Thymin

Tab. Tabelle

TBE Tris-Borat-EDTA-Puffer

TBS Tris/HCI-NaCl-Puffer

TE Tris/HCI-EDTA-Puffer

TEMED Tetramethylethylendiamin
TMAC Tetramethylamoniumchlorid
TRIS Trishydroxymethylaminomethan

TRIS-HCL Tris-(hydroxymethyl)-aminomethanhydrochlorid

TTBS Tris/HCI-NaCl-Puffer
U Uracil
u. a. und ahnliche
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u. a. unter anderem

uv Ultraviolettes-Licht
\Y Volt

weibl. weiblich

z. B. zum Beispiel

9.2 Reagenzien und Chemikalien

6-Aminohexansaure, ROTH

Albumin Fraktion V, ROTH

Amidoschwarz, ROTH

Ammoniumpersulfat (APS), MERCK

Ammoniumsulfat, MERCK

Brilliant Blau R250, SERVA

Bromphenolblau, SERVA

Dimethylsulfoxid (DMSO), QBIOGENE
DNA-Exitus-Plus™; AppliChem GmbH

DNA-Extraktion: Spin Tissue mini, STRATEC Molecular GmbH
dNTPs Mix 2,5 mM each, BIOLINE

EDTA, Fermentas

Essigsaure (100 %, Eisessig), MERCK

Ethanol (99 % Ethylalkohol) rein, J.T. BAKER

Ethanol (99 % Ethylalkohol) vergilt, BUFA CHEMIKALIEN GmbH
Formaldehyd (37 %), ROTH

Formalin 4,5 %, BUFA CHEMIKALIEN GmbH

Glycerol, MERCK

Glycin, MERCK

Hamalaun, ROTH

HCL, MERCK

HPLC Wasser, J.T.BAKER

Immolase DNA-Ploymerase (5 u / ul), BIOLINE
ImmuChem Immunhistochemistry (IHC) Kit, BIOCHAIN
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ImmunoBuffer 10 x, BIOLINE

B-Mercaptoethanol, MERCK

Methanol, ROTH

MgCl2 (50 mM), BIOLINE

Milchpulver, ROTH
N,N.N°,N’-Tetramethylethylendianin (TEMED), SERVA
Natriumcarbonat, MERCK

Natriumchlorid, MERCK

Natriumcitrat, MERCK

Natriumdesoxycholat, ROTH

Natriumhydroxid, MERCK

Natriumorthovanadat, APPLICHEM
Natriumthiosulfat-Pentahydrat, MERCK
o-Phosphorsaure, ROTH

Phenylmethylsulfonylfluorid (PMSF), ROTH

Precision Plus Protein™ Dual Xtra, BIO RAD™
Primarantikérper Anti HSC70, STRESSMARQ
Primédrantikorper Anti HSP70 (Klone: C92F3A-5), STRESSMARQ
Primarantikorper Anti HSP70/HSC70 (Klone: N27F3-4), STRESSMARQ
Primer del L35/H45, FAM markiert; BIOMERS

Primer Telo 98 F, BIOMERS

Primer Telo 98 R, BIOMERS

Primer wt L15/H16, FAM markiert; BIOMERS
2-Propanol, ROTH

ProteoBlock™ Protease Inhibitor Cocktail, FERMENTAS
Roti®-Blue 5 x Konzentrat, ROTH

Roti’-Mark 10-150 PLUS, ROTH

Roti®-QUANT universal, ROTH

Roticlear®, ROTH

Rotiphorese® 10 x SDS-PAGE, ROTH

Rotiphorese® Gel 30 (37,5 : 1), ROTH

SDS, FLUKA
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Sekundar-Antikérper Anti-Mouse, PROMEGA
Sekundar-Antikorper Anti-Rabbit, PROMEGA
Silbernitrat, MERCK

Sonde del, VIC markiert; BIOMERS

Sonde telo, NED markiert; BIOMERS

Sonde wt, FAM markiert; BIOMERS
TE-Puffer (Tris-HCl Lsg., EDTA, Aqua dest.)
Tris - Base, Serva

Tris-HCL, ROTH

Triton X 100, ROTH

Tween 20, MERCK

Wasserstoffperoxid, Merck

Western Blue®, PROMEGA

Zitronensaure, MERCK

9.3 Verbrauchsmaterialien und Gerate

Acer Aspire 5940 G

Adhasive qPCR — Folie, SARSTEDT

Applied Biosystems™ 7300 RT-PCR System, LIFE TECHNOLOGIES
Axio Cam HR, ZEISS

Axio Vision Rel.4.5 Software, ZEISS

Axiophot (Fotomikroskop), ZEISS

Centrifuge 5424, EPPENDORF AG

DNA/RNA UV-Cleaner UVC/T-M-AR, G. KISKER GBR PRODUKTE FUR DIE BIOTECHNOLOGIE
EBU —4000; C.B.S. SCIENTIFIC CO.

Einmalpipette (Plastik), 5 ml; ROTH

Elektrophoresis Power Supply ST 304, GIBCO BRL
Farbeeinsatze, ROTH

Feuchtekammer, LKB BROMMA

Filterpapier, ROTH

Glaskiivetten, ROTH
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Glasplatten, BIORAD

Heraeus Multifuge X1R, THERMO SCIENTIFIC

Kuhlplatte Kryofix, Enovit

Homogenisator, 2 ml; SCHMIDT LABORBEDARF GMBH
Major Science MP — 500 V; BIOSTEP®

Mikroskop, ZEISS

Mikrowelle 800, SEVERIN

Mini Protean® Glass Plates Short Plates; Bio RAD™

Mini Protean® Glass Plates Spacer Plates (1 mm Spacer); Bio RAD™
Mini Protean® Tetra Cell; Bio RAD™

Minizentrifuge, Sprout™; G. KISKER GBR PRODUKTE FUR DIE BIOTECHNOLOGIE
Objekttrager Super Frost Plus (beschichtet), MENZEL
Petrischale 90 mm (Plastik); MERCK

Photometer smart Spec plus, BIO-RAD

Pinzetten, ROTH

Pipetten (verschiedene GroRRen), EPPENDORF

Pipetten (verschiedene GroRRen), ROTH

Pipettenspitzen (verschiedene GroRen), BIOZYM
Pipettenspitzen, gestopft (verschiedene GrofRen), BIOZYM
Plastikkivetten, ROTH

Plastikkassetten, KABE Labortechnik
Prazisionswischtiicher, Kimtech Science, KIMBERLY-CLARK® WORLDWIDE INC.
PVDF-Membran; ROTH

Reaktionsgefalle 0,5 ml; SARSTEDT AG & CO.
Reaktionsgefafle 1,5 ml, SARSTEDT AG & CO
Reaktionsgefadfle 2,0 ml, SARSTEDT AG & CO

Scanner CanoScan4400F, CANON

Schlittenmirkotom, JUNG

Schraubverschluss-Réhrchen, 15 ml; GREINER BIO-ONE
Schraubverschluss-Réhrchen, 50 ml; GREINER BIO-ONE
Schuttler 3015, GFL

Einmalskalpelle, FEATHER
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Smart SPEC 3000 Cuvette, Quartz, 1,4 ml; BIORAD

THERMO-FAST® 96 PCR Detection Plate, THERMO SCIENTIFIC

Thermomixer comfort; EPPENDORF AG

Thermoschiittler 5436, EPPENDORF

Ultraschallbad Elmasonic one; ELMA® HANS SCHMIDBAUER GMBH & CO KG
Vortex Genie 2™, BENDER UND HOBEIN AG

Waage KB 360-3N,KERN

Waage, SATORIUS

Zentrifuge 5415; Eppendorf AG

Zentrifuge, Micro Centrifuge, 6000 rpm; Carl Roth GmbH & Co. KG

9.4 Puffer und Losungen fiir die Proteinanalyse

9.4.1 Puffer fiir die Extraktion

9.4.1.1 Radioimmunoprecipation assay — Puffer (RIPA-Puffer), 200 ml

10 mM Tris-HCL pH 7,4 20 ml

0,15 M Nacl 1,7532 ¢
0,1% SDS 0,2¢g

1%  Triton X 100 2ml

1%  Natriumdesoxycholat 2 g oder 2 ml
1 mM Na-Orthovanadat 3,678 ¢g

mit aq. dest auf 200 ml auffiillen
PMSF 5,7 ulin 1 ml RIPA-Puffer pipetieren

(17,4 mg lésen in 1 ml Isopropanol)

9.4.1.2 Tris-HCI-Puffer (10mM, pH 7,4)

Tris M=157,6 g / mol
157,6gin1ll=1M
15,76 gin1l=0,1 M
1,576 gin 100ml=0,1 M
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fiir 100 ml, 1,576 g abwiegen, in 90 ml I6sen und mit HCI auf pH 7,4 einstellen anschlieRend

mit ag. dest auf 100 ml auffillen.

9.4.2 Puffer fiir die SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese
9.4.2.1 Sammelgelpuffer pH 6,8 0,5 M Tris-HCI

Tris — Base 6g

60 ml aqg. dest

» pH-Wert mit HCl auf 6,8 einstellen und auf 100 ml auffiillen
» bei 4 °Cim Kiihlschrank lagern

9.4.2.2 Trenngelpuffer pH 8,8 1,5 M Tris-HCI

Tris — Base 54,45¢g
150 ml aq. dest
» pH-Wert mit HCl auf 8,8 einstellen und auf 300 ml auffiillen

» bei 4 °Cim Kuhlschrank lagern

9.4.2.3 Denaturierungspuffer

(62,5 mM Tris-HCI, pH 6,8; 20 % Glycerol; 2 % SDS; 5 % 8-Mercaptoethanol)

Destilliertes Wasser 3,0 ml
Sammelgelpuffer (0,5M) pH 6,8 1,0 ml
Glycerol (pur) 1,6 ml
10 % SDS 1,6 ml
B-mercaptoethanol 0,4 ml
0,5 % Bromphenolblau 04 ml
8 mi

P In Aliquots (1 ml) eingefroren bei — 20 °C lagern.

132



9.4.2.4 Herstellung SDS-PAGE Losung
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Tabelle 11: Pipettierschema fiir zwei 9,5cm x 9,5cm Gele.

Sammelgel Trenngel
Gelkonzentration 4% 10%
30% Acrylamid/Bisacrylamid 0,65 ml 3,3ml
(Mischungsverhiltnis 37,5 : 1)
A.dest. 3,05 ml 4,1 ml
Sammelgelpuffer 1,25 ml
Trenngelpuffer 2,5 ml
10 % SDS 0,05 ml 0,1 ml
10% APS 25 ul 50 ul
TEMED 5l 5l
Gesamt 5ml 10ml
9.4.3 Coomassie-Farbung
9.4.3.1 Farbevorschrift Roti Blue (Roth)
Fixierlosung (100 ml)
Wasser 79 ml
o-Phosphorsaure 85% 1ml
Methanol 20 ml
Farbeldsung (100 ml)
Wasser 60 ml
Methanol 20 ml
Roti-Blue 20 ml
Entfarber/Waschlésung (100 ml)
Wasser 75 ml
Methanol 25 ml
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Stabilisierungslosung (100 ml)

20 g Ammoniumsulfat in 100 ml Wasser I6sen

Glycerinlosung (100 ml)

Glycerin 99,5 % 10 ml
Ethanol, vergillt (99,9 %) 20 ml
Wasser 70 ml

9.4.3.2 Farbevorschrift Roti Blue (Roth), modifiziert

Fixierlésung (100 ml)

Wasser 79 ml
o-Phosphorsaure 85% 1ml
Isopropanol 20 ml

Farbel6sung (100 ml)

Wasser 60 ml
Isopropanol 20 ml
Roti-Blue 20 ml

Entfarber/Waschlésung (100 ml)
Wasser 75 ml

Isopropanol 25 ml

Stabilisierungslésung (100 ml)

20 g Ammoniumsulfat in 100 ml Wasser |6sen

Glycerinlosung (100 ml)

Glycerin 99,5 % 10 ml
Ethanol, vergallt (99,9 %) 20 ml
Wasser 70 ml
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9.4.3.3 Farbevorschrift aus dem Laborjournal 2003, modifiziert

Farbelosung (100 ml)

Wasser 45 ml
Isopropanol 25 ml
Essigsaure (100%) 10 ml
Roti-Blue 20 ml

Entfarber (100 ml)

10%ige Essigsaure (pur)

(aus 10 ml Eisessig und 90 ml Wasser)
Waschlosung (100 ml)

Wasser

9.4.3.4 Farbevorschrift der Firma Serva

Fixierlosung

Wasser 50 ml
Essigsaure (100%) 10 ml
Ethanol, vergallt (99,9 %) 40 ml

Stocklosung |
0,2 % Brilliant Blau R 250 in 90 % Ethanol (vergillt)
(100 mg Brilliant Blau R 250 in 50 ml 90 %-igem Ethanol, vergillt)

Stocklosung I

Wasser 80 ml
Essigsaure (100%) 20 ml
Entfarber |

Entspricht der Fixierlosung
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Entfarber I

Wasser 70 ml
Essigsdure (100%) 10 ml
Ethanol, vergallt (99,9 %) 20 ml

9.4.4 Silberfarbung nach Blum et al., 1987 modifiziert von Lerch, 2001

Fixierlosung
40 % Ethanol, vergallt 400 ml
10 %Essigsaure 100 ml

0,5 ml/l Formaldehyd (37 %) 5 ml
aq. dest 500 ml

Waschlosung
Wasser 500 ml
Ethanol, vergallt (99,9 % ) 500 ml

Sensibilisierunglosung
0,02 % Natriumthiosulfat 200 mg
ad 1000 ml aq. dest

Silberlosung
0,2% Silbernitrat 2g
Formaldehyd (37 %) 0,75ml

ad 1000ml ag. dest

Entwicklerlésung

5% Natriumcarbonat 60 g
0,04% Formalin (37%ige Losung) 0,5ml
0,0005 % Natriumthiosulfat 4mg

ad 1000ml aqg. dest
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Stopplosung
1% Glycin 10g
ad 1000ml aq. Dest

9.4.5 Puffer fiir den Semi-Dry-Blot

9.4.5.1 Anodenpuffer I (fiir 500 ml)

30 mM Tris — Base 1,82¢g
ad 400 ml aqg. dest
20 % Methanol 100 ml

9.4.5.2 Anodenpuffer Il (fiir 500 ml)

300mM Tris - Base 18,2g
ad 400 ml aqg. dest
20 % Methanol 100 ml

9.4.5.3 Kathodenpuffer (fiir 500 ml)

25 mM Tris-Base 151¢g
40 mM Aminohexansdure 2,6g
0,0 1% SDS 0,5 ml (einer 10 % Stocklosung)

ad 400 ml A.dest
20 % Methanol 100 ml

9.4.6 Amidoschwarzfarbung

9.4.6.1Fdrbeldsung

Isopropanol 25 ml
Essigsaure (100 %) 10 ml
A.dest 65 ml
Amidoschwarz 0,1 ml
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9.4.6.2 Entfarber

Isopropanol 25 ml
Essigsaure (100 %) 10 ml
A.dest 65 ml

9.4.7 Immundetektion

9.4.7.1 Blockierlosung (fiir 100 ml)

4 % Milchpulver 4g
TTBS 100 ml

9.4.7.2 10x TBS (fiir 500 ml)

1 M Tris - Base ,pH 7,5 60,57 g
1,5 M NaCl 43,83 g
ad 500ml aq. dest

9.4.7.3 1 x TTBS (fiir 500 ml)

1x TBS 50 ml (10xTBS)

0,1% Tween 20 500 ul (100% Tween 20)

ad 500ml aqg. dest

9.4.7.4 Ansatz Primarantikérper

o 1:1500
. Endvolumen 18 mli
. 0,012ml (12pl) AK + 17,988ml Blocking-solution

9.4.7.5 Ansatz Sekundarantikorper

° 1:7500
° Endvolumen 22,5 ml
° 0,003 ml (3 ul) AK + 22,497 ml TTBS
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9.4.8 Puffer fiir die Immunhistochemie

9.4.8.1 Zitratpuffer (pH 6,0)

Stammldsung A: Zitronensaure 2,101 g in 100 ml ag. dest l6sen
Stammldsung B: Natriumcitrat 5,882g in 200 ml aq. dest I6sen

Gebrauchslosung: 4,5 ml Losung A + 20,5 ml Losung B auf 250 ml mit ag. dest auffiillen.

Vier Wochen im Kuhlschrank haltbar.

9.4.8.2 TBS — Puffer (pH 7,4)

Tris — Base dg
Tris — HCL 34,25g
NacCl 439¢g

Mit aqg. dest auf 5 | auffillen und den pH-Wert auf 7,4 einstellen
9.5 Temperaturprofile

9.5.1 Dehydrierungsprogramm des Shandon, Hypercenter XP (Thermo

Scientific)
Losung Dauer Wiederholung ‘
Ethanol 70 % 1 Std. 1x
Ethanol 70 % 2 Std. 1x
Ethanol 96 % 2 Std 2 x
Ethanol absolut 1,5 Std. 1x
Ethanol absolut 2 Std. 1x
Ethanol absolut 2,5 Std. 1x
Xylol 1,5 Std. 1x
Xylol 2 Std. 1x
Xylol 2,5 Std. 1x
Paraffin 2 Std. 2x
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9.5.2 PCR Programm RT-qPCR nDNA
Temperaturprofil fir RT-gPCR nukledrer DNA. Die Messung erfolgt bei 60 °C.

Zyklen Temperatur Zeit

1x 50 °C 10 Sek.

1x 95 °C 10 Min.

95 °C 30 Sek.
40 x

60 °C 1 Min.

9.5.3 PCR Programm RT-qPCR mtDNA
Temperaturprofil fir RT-gPCR mitochondrialer DNA. Die Messung erfolgt bei 72 °C.

Zyklen Temperatur Zeit

1x 95 °C 10 Min.

94 °C 1 Min.

40 x 55°C 1 Min.

72 °C 2 Min.

9.6 PCR Reaktionsansatze

9.6.1 Reaktionsansatz fiir nukledre DNA fiir eine Probe (2 pl DNA Einsatz)

Reagenz eingesetztes Volumen (pl)

Aqua bidest 13,93
Immobuffer 2,50
dNTPs 2,00
Primer Mix (1:4) 2,00
DMSO 2,00
Magnesiumchlorid 1,00
Telo Sonde (1:10)* 0,75
Immolase 0,20
DNA Probe 2,00
gesamt 25,00

*NED - markiert
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9.6.2 Reaktionsansatz fiir mtDNA und dmtDNA*’ fiir eine Probe (2 pl DNA

Einsatz)
Reagenz eingesetztes Volumen (pl)

Agua bidest 12,80
Immobuffer 2,50
dNTPs 2,00
Wildtyp Primer (pur) 0,50
Deletions-Primer (pur) 2,00
DMSO 1,00
Magnesiumchlorid 0,75
Wildtyp Sonde (1:10) * 0,625
Deletions-Sonde (1:20) ** 0,625
Immolase 0,20

DNA Probe 2,00
gesamt 25,00

* FAM — markiert; **VIC - markiert
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9.7 Tabellen

9.7.1 Daten der Pilotstudie

Anhang

Tabelle 12: Probendaten. Aufgefiihrt sind das Alter der Verstorbenen, das Geschlecht und
Todesursache.
Proben- Geschlecht Alter Todesursache
nummer
G001 mannlich 27 Drogenabusus
G002 mannlich 57 Herzinfakt
G003 weiblich 76 Herzbeuteltamponade
G004 mannlich 69 Multiorganversagen
G005 weiblich 73 morphologisch nicht geklart, bekannte Herz- und Niereninsuffizienz
G006 weiblich 39 morphologisch nicht geklart, Herztod?, V.a. Intoxikation
G007 mannlich 25 Hyperthermie, Verkehrsunfall
G008 mannlich 81 morphologisch nicht geklart, eventl. Nierenversagen
G009 mannlich 66 Ertrinken, alkoholisiert
G010 weiblich 71 Herztod
G011 weiblich 39 Herzbeutel Tamponade
G012 weiblich 75 Hyperthermie, CO-Intoxikation
G013 mannlich 73 akute eitrige Pankreatitis, Herztod
G014 weiblich 68 Bauchfellentziindung
G015 weiblich 87 globale Herzinsuffizienz
G016 mannlich 68 Herztod
G017 weiblich 48 Hypoxie, Bollustod, alkoholisiert
G018 weiblich 53 Ertrinken
G019 weiblich 83 Hypothermie
G020 mannlich 50 akuter Herzinfakt
G021 weiblich 69 Hypothermie. Beginnende Leberzirrose
G022 mannlich 47 morphologisch nicht geklart, V.a. Intoxikation, BAK 4,1%.,
Alkoholiker
G023 mannlich 44 verbluten nach Herzstich, Alkoholiker
G024 mannlich 55 Herztod
G025 mannlich 54 Rechtsherzversagen, Rektumkarzinom
G026 weiblich 72 morphologisch nicht geklart, V.a. Intoxikation, Alkoholiker
G027 mannlich 72 Ertrinken
G028 mannlich 21 akuter Blutverlust, Beckentrauma, vom PKW (iberrollt, alkoholisiert
G029 mannlich 43 Herzmuskelinfakt
G030 weiblich 66 morphologisch nicht geklart, V.a. Intoxikation
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G031 weiblich 47 Hypoxie, Asthma, Lebertumor

G032 mannlich 61 morphologisch nicht geklart

G033 weiblich 72 Hamoragischer Schock, 2 Aortenrupturen, Sprung aus gr. Héhe

G034 mannlich 30 Hamoragischer Schock, Alkoholiker

G035 mannlich 19 Verkehrsunfall, Fraktur des 3. Halswirbelkorpers

G036 weiblich 84 globale Herziversagen, Herzmuskelmassenvermehrung

G037 weiblich 60 frischer Herzinfakt

G038 mannlich 70 morphologisch nicht geklart, V.a. Herztod / Intoxikation

G039 weiblich 44 Verbluten

G040 weiblich 53 morphologisch nicht geklart, V.a. Intoxikation, Alkoholiker

G041 mannlich 63 zentrales Regulationsversagen, DD Vergiftung Opiate
/Benzodiazepine

G042 mannlich 66 Herzinfakt

G043 mannlich 55 atypisches Erhangen

G044 mannlich 79 subakute Koronarinsuffizienz, finale Unterkiihlung

G045 mannlich 40 Pneumonie

G046 mannlich 54 morphologisch nicht geklart, V.a. Intoxikation

G047 mannlich 49 Ersticken, Bollustod

G048 mannlich 37 Herzinfakt

G049 mannlich 89 Gastrointestinalblutung

G050 mannlich 65 Ertrinken

G051 mannlich 63 akuter Herztod

G052 mannlich 56 Asphysie, Erdrosseln

G053 weiblich 74 Kardiorespiratorisches Versagen, Bronchitis

G054 mannlich 60 morphologisch nicht geklart, V.a. Intoxikation

G055 weiblich 77 Kardiorespiratorisches Versagen

G056 mannlich 60 Pneumonie

G057 weiblich 61 akuter Herztod

G058 weiblich 82 Hyperthermie, CO-Intoxikation

G059 weiblich 58 Verbluten

G060 mannlich 78 Bauchschuss

G061 weiblich 41 Rechtsherzversagen

G062 mannlich 60 Herzinfakt

G063 mannlich 54 zentrales Regulationsversagen, Alkoholiker

G064 mannlich 62 Ertrinken

G065 mannlich 44 Hypoxie

G066 mannlich 24 morphologisch nicht geklart, V.a. Intoxikation

G067 mannlich 47 morphologisch nicht geklart, Alkoholiker, epileptische Anfélle

G068 mannlich 78 Verbluten

G069 weiblich 74 Herztod
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G070 weiblich 78 Verbluten

G071 mannlich 46 Alkoholabusus

G072 mannlich 74 Herztod

G073 mannlich 35 Herzinfakt

G074 weiblich 88 zentrales Regulationsversagen, Sepsis
G075 weiblich 47 Hirnbasisaterienaneurysma

G076 mannlich 59 Herzinfakt

G077 mannlich 32 Hypoxie

G078 weiblich 51 Rechtsherzversagen

G079 mannlich 57 zentrales Regulationsversagen, Insulinintoxikation
G080 mannlich 52 Herzmuskelinfakt, Diabetes mellitus
G081 weiblich 81 intracerebrale Blutungen

G082 mannlich 25 Intoxikation

G083 mannlich 71 Herzmuskel Reinfakt

G084 weiblich 72 Ersticken, Bollustod

G085 mannlich 65 Verbluten nach Messerstich
G086 mannlich 36 Hyperthermie

G087 mannlich 72 morphologisch nicht geklart, cerebrale Ateriosklerose
G088 mannlich 23 morphologisch nicht geklart, V.a. Intoxikation, Alkoholiker
G089 mannlich 68 Hyperthermie

G090 weiblich 58 Linksherzversagen

G091 mannlich 46 Herzinfakt

G092 mannlich 81 Lungenentziindung

G093 mannlich 74 Leberausfallkoma, Leberzirrose
G094 weiblich 65 Verbluten

G095 mannlich 45 Herztod

G096 mannlich 49 Hyperthermie

G097 weiblich 58 Herzrythmusstérungen, Erfrieren
G098 mannlich 5 morphologisch nicht geklart, Bronchitis
G099 mannlich 30 Stichverletzung

G100 weiblich 53 akuter Herztod
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Tabelle 13:Die berechneten Werte des Mann-Whitney-U Tests. Mithilfe des Mann-Whitney-U Tests
lasst sich eine Hypothesenentscheidung treffen. Hierzu wird der p-Wert errechnet, das heilt, ob die
Nullhypothese angenommen oder abgelehnt werden kann. Es werden zwei Hypothesen aufgestellt: eine
Nullhypothese (Fragestellung) und eine Alternativhypothese (Verneinung der Fragestellung). Die Berechnung
erfolgte mit Hilfe von elegans.som.vcu.edu [http://elegans.som.vcu.edu/~leon/stats/utest.html, Stand:
22.03.2012].

Wertepaarung P-Value < angenommenes Signifikanzlevel
nDNA Rinde GH vs. nDNA Mark GH 0,244 0,05
nDNA Rinde KH vs. nDNA Mark KH 0,856 0,05
nDNA Rinde GH vs. nDNA Rinde KH 0,362 0,05
nDNA Mark GH vs. nDNA Mark KH 0,468 0,05
nDNA Rinde GH m vs. nDNA Rinde GH w 0,5819 0,05
nDNA Rinde KH m vs. nDNA Rinde KH w 0,2062 0,05
nDNA Mark GH m vs. nDNA Mark GH w 0,3261 0,05
nDNA Mark KH m vs. nDNA Mark KH w 0,2565 0,05
nDNA Rinde GH vs. Lebensalter 3,75E-09 0,05
nDNA Rinde KH vs. Lebensalter 7,93E-05 0,05
nDNA Mark GH vs. Lebensalter 1,38E-14 0,05
nDNA Mark KH vs. Lebensalter 1,38E-15 0,05
mtDNA Rinde GH vs. mtDNA Mark GH 1,12E-05 0,05
mtDNA Rinde KH vs. mtDNA Mark KH 0,05 0,05
mtDNA Rinde GH vs. mtDNA Rinde KH 2,38E-08 0,05
mtDNA Mark GH vs. mtDNA Mark KH 0,56 0,05
mtDNA Rinde GH m vs. mtDNA Rinde GH w 1,00 0,05
mtDNA Rinde KH m vs. mtDNA Rinde KH w 0,88 0,05
mtDNA Mark GH m vs. mtDNA Mark GH w 0,98 0,05
mtDNA Mark KH m vs. mtDNA Mark KH w 0,98 0,05
dmtDNA4977 Rinde GH m vs. dmtDNA4977 Rinde GH w 0,14 0,05
dmtDNA4977 Rinde KH m vs. dmtDNA4977 Rinde KH w 0,17 0,05
dmtDNA4977 Mark GH m vs. dmtDNA4977 Mark GH w 0,44 0,05
dmtDNA4977 Mark KH m vs. dmtDNA4977 Mark KH w 0,85 0,05
dmtDNA4977 Rinde GH vs. Lebensalter 5,03E-32 0,05
dmtDNA4977 Rinde KH vs. Lebensalter 3,21E-30 0,05
dmtDNA4977 Mark GH vs. Lebensalter 2,43E-33 0,05
dmtDNA4977 Mark KH vs. Lebensalter 5,37E-34 0,05
dmtDNA4977 Rinde GH w vs. Lebensalter 6,21E-12 0,05
dmtDNA4977 Rinde KH w vs. Lebensalter 1,33E-09 0,05
dmtDNA4977 Rinde GH m vs. Lebensalter 3,47E-21 0,05
dmtDNA4977 Rinde KH m vs. Lebensalter 7,21E-20 0,05
dmtDNA4977 Mark GH w vs. Lebensalter 2,92E-13 0,05
dmtDNA4977 Mark KH w vs. Lebensalter 6,27E-13 0,05
dmtDNA4977 Mark GH m vs. Lebensalter 1,63E-21 0,05
dmtDNA4977 Mark KH m vs. Lebensalter 1,67E-22 0,05
HSPA8 GH m vs. HSPA8 GH w 0,1449 0,05
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HSPA8 KH m vs. HSPA8 KH w 0,269 0,05
HSPAS8 GH vs. Lebensalter 7,25E-33 0,05
HSPAS KH vs. Lebensalter 1,45E-31 0,05
HSPA1A GH m vs. HSPA1A GH w 3,35E-02 0,05
HSPA1A KH m vs. HSPA1A KH w 0,1077 0,05
HSPA1A GH vs. Lebensalter 8,87E-34 0,05
HSPA1A KH vs. Lebensalter 9,70E-34 0,05
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Tabelle 14: Endwerte (nDNA, mtDNA und dmtDNA*?"’

GroBhirngewebe (Rinde).

) fiir die Auswertung im

Probennr. Gewebe nDNA Anzahl Mtdna-Kopien dmtDNA"®”"

(ng/pl) der Zellen Pro Zelle in%

G001 GroRhirn 138 229917 3603 0,0000
G002 GroRBhirn 165 274222 62 1,0943
G003 GroBhirn 80 133833 5455 0,0007
G004 GroRBhirn 42 69667 8421 0,0015
G005 GroBhirn 42 69667 6914 0,0353
G006 GroRhirn 20 32958 8722 0,0000
G007 GroRhirn 82 136375 3935 0,0019
G008 GroRhirn 59 98208 1541 0,0000
G009 GroRhirn 34 55958 337 0,1252
G010 GroRBhirn 20 33500 16816 0,3554
G011 GroRBhirn 260 433625 176 0,0250
G012 GroRBhirn 51 84167 6851 0,0625
G016 GroRhirn 72 120042 548 0,0117
G018 GroRhirn 53 87611 768 0,2319
G021 GroRhirn 0 636 3350 0,6952
G022 GroRhirn 29 47861 6573 0,3141
G023 GroRhirn 21 34444 8134 0,1377
G024 GroRBhirn 4 6100 1064 0,4931
G026 GroRhirn 0 256 2314 1,0779
G028 GroRBhirn 113 187625 6023 0,0015
G029 GroBhirn 39 64875 10713 0,0211
G030 GroRBhirn 22 35833 6013 0,0088
G031 GroRhirn 72 119625 4737 0,3258
G032 GroRhirn 25 40958 13388 0,0693
G033 GroRhirn 47 78167 4893 0,9028
G034 GroRhirn 40 67333 19208 0,0000
G035 GroBhirn 182 304000 5055 0,0001
G036 GroRBhirn 67 111208 10761 0,1541
G037 GroBhirn 618 1029750 2090 0,0444
G038 GroRBhirn 187 310875 3222 0,0050
G039 GroRhirn 110 183250 2610 0,1607
G040 GroRhirn 83 137750 9135 0,0589
G041 GroRhirn 72 119667 14958 0,1397
G042 GroRBhirn 176 293208 4451 0,0883
G043 GroBhirn 6 9542 35507 0,0582
G044 GroRBhirn 43 71028 9386 0,0922
G045 GroBhirn 35 57708 10397 0,0494
G046 GroRBhirn 56 94042 1110 0,7605
G047 GroRBhirn 57 94667 10053 0,0005
G048 GroRhirn 151 252375 4827 0,0237
G049 GroRhirn 107 178458 10413 0,0694
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G050 GroRhirn 57 94750 12806 0,0938
G051 GroRhirn 75 124333 8043 0,0362
G052 GroRhirn 373 621639 1702 0,0103
G053 GroBhirn 90 150583 4250 0,0275
G054 GroRhirn 158 263792 5358 0,0010
G055 GroBhirn 167 277917 3472 0,2045
G056 GroRhirn 353 588417 1595 0,0085
G057 GroRhirn 83 138125 71 0,1952
G058 GroRhirn 109 180917 8526 0,0961
G059 GroRhirn 505 842208 3869 0,2132
G060 GroRhirn 397 661194 2924 0,6774
G061 GroBhirn 210 349611 8116 0,4596
G062 GroRhirn 274 457278 6697 0,2972
G063 GroBhirn 406 676708 6970 0,5491
G064 GroRhirn 310 516250 4605 0,2853
G065 GroRhirn 260 433639 4271 0,0560
G066 GroRhirn 312 520500 446 0,8395
G067 GroRhirn 310 516056 6379 0,2012
G068 GroRhirn 485 808583 5091 0,4890
G069 GroBhirn 363 604292 2631 0,3790
G070 GroRhirn 370 617333 15166 0,2071
G071 GroBhirn 347 578000 25447 0,0535
G072 GroRhirn 273 454875 17551 0,1229
G073 GroBhirn 264 440000 15455 0,0173
G074 GroRhirn 630 1050639 12314 0,2381
G075 GroRhirn 353 588444 27573 0,0380
G076 GroRhirn 353 588278 2270 0,4824
G077 GroRhirn 470 783208 13736 0,0133
G078 GroRhirn 521 867958 18031 0,0993
G079 GroBhirn 491 818750 11359 0,0965
G080 GroRhirn 364 606708 13049 0,0681
G081 GroBhirn 485 809000 15245 0,0127
G082 GroRhirn 476 793528 21077 0,0135
G083 GroRhirn 372 619167 18600 0,0705
G084 GroRhirn 525 875458 11423 0,3535
G085 GroRhirn 459 764458 8405 0,2096
G086 GroRhirn 501 835306 8011 0,1906
G087 GroBhirn 415 691333 5931 0,2785
G088 GroRhirn 451 751722 8863 0,0999
G089 GroBhirn 937 1561208 317 2,8053
G090 GroRhirn 351 585000 7764 0,1284
G091 GroRhirn 381 635389 763 0,7651
G092 GroRhirn 587 978417 6013 0,2953
G093 GroRhirn 372 619333 5934 0,0903
G094 GroRhirn 461 767917 1879 1,0736
G095 GroBhirn 1057 1761708 5350 0,1830
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G096 GroRhirn 1304 2172583 3157 0,5004
G097 GroRBhirn 1130 1883833 2628 0,0706
G098 GroRhirn 444 740361 5560 0,0013
G099 GroBhirn 787 1312000 9985 0,2416
G100 GroBhirn 921 1535167 10447 0,2364

Tabelle 15: Endwerte (nDNA, mtDNA und dmtDNA*®"’

Kleinhirngewebe (Rinde).

) fiir die Auswertung im

Probennr. Gewebe nDNA Anzahl Mtdna-Kopien dmtDNA"""

(ng/ul) der Zellen Pro Zelle in%

G003 Kleinhirn 21 34583 7615 0,0000
G004 Kleinhirn 488 812542 2039 0,0000
G005 Kleinhirn 196 326167 863 0,0058
G006 Kleinhirn 90 149750 3996 0,0000
G007 Kleinhirn 667 1112375 393 0,0000
G008 Kleinhirn 1286 2142542 650 0,0000
G015 Kleinhirn 12 19708 8186 0,2434
G016 Kleinhirn 9 14417 35838 0,3485
G020 Kleinhirn 13 21417 2504 0,0125
G021 Kleinhirn 35 59125 192 0,1008
G022 Kleinhirn 9 14375 1285 0,0416
G023 Kleinhirn 19 30833 928 0,0267
G024 Kleinhirn 71 118458 159 0,0709
G026 Kleinhirn 67 111000 910 0,0046
G029 Kleinhirn 43 71111 4224 0,0000
G032 Kleinhirn 73 121222 5156 0,0000
G034 Kleinhirn 566 943306 645 0,0000
G035 Kleinhirn 75 125000 3267 0,0000
G036 Kleinhirn 54 89625 860 0,0018
G037 Kleinhirn 281 468458 808 0,0002
G038 Kleinhirn 87 145667 2602 0,0004
G039 Kleinhirn 163 272042 1145 0,0039
G040 Kleinhirn 37 61667 9568 0,0021
G041 Kleinhirn 79 132333 2999 0,0033
G042 Kleinhirn 8 13875 25367 0,0034
G043 Kleinhirn 56 93833 3798 0,0004
G044 Kleinhirn 27 45750 5712 0,0012
G045 Kleinhirn 152 253792 1713 0,0025
G046 Kleinhirn 76 126333 162 0,0226
G047 Kleinhirn 98 162528 1418 0,0011
G048 Kleinhirn 375 624500 368 0,0006
G049 Kleinhirn 515 858083 524 0,0011
G050 Kleinhirn 840 1400125 248 0,0015
G051 Kleinhirn 68 113792 3164 0,0007

149



Anhang

G052 Kleinhirn 69 114417 1634 0,0000
G053 Kleinhirn 10 16000 6983 0,0064
G054 Kleinhirn 19 31417 6342 0,0030
G055 Kleinhirn 7 11528 13148 0,0035
G056 Kleinhirn 25 42000 2840 0,0000
G058 Kleinhirn 12 20611 15320 0,0000
G059 Kleinhirn 350 583333 916 0,0056
G060 Kleinhirn 106 175833 4526 0,0104
G061 Kleinhirn 2963 4937833 1121 0,0367
G062 Kleinhirn 298 496056 1484 0,0126
G063 Kleinhirn 2014 3356528 1687 0,0880
G064 Kleinhirn 1449 2415139 757 0,0098
G065 Kleinhirn 248 413028 1773 0,0050
G066 Kleinhirn 272 454042 124 0,0286
G067 Kleinhirn 344 573000 1765 0,0096
G068 Kleinhirn 2521 4201806 1186 0,0395
G069 Kleinhirn 212 353222 1293 0,0225
G070 Kleinhirn 863 1438792 5247 0,0035
G071 Kleinhirn 462 769222 1735 0,0001
G072 Kleinhirn 455 758458 3434 0,0017
G073 Kleinhirn 538 896417 2104 0,0001
G074 Kleinhirn 264 440708 7809 0,0050
G075 Kleinhirn 540 900750 1989 0,0003
G076 Kleinhirn 8 12833 43976 0,0093
G077 Kleinhirn 135 225333 4049 0,0000
G078 Kleinhirn 773 1288500 5297 0,0003
G079 Kleinhirn 265 441778 1061 0,0023
G080 Kleinhirn 476 793917 4771 0,0018
G081 Kleinhirn 1895 3158139 708 0,0000
G082 Kleinhirn 768 1280750 3058 0,0002
G083 Kleinhirn 231 385375 4939 0,0101
G084 Kleinhirn 224 373417 3202 0,0299
G085 Kleinhirn 344 573417 2302 0,0097
G086 Kleinhirn 179 298375 3094 0,0069
G087 Kleinhirn 499 830917 900 0,0020
G088 Kleinhirn 923 1538889 1592 0,0714
G089 Kleinhirn 438 730708 287 0,0819
G090 Kleinhirn 3724 6205958 374 0,0057
G092 Kleinhirn 1956 3259250 1330 0,0129
G093 Kleinhirn 106 176708 22023 0,0009
G094 Kleinhirn 1097 1827750 228 0,1388
G095 Kleinhirn 173 288667 3077 0,0038
G096 Kleinhirn 53 87611 4673 0,0361
G097 Kleinhirn 310 517417 1098 0,0125
G098 Kleinhirn 815 1358750 3030 0,0018
G099 Kleinhirn 345 574792 3248 0,0015
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G100 Kleinhirn 1691 2818792 1020 0,0018

4977

Tabelle 16 : Endwerte (nDNA, mtDNA und dmtDNA
GroBhirngewebe (Mark).

) fiir die Auswertung im

Probennr. Gewebe nDNA Anzahl Mtdna-Kopien dmtDNA"""
(ng/pl) der Zellen Pro Zelle in%
G001 GroBhirn 232 387104 11728 0,0123
G002 GroBhirn 190 316467 4498 0,1584
G003 GroBhirn 99 165138 27068 0,0355
G004 GroBhirn 93 154742 22661 0,0000
G005 GroRBhirn 713 1188458 5708 0,1254
G006 GroBhirn 239 398917 10173 0,0043
G007 GroRBhirn 207 344583 7574 0,0022
G008 GroBhirn 253 422083 9315 0,0118
G009 GroBhirn 301 501667 5734 0,0493
G010 GroBhirn 513 854833 1078 0,1190
G011 GroBhirn 119 198875 23164 0,1506
G012 GroBhirn 40 66417 9536 0,0052
G013 GroRBhirn 345 574833 5593 0,0437
G014 GroBhirn 1024 1706292 3516 0,0560
G015 GroRhirn 70 116708 41185 0,0343
G016 GroBhirn 105 175194 13024 0,0155
G017 GroBhirn 52 86542 6317 0,1371
G018 GroBhirn 70 116833 18516 0,0393
G019 GroBhirn 57 94167 11611 0,0000
G020 GroBhirn 68 113208 38219 0,0000
G021 GroRhirn 107 178583 788 0,0000
G022 GroRBhirn 131 218861 1435 0,0000
G023 GroRhirn 14 23778 12286 0,0000
G024 GroRBhirn 39 64583 3560 0,0000
G026 GroBhirn 70 116583 3556 0,0000
G027 GroBhirn 50 83250 4744 0,0000
G028 GroBhirn 120 200000 1048 0,0000
G029 GroBhirn 257 427958 395 0,0000
G030 GroRBhirn 78 130556 1957 0,0000
G031 GroBhirn 303 504792 1260 0,0000
G033 GroRBhirn 82 136375 5139 0,0000
G034 GroBhirn 229 382208 1037 0,0000
G036 GroBhirn 476 794125 257 0,0000
G037 GroBhirn 28 46792 11096 0,0184
G038 GroBhirn 135 224750 1884 0,0211
G039 GroBhirn 71 118208 2835 0,0392
G040 GroRBhirn 218 363667 717 0,0182
G041 GroBhirn 371 618958 1689 0,0605
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G042 GroRhirn 47 79028 2904 0,0590
G043 GroRhirn 97 160875 1671 0,0554
G044 GroRhirn 250 417208 678 0,0093
G045 GroRhirn 41 67958 1586 0,0620
G046 GroBhirn 10 16625 1326 0,5232
G047 GroRhirn 167 278625 3559 0,1015
G048 GroBhirn 30 50125 1276 0,0156
G049 GroRhirn 16 26944 3331 0,1732
G050 GroRhirn 39 65500 2318 0,1281
G051 GroRhirn 28 47208 1632 0,0268
G052 GroRhirn 25 41708 2039 0,0178
G053 GroRhirn 95 157583 2258 0,2540
G054 GroBhirn 84 139208 1075 0,0099
G055 GroRhirn 225 375694 845 0,4223
G056 GroBhirn 604 1006194 1625 0,1288
G057 GroRhirn 151 250833 112 1,4238
G058 GroRhirn 117 194333 1395 0,0607
G059 GroRhirn 106 175833 2966 0,1081
G060 GroRhirn 302 503667 388 0,4975
G061 GroRhirn 64 106083 3165 0,1456
G062 GroBhirn 52 86417 4163 0,0447
G063 GroRhirn 214 357361 890 0,0772
G064 GroBhirn 118 196833 1746 0,0403
G065 GroRhirn 308 514139 1497 0,0104
G066 GroRhirn 46 77125 478 0,6782
G067 GroRhirn 125 208250 693 0,0219
G068 GroRhirn 930 1550000 536 0,0511
G069 GroRhirn 256 427222 1384 0,0772
G070 GroBhirn 215 359083 1076 0,2415
G071 GroRhirn 236 392667 640 0,0098
G072 GroBhirn 557 929000 1326 0,4440
G073 GroRhirn 412 687083 1127 0,0901
G074 GroRhirn 282 470639 1006 0,1585
G075 GroRhirn 228 380028 987 0,0154
G076 GroRhirn 214 357208 2035 0,5976
G077 GroRhirn 144 240458 2143 0,0783
G078 GroBhirn 534 889444 1013 0,0489
G079 GroRhirn 251 417667 1612 0,0837
G080 GroBhirn 141 234375 5184 0,0697
G081 GroRhirn 52 86750 7648 0,0024
G082 GroBhirn 270 450472 1896 0,0095
G083 GroRhirn 88 146708 4242 0,0118
G084 GroRhirn 267 445139 2956 0,4129
G085 GroRhirn 46 76583 9461 0,0103
G086 GroRhirn 37 61625 4532 0,0240
G087 GroRhirn 98 163833 18235 0,0014
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G088 GroRBhirn 26 42875 29986 0,0000
G089 GroRhirn 117 195333 1437 0,0084
G090 GroRBhirn 920 1533875 1040 0,0259
G091 GroBhirn 254 423333 137 0,6038
G092 GroBhirn 537 895375 1384 0,0437
G093 GroBhirn 377 628833 1110 0,0131
G094 GroBhirn 524 873500 117 0,1445
G095 GroRhirn 150 249667 4878 0,0386
G096 GroRBhirn 167 277708 2115 0,1571
G097 GroRhirn 161 267792 5091 0,0108
G098 GroRBhirn 155 257708 5526 0,0006
G099 GroBhirn 185 308417 4286 0,0802
G100 GroBhirn 165 274167 5221 0,0530

Tabelle 17: Endwerte (nDNA, mtDNA und dmtDNA*®"’

Kleinhirngewebe (Mark).

) fiir die Auswertung im

Probennr. Gewebe nDNA Anzahl Mtdna-Kopien dmtDNA"""

(ng/ul) der Zellen Pro Zelle in%

G001 Kleinhirn 160 267003 3005 0,0021
G002 Kleinhirn 187 311381 390 0,1374
G003 Kleinhirn 128 213694 4623 0,0385
G004 Kleinhirn 220 367071 2105 0,0128
G005 Kleinhirn 513 855306 1434 0,2186
G006 Kleinhirn 191 317806 3258 0,0136
G007 Kleinhirn 79 131111 5307 0,0020
G008 Kleinhirn 295 491667 2174 0,0484
G009 Kleinhirn 180 300694 487 0,2357
G010 Kleinhirn 342 570222 3513 0,0783
G011 Kleinhirn 226 376056 397 0,0162
G012 Kleinhirn 106 177083 2045 0,0401
G013 Kleinhirn 95 157583 6165 0,2376
G014 Kleinhirn 297 494306 1916 0,0604
G015 Kleinhirn 96 160500 4063 0,1661
G016 Kleinhirn 199 331625 2200 0,0518
G017 Kleinhirn 44 72875 1066 0,1117
G018 Kleinhirn 210 349625 2823 0,0365
G019 Kleinhirn 52 86208 6790 0,0149
G020 Kleinhirn 293 488139 2253 0,0065
G021 Kleinhirn 58 96208 7832 0,0830
G022 Kleinhirn 280 466250 2617 0,0278
G023 Kleinhirn 85 142194 8345 0,0243
G024 Kleinhirn 75 125167 5903 0,0084
G025 Kleinhirn 33 54917 8254 0,0109
G026 Kleinhirn 119 198056 5756 0,0368
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G027 Kleinhirn 143 238833 5359 0,0285
G028 Kleinhirn 48 80639 2445 0,0000
G029 Kleinhirn 148 246042 1959 0,0000
G030 Kleinhirn 272 454083 2118 0,0000
G031 Kleinhirn 280 466667 2700 0,0000
G032 Kleinhirn 278 464139 1340 0,0000
G034 Kleinhirn 111 185611 5765 0,0000
G035 Kleinhirn 147 244917 8615 0,0001
G036 Kleinhirn 169 281722 5697 0,1509
G037 Kleinhirn 61 102417 4983 0,0456
G038 Kleinhirn 90 150361 1934 0,0224
G039 Kleinhirn 121 201250 2963 0,0511
G040 Kleinhirn 248 413139 2536 0,0218
G041 Kleinhirn 116 192500 3058 0,0862
G042 Kleinhirn 108 180694 1829 0,0132
G043 Kleinhirn 51 84708 3877 0,0525
G044 Kleinhirn 68 113861 3160 0,0546
G045 Kleinhirn 81 134472 3125 0,0415
G046 Kleinhirn 136 226500 329 0,0931
G047 Kleinhirn 50 83028 2296 0,0089
G048 Kleinhirn 83 138833 1990 0,0318
G049 Kleinhirn 66 109208 2538 0,0695
G050 Kleinhirn 154 256306 1647 0,1465
G051 Kleinhirn 42 69750 3377 0,0667
G052 Kleinhirn 152 253167 758 0,0243
G053 Kleinhirn 26 43361 3444 0,0792
G054 Kleinhirn 84 140750 2084 0,0242
G055 Kleinhirn 36 60042 4234 0,2347
G056 Kleinhirn 287 479042 842 0,0196
G057 Kleinhirn 157 261625 366 1,5393
G058 Kleinhirn 345 574750 2785 0,1176
G059 Kleinhirn 188 314000 2613 0,0325
G060 Kleinhirn 246 409458 1580 0,0781
G061 Kleinhirn 343 571583 1424 0,0179
G062 Kleinhirn 103 171806 2663 0,0105
G063 Kleinhirn 566 942500 1650 0,0219
G064 Kleinhirn 446 743292 1693 0,0721
G065 Kleinhirn 28 47139 3805 0,0067
G066 Kleinhirn 142 236167 424 0,0921
G067 Kleinhirn 68 113472 5734 0,0247
G068 Kleinhirn 391 650958 820 0,2826
G069 Kleinhirn 66 110500 2576 0,0115
G070 Kleinhirn 716 1193750 796 0,3767
G071 Kleinhirn 33 54708 8788 0,0469
G072 Kleinhirn 64 107250 2463 0,0486
G073 Kleinhirn 117 195417 1396 0,0070
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G074 Kleinhirn 171 284375 1735 0,0847
G075 Kleinhirn 116 193625 2689 0,0254
G076 Kleinhirn 89 148639 2239 0,2587
G077 Kleinhirn 56 93417 2122 0,0144
G078 Kleinhirn 132 220278 670 0,0126
G079 Kleinhirn 346 575861 893 0,0151
G080 Kleinhirn 61 101625 9249 0,0092
G081 Kleinhirn 16 26958 29702 0,0134
G082 Kleinhirn 208 346333 2902 0,0027
G083 Kleinhirn 206 342528 3211 0,0794
G084 Kleinhirn 74 122694 15541 0,1528
G085 Kleinhirn 32 52556 17204 0,0099
G086 Kleinhirn 193 322111 2391 0,0126
G087 Kleinhirn 160 267278 10055 0,0007
G088 Kleinhirn 69 114792 23848 0,0002
G089 Kleinhirn 80 133167 1237 0,0041
G090 Kleinhirn 1297 2161667 1330 0,0044
G091 Kleinhirn 475 792000 293 0,1957
G092 Kleinhirn 277 462250 2667 0,0638
G093 Kleinhirn 388 646972 1517 0,0116
G094 Kleinhirn 195 324972 398 0,4915
G095 Kleinhirn 143 237583 5126 0,0105
G096 Kleinhirn 39 65792 9494 0,0087
G097 Kleinhirn 287 478583 3785 0,0054
G098 Kleinhirn 96 160667 6942 0,0000
G099 Kleinhirn 145 242292 2885 0,0009
G100 Kleinhirn 68 112542 4575 0,0000
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Tabelle 18:: Bestimmung der Gessamtproteinkonzentartion (ug / ul) in der GroBhirn- und
Kleinhirnrinde. Mit Angabe der Umrechung in ug/ ul.

Probennr. Gewebe Konzentration Konzentration Probennr. Gewebe Konzentration Konzentration
ug/ ml ug/ul ug/ ml ug/ul

G001 GroBhirn 91470,8672 91,4708672 G001 Kleinhirn 178234,2813 178,2342813
G002 GrofRhirn 169734,7344 169,7347344 G002 Kleinhirn 116609,5703 116,6095703
G003 GrofBhirn 289565,5 289,5655 G003 Kleinhirn 200665,125 200,665125
G004 GrofRhirn 156043,75 156,04375 G004 Kleinhirn 165893,2813 165,8932813
G005 GroBhirn 151192,2813 151,1922813 G005 Kleinhirn 180555,25 180,55525
G006 GrofBhirn 286245,1563 286,2451563 G006 Kleinhirn 146247,2969 146,2472969
G007 GroBhirn  189684,8594 189,6848594 G007 Kleinhirn ~ 213561,4375 213,5614375
G008 GrofRhirn 195221,6875 195,2216875 G008 Kleinhirn 204777,9688 204,7779688
G009 GrofBhirn 199919,4375 199,9194375 G009 Kleinhirn 214346,2031 214,3462031
G010 GrofRhirn 260364,2969 260,3642969 G010 Kleinhirn 209143,3438 209,1433438
G011 GroBhirn 237379,625 237,379625 G011 Kleinhirn 212914,8125 212,9148125
G012 GrofBhirn 172786,8281 172,7868281 G012 Kleinhirn 209674,3281 209,6743281
G013 GroBhirn 165859,125 165,859125 G013 Kleinhirn 151331,3438 151,3313438
G014 GrofRhirn 101040,0078 101,0400078 G014 Kleinhirn 188955,9063 188,9559063
G015 GroBhirn 234127,2188 234,1272188 G015 Kleinhirn 204074,9219 204,0749219
G016 Grofhirn 230078,2969 230,0782969 G016 Kleinhirn 164064,7969 164,0647969
G017 GroBhirn 69579,9297 69,5799297 G017 Kleinhirn 67315,2969 67,3152969
G018 GrofBhirn 114448,3594 114,4483594 G018 Kleinhirn 90215,2031 90,2152031
G019 GroBhirn 67409,3047 67,4093047 G019 Kleinhirn 112591,1719 112,5911719
G020 GrofRhirn 132639,5938 132,6395938 G020 Kleinhirn 170738,6563 170,7386563
G021 GroBhirn 147940,7813 147,9407813 G021 Kleinhirn 76359,375 76,359375
G022 Grofhirn 82528,7891 82,5287891 G022 Kleinhirn 141542,4688 141,5424688
G023 GroBhirn 146474,875 146,474875 G023 Kleinhirn 149920,1875 149,9201875
G024 GrofBhirn 153802,375 153,802375 G024 Kleinhirn 189759,3594 189,7593594
G025 GroBhirn 89395,2734 89,3952734 G025 Kleinhirn 116582,4141 116,5824141
G026 GrofRRhirn 179720,9375 179,7209375 G026 Kleinhirn 73242,4297 73,2424297
G027 GroBhirn 148827,5156 148,8275156 G027 Kleinhirn 133765,2344 133,7652344
G028 Grofhirn 110580,4922 110,5804922 G028 Kleinhirn 79153 79,153
G029 GroBhirn 151250,9219 151,2509219 G029 Kleinhirn 107201,7422 107,2017422
G030 GrofBhirn 130745,9453 130,7459453 G030 Kleinhirn 103085,6094 103,0856094
G031 GroBhirn 212904,5156 212,9045156 G031 Kleinhirn 110871,9297 110,8719297
G032 GrofRRhirn 110964,7656 110,9647656 G032 Kleinhirn 85342,4766 85,3424766
G033 GrofBhirn 93201,7344 93,2017344 G033 Kleinhirn 89767,6953 89,7676953
G034 GrofBhirn 133819,5938 133,8195938 G034 Kleinhirn 141521,3438 141,5213438
G035 GroBhirn 165127,1563 165,1271563 G035 Kleinhirn 125065,8359 125,0658359
G036 GrofBhirn 183255,4531 183,2554531 G036 Kleinhirn 168471,4688 168,4714688
G037 GroBhirn 156992 156,992 G037 Kleinhirn 114978,7266 114,9787266
G038 GrofBhirn 112103,7813 112,1037813 G038 Kleinhirn 110662,4375 110,6624375
G039 GrofBhirn 153022,625 153,022625 G039 Kleinhirn 130145,3125 130,1453125
G040 GrofRhirn 147892,2656 147,8922656 G040 Kleinhirn 148024,8594 148,0248594
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G041 GroBhirn 100751,7891 100,7517891 G041 Kleinhirn 108056,7266 108,0567266
G042 GroRhirn 77867,6406 77,8676406 G042 Kleinhirn 180798,5469 180,7985469
G043 GroRhirn 197319,0781 197,3190781 G043 Kleinhirn 182469,3438 182,4693438
G044 GroBhirn 62698,1484 62,6981484 G044 Kleinhirn 84529,4609 84,5294609
G045 GrofRhirn 123807,9766 123,8079766 G045 Kleinhirn 118775,8828 118,7758828
G046 GroRhirn 98799,5313 98,7995313 G046 Kleinhirn 111359,9766 111,3599766
G047 GroBhirn 111666,0625 111,6660625 G047 Kleinhirn 161971,9844 161,9719844
G048 GroRhirn 141459,9688 141,4599688 G048 Kleinhirn 191579,4531 191,5794531
G049 GroRhirn 133414,625 133,414625 G049 Kleinhirn 177416,3438 177,4163438
G050 GroRhirn 114874,3906 114,8743906 G050 Kleinhirn 160935,3906 160,9353906
G051 GrofRhirn 206565,4531 206,5654531 G051 Kleinhirn 134711 134,711
G052 GroRhirn 223989,5156 223,9895156 G052 Kleinhirn 198867,7656 198,8677656
G053 GroBhirn 110763,4141 110,7634141 G053 Kleinhirn 181416,5469 181,4165469
G054 GroRhirn 98161,3906 98,1613906 G054 Kleinhirn 165189,5156 165,1895156
G055 GroRhirn 127235,7422 127,2357422 G055 Kleinhirn 198502,25 198,50225
G056 GroRhirn 74597,8594 74,5978594 G056 Kleinhirn 233143,7188 233,1437188
G057 GroRhirn 152927,0313 152,9270313 G057 Kleinhirn 131022,875 131,022875
G058 GroRhirn 53362,3516 53,3623516 G058 Kleinhirn 87843,2266 87,8432266
G059 GroBhirn 282423,5 282,4235 G059 Kleinhirn 305911 305,911
G060 GroRhirn 239752,3 239,7523 G060 Kleinhirn 304820,1 304,8201
G061 GroRhirn 378548,4 378,5484 G061 Kleinhirn 279609,2 279,6092
G062 GroRhirn 373218,2 373,2182 G062 Kleinhirn 250611,1 250,6111
G063 GrofRhirn 378124,2 378,1242 G063 Kleinhirn 329152,8 329,1528
G064 GroRhirn 249737,6 249,7376 G064 Kleinhirn 313595 313,595
G065 GroBhirn 203829,3 203,8293 G065 Kleinhirn 228495,8 228,4958
G066 GroRhirn 291397,6 291,3976 G066 Kleinhirn 305937,3 305,9373
G067 GrofRhirn 425656,3 425,6563 G067 Kleinhirn 325954,3 325,9543
G068 GroRhirn 423778,2 423,7782 G068 Kleinhirn 370077,8 370,0778
G069 GroRhirn 207601,5 207,6015 G069 Kleinhirn 198487,8 198,4878
G070 GroRhirn 160780 160,78 G070 Kleinhirn 274099,1 274,0991
G071 GroBhirn 247677,9 247,6779 G071 Kleinhirn 192309,4 192,3094
G072 GroRhirn 191723,4 191,7234 G072 Kleinhirn 273765,4 273,7654
G073 GrofRhirn 173544 173,544 G073 Kleinhirn 194390 194,39
G074 GroRhirn 178016,1 178,0161 G074 Kleinhirn 198402 198,402
G075 GrofRhirn 228625,6 228,6256 G075 Kleinhirn 226986,1 226,9861
G076 GroRhirn 175273,5 175,2735 G076 Kleinhirn 245638 245,638
G077 GroBhirn 201539,8 201,5398 G077 Kleinhirn 229743,3 229,7433
G078 GroRhirn 229700 229,7 G078 Kleinhirn 240328 240,328
G079 GrofRhirn 201419,6 201,4196 G079 Kleinhirn 319593,6 319,5936
G080 GroRhirn 202238,8 202,2388 G080 Kleinhirn 278563,3 278,5633
G081 GrofRhirn 211399,8 211,3998 G081 Kleinhirn 256960,4 256,9604
G082 GroRhirn 266136,4 266,1364 G082 Kleinhirn 304377,1 304,3771
G083 GroBhirn 272863,9 272,8639 G083 Kleinhirn 360366,8 360,3668
G084 GroRhirn 217532,3 217,5323 G084 Kleinhirn 391897,2 391,8972
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G085 GroBhirn 282905,6 282,9056 G085 Kleinhirn 361764,4 361,7644
G086 GroRhirn 233550,3 233,5503 G086 Kleinhirn 278944 278,944
G087 GroRhirn 231950,3 231,9503 G087 Kleinhirn 284255,8 284,2558
G088 GroBhirn 298585,4 298,5854 G088 Kleinhirn 311086,2 311,0862
G089 GrofRhirn 291149,2 291,1492 G089 Kleinhirn 333460,8 333,4608
G090 GroRhirn 185717,7 185,7177 G090 Kleinhirn 308026,9 308,0269
G091 GroBhirn 196392 196,392 G091 Kleinhirn 227176,3 227,1763
G092 GroRhirn 238691 238,691 G092 Kleinhirn 227356,5 227,3565
G093 GroRhirn 244150,2 244,1502 G093 Kleinhirn 214292 214,292
G094 GroRhirn 257829 257,829 G094 Kleinhirn 298616 298,616
G095 GrofRhirn 273787,8 273,7878 G095 Kleinhirn 307238 307,238
G096 GroRhirn 340238 340,238 G096 Kleinhirn 318827,2 318,8272
G097 GroBhirn 292935,9 292,9359 G097 Kleinhirn 330908,1 330,9081
G098 GroRhirn 255599,2 255,5992 G098 Kleinhirn 287889 287,889
G099 GroRhirn 284425,3 284,4253 G099 Kleinhirn 335845,7 335,8457
G100 GroRhirn 334951,3 334,9513 G100 Kleinhirn 303401 303,401
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Tabelle 19: Bestimmung der Gessamtproteinkonzentartion (ng / ul) im Mark des GroR- und
Kleinhirns. Mit Angabe der Umrechung in pg/ pl.

Probennr. Gewebe Konzentration Konzentration Probennr. Gewebe Konzentration Konzentration
ug/ ml ug/ul ug/ ml ug/ul

G001 GroBhirn 171060,1719 171,0601719 G001 Kleinhirn 151866,375 151,866375
G002 GrofRhirn 154380,3906 154,3803906 G002 Kleinhirn 175611,4375 175,6114375
G003 GrofBhirn 159984,9688 159,9849688 G003 Kleinhirn 106105,0469 106,1050469
G004 GrofRhirn 144166,0469 144,1660469 G004 Kleinhirn 163125,8281 163,1258281
G005 GroBhirn 212049,531 212,049531 G005 Kleinhirn 114256,2969 114,2562969
G006 GrofBhirn 127837,1328 127,8371328 G006 Kleinhirn 134759,2969 134,7592969
G007 GroBhirn 156446,4219 156,4464219 G007 Kleinhirn 172784,5938 172,7845938
G008 GrofRhirn 188115,75 188,11575 G008 Kleinhirn 154789,0625 154,7890625
G009 GrofBhirn 181145,4688 181,1454688 G009 Kleinhirn 144722,8594 144,7228594
G010 GrofRhirn 163868,5469 163,8685469 G010 Kleinhirn 225707,8906 225,7078906
G011 GroBhirn 225580,375 225,580375 G011 Kleinhirn 149147,6719 149,1476719
G012 GrofBhirn 119849,7344 119,8497344 G012 Kleinhirn 217568,7656 217,5687656
G013 GroBhirn 235930,375 235,930375 G013 Kleinhirn 186474,5 186,4745
G014 GrofRhirn 259042,9375 259,0429375 G014 Kleinhirn 130004,7188 130,0047188
G015 GroBhirn 164641,5313 164,6415313 G015 Kleinhirn 187100,3438 187,1003438
G016 Grofhirn 214889,3125 214,8893125 G016 Kleinhirn 194184,8438 194,1848438
G017 GroBhirn 214085,3906 214,0853906 G017 Kleinhirn 215781,4531 215,7814531
G018 GrofBhirn 269368,5625 269,3685625 G018 Kleinhirn 240525,9688 240,5259688
G019 GroBhirn 211496,9688 211,4969688 G019 Kleinhirn 200732,4531 200,7324531
G020 GrofRhirn 236429,1094 236,4291094 G020 Kleinhirn 219741,4844 219,7414844
G021 GroBhirn 221733,3906 221,7333906 G021 Kleinhirn 233768,875 233,768875
G022 Grofhirn 132918,7344 132,9187344 G022 Kleinhirn 173039,2813 173,0392813
G023 GroBhirn 118863,9844 118,8639844 G023 Kleinhirn 115207,3203 115,2073203
G024 GrofBhirn 188470,9063 188,4709063 G024 Kleinhirn 156121,9844 156,1219844
G025 GroBhirn 124741,6484 124,7416484 G025 Kleinhirn 89650,2344 89,6502344
G026 GrofRRhirn 126455,4375 126,4554375 G026 Kleinhirn 128674,8047 128,6748047
G027 GrofBhirn 92258,8516 92,2588516 G027 Kleinhirn 121716,7422 121,7167422
G028 Grofhirn 127699,1797 127,6991797 G028 Kleinhirn 130214,6328 130,2146328
G029 GroBhirn 139784,6875 139,7846875 G029 Kleinhirn 162879,5625 162,8795625
G030 GrofBhirn 189531,6875 189,5316875 G030 Kleinhirn 104512,3047 104,5123047
G031 GroBhirn 200519,3125 200,5193125 G031 Kleinhirn 196313,2031 196,3132031
G032 GrofRRhirn 169218,5625 169,2185625 G032 Kleinhirn 173388,4219 173,3884219
G033 GrofBhirn 128457,8984 128,4578984 G033 Kleinhirn 149378,8125 149,3788125
G034 GrofBhirn 271909,1875 271,9091875 G034 Kleinhirn 215420,4063 215,4204063
G035 GroBhirn 281315,5625 281,3155625 G035 Kleinhirn 256353,2656 256,3532656
G036 GrofBhirn 249251,3438 249,2513438 G036 Kleinhirn 276453,75 276,45375
G037 GroBhirn 169815,25 169,81525 G037 Kleinhirn 235130,5625 235,1305625
G038 GrofBhirn 249717,5 249,7175 G038 Kleinhirn 245551,4844 245,5514844
G039 GrofBhirn 165528,9688 165,5289688 G039 Kleinhirn 216944,3125 216,9443125
G040 GrofRhirn 226142,0781 226,1420781 G040 Kleinhirn 220755,25 220,75525
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G041 GroBhirn 240414,6719  240,4146719 G041 Kleinhirn 176151,5625  176,1515625
G042 GroRhirn 193124,7188  193,1247188 G042 Kleinhirn 158859,0938  158,8590938
G043 GroRhirn 228200,0156  228,2000156 G043 Kleinhirn 136882,4375  136,8824375
G044 GroBhirn 140886,7813 140,8867813 G044 Kleinhirn 174364,3125 174,3643125
G045 GrofRhirn 117985,2109  117,9852109 G045 Kleinhirn 188183,7969  188,1837969
G046 GroRhirn 225521,4531  225,5214531 G046 Kleinhirn 175046,0153 175,0460153
G047 GroBhirn 150730,6875  150,7306875 G047 Kleinhirn 209940,7669  209,9407669
G048 GroRhirn 169288,2656  169,2882656 G048 Kleinhirn 221461,2656  221,4612656
G049 GroRhirn 153850,5938  153,8505938 G049 Kleinhirn 205403,7656  205,4037656
G050 GroRhirn 190109,8281  190,1098281 G050 Kleinhirn 211871,75 211,87175

G051 GrofRhirn 226989,75 226,98975 G051 Kleinhirn 255126,9219  255,1269219
G052 GroRhirn 227854,6563  227,8546563 G052 Kleinhirn 229301,0938  229,3010938
G053 GroBhirn 212357,4688  212,3574688 G053 Kleinhirn 252370,4375  252,3704375
G054 GroRhirn 228702,625 228,702625 G054 Kleinhirn 294393,8125  294,3938125
G055 GroRhirn 223806,6563  223,8066563 G055 Kleinhirn 267142,0313  267,1420313
G056 GroRhirn 233829,0313  233,8290313 G056 Kleinhirn 257279,0625  257,2790625
G057 GroRhirn 188857,5313  188,8575313 G057 Kleinhirn 189247,5156  189,2475156
G058 GroRhirn 203320,3906  203,3203906 G058 Kleinhirn 299724,9375  299,7249375
G059 GroBhirn 240008,2188  240,0082188 G059 Kleinhirn 242895,7031  242,8957031
G060 GroRhirn 219227,6094  219,2276094 G060 Kleinhirn 277873,4688  277,8734688
G061 GroRhirn 293054,9063  293,0549063 G061 Kleinhirn 228489,5313  228,4895313
G062 GroRhirn 254878,4063  254,8784063 G062 Kleinhirn 200571,5156  200,5715156
G063 GrofRhirn 2130009,625 213,009625 G063 Kleinhirn 204117,1094  204,1171094
G064 GroRhirn 168675,6875 168,6756875 G064 Kleinhirn 236687,625 236,687625
G065 GroBhirn 175394,375 175,394375 G065 Kleinhirn 182036,7656  182,0367656
G066 GroRhirn 213678,875 213,678875 G066 Kleinhirn 207148,5469  207,1485469
G067 GrofRhirn 165886,2188  165,8862188 G067 Kleinhirn 231546,3906  231,5463906
G068 GroRhirn 220616,7656  220,6167656 G068 Kleinhirn 199837,2344  199,8372344
G069 GroRhirn 176237,7031  176,2377031 G069 Kleinhirn 104149,8125  104,1498125
G070 GroRhirn 187705,6875 187,7056875 G070 Kleinhirn 165992,8125 165,9928125
G071 GroBhirn 193092,6719  193,0926719 G071 Kleinhirn 165826,3438  165,8263438
G072 GroRhirn 235623,5 235,6235 G072 Kleinhirn 151007,7031  151,0077031
G073 GrofRhirn 152608,2813  152,6082813 G073 Kleinhirn 154445,1406  154,4451406
G074 GroRhirn 192776,5469  192,7765469 G074 Kleinhirn 157907,7188  157,9077188
G075 GrofRhirn 155148,4219  155,1484219 G075 Kleinhirn 182325,375 182,325375
G076 GroRhirn 186201,7813 186,2017813 G076 Kleinhirn 185457,2188  185,4572188
G077 GroBhirn 177341,5625  177,3415625 G077 Kleinhirn 220449,3438  220,4493438
G078 GroRhirn 226662,4688  226,6624688 G078 Kleinhirn 137037,4219  137,0374219
G079 GrofRhirn 191824,7656  191,8247656 G079 Kleinhirn 182672,6563  182,6726563
G080 GroRhirn 148472,25 148,47225 G080 Kleinhirn 188535,9688  188,5359688
G081 GrofRhirn 156056,0313  156,0560313 G081 Kleinhirn 236468,5625  236,4685625
G082 GroRhirn 186118,5781  186,1185781 G082 Kleinhirn 203732,875 203,732875
G083 GroBhirn 230754,3591  230,7543591 G083 Kleinhirn 215353,2813  215,3532813
G084 GroRhirn 160037,8281  160,0378281 G084 Kleinhirn 228140,7344  228,1407344
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G085 GroBhirn 194173,5625  194,1735625 G085 Kleinhirn 163625,7813  163,6257813
G086 GroRhirn 152731,1406  152,7311406 G086 Kleinhirn 220229,1094  220,2291094
G087 GroRhirn 214007,7813  214,0077813 G087 Kleinhirn 186764 186,764

G088 GroBhirn 164297,7188  164,2977188 G088 Kleinhirn 222651,0156  222,6510156
G089 GrofRhirn 197350,0625  197,3500625 G089 Kleinhirn 229136,9688  229,1369688
G090 GroRhirn 142828,1094  142,8281094 G090 Kleinhirn 168307,5313 168,3075313
G091 GroBhirn 128746,2266  128,7462266 G091 Kleinhirn 211065,1563  211,0651563
G092 GroRhirn 157022,4063 157,0224063 G092 Kleinhirn 215862,2344  215,8622344
G093 GroRhirn 201424,5 201,4245 G093 Kleinhirn 226631,4688  226,6314688
G094 GroRhirn 206685,9219  206,6859219 G094 Kleinhirn 181398,5313 181,3985313
G095 GrofRhirn 176455,4375  176,4554375 G095 Kleinhirn 186068 186,068

G096 GroRhirn 251161,3281  251,1613281 G096 Kleinhirn 263660,875 263,660875
G097 GroBhirn 171467,2344  171,4672344 G097 Kleinhirn 298166,1563  298,1661563
G098 GroRhirn 182117,6094  182,1176094 G098 Kleinhirn 206277,9063  206,2779063
G099 GroRhirn 193628,4063  193,6284063 G099 Kleinhirn 198197,7969  198,1977969
G100 GroRhirn 164643,6406  164,6436406 G100 Kleinhirn 159019,375 159,019375
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Tabelle 20: Mit der Software Membralyzer© bestimmte Stressprotein Konzentration im
Kleinhirngewebe und GroBhirn (Rinde).

Probennr. Gewebe Konzentration Konzentration Probennr. Gewebe Konzentration Konzentration
an HSPA8 an HSPA1A an HSPA8 an HSPA1A
ug/ g/l ug/ g/ pl

G001 GrofBhirn 5,66 4,07 G001 Kleinhirn 9,39 3,96
G002 GrofRhirn 5,77 3,4 G002 Kleinhirn 11,43 4,19
G003 GrofRhirn 28,29 21,28 G003 Kleinhirn 27,73 7,92
G004 GroRhirn 9,05 7,92 G004 Kleinhirn 23,77 4,53
G005 GroRhirn 12,45 10,41 G005 Kleinhirn 28,29 6,79
G006 GrofRhirn 26,03 19,24 G006 Kleinhirn 18,33 6,22
G007 GrofBhirn 16,98 5,09 G007 Kleinhirn 19,24 7,92
G008 GrofRhirn 3,51 2,83 G008 Kleinhirn 27,16 0,11
G009 GroRhirn 4,07 3,4 G009 Kleinhirn 28,86 0,11
G010 GroRhirn 7,92 6 G010 Kleinhirn 14,71 1,36
G011 GroRhirn 1,92 2,49 G011 Kleinhirn 13,01 6,22
G012 GrofRhirn 10,75 8,6 G012 Kleinhirn 23,31 9,62
G013 GrofBhirn 3,4 3,62 G013 Kleinhirn 6,9 0,91
G014 GrofRhirn 10,3 5,43 G014 Kleinhirn 16,41 12,22
G015 GroRhirn 20,37 16,98 G015 Kleinhirn 11,32 12,45
G016 GroRhirn 1,92 1,47 G016 Kleinhirn 1,92 1,47
G017 GroRhirn 2,26 1,81 G017 Kleinhirn 4,3 1,13
G018 GrofRhirn 3,62 3,4 G018 Kleinhirn 6,22 4,53
G019 GroRhirn 3,17 3,85 G019 Kleinhirn 5,66 5,66
G020 GrofRhirn 18,11 8,83 G020 Kleinhirn 26,03 12,45
G021 GroRhirn 7,92 4,3 G021 Kleinhirn 7,7 5,88
G022 GroRhirn 3,4 2,72 G022 Kleinhirn 11,43 6,79
G023 GrofRhirn 20,71 14,71 G023 Kleinhirn 20,94 7,92
G024 GrofRhirn 24,9 20,37 G024 Kleinhirn 7,7 4,07
G025 GrofBhirn 3,62 2,72 G025 Kleinhirn 4,75 3,4

G026 GrofRhirn 8,71 7,36 G026 Kleinhirn 24,78 9,62
G027 GroRhirn 9,73 8,15 G027 Kleinhirn 19,24 6,22
G028 GroRhirn 12,56 9,28 G028 Kleinhirn 27,16 9,96
G029 GroRhirn 5,88 4,87 G029 Kleinhirn 10,75 5,09
G030 GrofRhirn 20,94 16,3 G030 Kleinhirn 26,59 9,73
G031 GrofBhirn 28,29 21,5 G031 Kleinhirn 26,03 7,36
G032 GrofRhirn 19,24 15,84 G032 Kleinhirn 25,46 9,62
G033 GroRhirn 23,2 20,37 G033 Kleinhirn 26,03 9,96
G034 GroRhirn 20,94 16,52 G034 Kleinhirn 15,28 3,96
G035 GroRhirn 7,81 5,09 G035 Kleinhirn 8,71 2,26
G036 GrofRhirn 9,62 6,34 G036 Kleinhirn 27,16 5,09
G037 GrofBhirn 3,96 1,02 G037 Kleinhirn 16,41 4,53
G038 GrofRhirn 1,47 0,68 G038 Kleinhirn 20,37 5,66
G039 GroRhirn 10,07 0,23 G039 Kleinhirn 24,9 5,09
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G040 GroRhirn 1,13 0,57 G040 Kleinhirn 21,5 6,22
G041 GroBhirn 2,83 0,11 G041 Kleinhirn 18,67 4,53
G042 GrofRhirn 1,7 0,68 G042 Kleinhirn 19,8 7,36
G043 GroRhirn 7,58 6,22 G043 Kleinhirn 4,75 3,96
G044 GrofRRhirn 7,13 3,51 G044 Kleinhirn 16,98 6,56
G045 GroRhirn 13,69 5,88 G045 Kleinhirn 26,03 16,98
G046 GroRhirn 7,02 2,83 G046 Kleinhirn 22,63 10,41
G047 GrofRhirn 11,32 4,07 G047 Kleinhirn 26,03 12,45
G048 GrofRhirn 12,34 5,88 G048 Kleinhirn 24,9 11,32
G049 GroRhirn 14,15 6,22 G049 Kleinhirn 26,03 15,84
G050 GrofBhirn 10,19 4,75 G050 Kleinhirn 21,5 9,05
G051 GroBhirn 23,77 7,36 G051 Kleinhirn 18,67 9,28
G052 GroRhirn 28,29 10,3 G052 Kleinhirn 26,59 12,45
G053 GroBhirn 5,09 2,6 G053 Kleinhirn 6,22 4,19
G054 GrofRhirn 3,96 2,38 G054 Kleinhirn 15,96 6,11
G055 GrofBhirn 5,66 2,26 G055 Kleinhirn 12,45 4,53
G056 Grofhirn 2,04 1,13 G056 Kleinhirn 12,68 3,62
G057 GroBhirn 4,53 5,88 G057 Kleinhirn 6,22 4,98
G058 GroRhirn 5,43 4,41 G058 Kleinhirn 15,28 8,15
G059 GrofRhirn 7,7 1,76 G059 Kleinhirn 12,03 2,73
G060 GrofRhirn 6,1 3,21 G060 Kleinhirn 5,29 0,96
G061 GroBhirn 11,39 2,73 G061 Kleinhirn 8,18 4,81
G062 GrofRhirn 12,03 4,01 G062 Kleinhirn 3,53 2,57
G063 GroRhirn 7,06 1,76 G063 Kleinhirn 5,62 1,76
G064 GroRhirn 9,47 1,28 G064 Kleinhirn 4,17 0,64
G065 GroRhirn 7,7 1,12 G065 Kleinhirn 5,29 1,44
G066 GrofRhirn 10,59 4,33 G066 Kleinhirn 7,06 3,37
G067 GroBhirn 10,59 3,85 G067 Kleinhirn 12,03 2,73
G068 GrofRhirn 6,26 3,21 G068 Kleinhirn 11,07 1,6

G069 GrofRhirn 18,13 8,66 G069 Kleinhirn 8,02 1,12
G070 GroRhirn 19,74 6,9 G070 Kleinhirn 8,18 1,44
G071 GroRhirn 4,81 1,28 G071 Kleinhirn 12,03 2,25
G072 GrofRhirn 9,31 1,6 G072 Kleinhirn 6,9 1,12
G073 GroRhirn 4,97 1,12 G073 Kleinhirn 4,81 1,28
G074 GrofRhirn 9,31 3,53 G074 Kleinhirn 13,48 2,89
G075 GrofRhirn 5,78 1,28 G075 Kleinhirn 5,29 3,69
G076 GroRhirn 12,19 1,93 G076 Kleinhirn 3,69 2,73
G077 GrofRhirn 3,53 2,25 G077 Kleinhirn 4,01 3,05
G078 GrofRhirn 12,84 7,06 G078 Kleinhirn 10,43 7,22
G079 GroRhirn 5,62 3,53 G079 Kleinhirn 8,18 3,53
G080 GrofRhirn 2,41 1,6 G080 Kleinhirn 8,82 5,94
G081 GrofRhirn 8,18 4,49 G081 Kleinhirn 3,21 2,57
G082 GroRhirn 4,01 2,73 G082 Kleinhirn 5,46 2,41
G083 GrofRhirn 3,37 1,76 G083 Kleinhirn 5,94 1,6
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G084 GroRhirn 3,53 1,76 G084 Kleinhirn 5,46 1,44
G085 GrofRhirn 5,78 2,41 G085 Kleinhirn 5,46 1,44
G086 GrofRhirn 6,1 2,41 G086 Kleinhirn 7,06 3,53
G087 GroRhirn 5,46 2,25 G087 Kleinhirn 2,73 1,44
G088 GrofRhirn 2,41 1,44 G088 Kleinhirn 513 1,76
G089 GroRhirn 4,33 2,09 G089 Kleinhirn 11,87 7,22
G090 GroRhirn 2,57 1,76 G090 Kleinhirn 11,55 5,62
G091 GrofRhirn 6,74 4,01 G091 Kleinhirn 4,49 3,37
G092 GrofRhirn 3,21 2,25 G092 Kleinhirn 9,79 6,9

G093 GroRhirn 11,23 4,97 G093 Kleinhirn 4,81 2,73
G094 GrofRhirn 10,43 5,78 G094 Kleinhirn 12,52 4,81
G095 GroRhirn 4,65 2,25 G095 Kleinhirn 9,63 3,05
G096 GrofBhirn 12,03 3,85 G096 Kleinhirn 8,66 4,49
G097 GrofRhirn 10,59 3,37 G097 Kleinhirn 15,56 6,58
G098 GrofRhirn 3,85 2,25 G098 Kleinhirn 12,35 4,33
G099 GroRhirn 19,9 9,95 G099 Kleinhirn 24,7 16,69
G100 GrofRhirn 13,8 5,62 G100 Kleinhirn 16,85 7,22
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Tabelle 21: Mittels RT-qPCR bestimmte Menge nukledrer DNA im GroBhirngewebe (Rinde).
Werte mit mehr als 20 % Abweichung wurden entfernt.

Probennr. Gewebe Messung1 Messung 2 Messung 3 Mittelwert Standardabweichung
(ng /2 ) (ng /2 ) (ng /2 ) (ng / w) (ng / w)

G001 GroBhirn 29,76 25,42 137,95 2,1700
G002 GrofRhirn 31,58 31,5 35,64 164,53 1,9330
G003 GrofBhirn 17,72 16,09 14,37 80,30 1,3678
G004 GrofRhirn 8,88 7,84 41,80 0,5200
G005 GrofBhirn 8,55 8,17 41,80 0,1900
G006 GrofRhirn 4,06 3,85 19,78 0,1050
G007 GroBhirn 16,85 15,88 81,83 0,4850
G008 GrofRhirn 12,1 11,47 58,93 0,3150
G009 GroBhirn 6,64 6,79 33,58 0,0750
G010 GrofRhirn 4,26 3,78 20,10 0,2400
G011 GrofRhirn 56,59 47,48 260,18 4,5550
G012 GrofBhirn 10,41 9,79 50,50 0,3100
G013 GroRhirn 0 0 0 0,00

G014 GrofRhirn 0 0 0 0,00

G015 GroRhirn 0 0 0 0,00

G016 GrofRhirn 14,77 14,04 72,03 0,3650
G017 GroRhirn 0 0 0 0,00

G018 GrofRhirn 11,38 9,02 11,14 52,57 1,0605
G019 GroRhirn 0 0 0 0,00

G020 GrofBhirn 0,326 0,301 1,57 0,0125
G021 GroRhirn 0,0824 0,0702 0,38 0,0061
G022 GrofRhirn 5,66 5,54 6,03 28,72 0,2085
G023 GroBhirn 4,46 3,88 4,06 20,67 0,2424
G024 GrofRhirn 0,671 0,793 3,66 0,0610
G025 GroRhirn 0 0 0 0,00

G026 GrofRhirn 0,0293 0,0322 0,15 0,0015
G027 GrofBhirn 0,0412 0,0463 0,0411 0,21 0,0024
G028 GrofRhirn 24,61 20,42 112,58 2,0950
G029 GroBhirn 7,87 7,7 38,93 0,0850
G030 GrofRhirn 4,52 4,08 21,50 0,2200
G031 GroBhirn 14,46 14,25 71,78 0,1050
G032 GrofRhirn 5,07 4,76 24,58 0,1550
G033 GroBhirn 9,44 9,32 46,90 0,0600
G034 GrofBhirn 8,34 8,55 7,35 40,40 0,5233
G035 GroRhirn 38,96 34 182,40 2,4800
G036 GrofRhirn 12,69 14 66,73 0,6550
G037 GrofRhirn 131,93 115,21 617,85 8,3600
G038 GrofRhirn 40,06 34,55 186,53 2,7550
G039 GrofBhirn 24,91 18,73 22,33 109,95 2,5344
G040 GrofRhirn 16,14 16,92 82,65 0,3900
G041 GrofBhirn 14,26 14,46 71,80 0,1000
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G042 GroRhirn 32,57 37,8 175,93 2,6150
G043 GroRhirn 1,01 1,28 5,73 0,1350
G044  GroRhirn 9,17 8,14 8,26 42,62 0,4599
G045 GroRhirn 6,84 7,01 34,63 0,0850
G046 GroRhirn 10,21 12,36 56,43 1,0750
G047 GroRhirn 12,78 9,94 56,80 1,4200
G048 GroRhirn 27,24 33,33 151,43 3,0450
G049 GroRhirn 21,11 21,72 107,08 0,3050
G050  GroRhirn 11,89 10,85 56,85 0,5200
G051 GroRhirn 14,99 14,85 74,60 0,0700
G052 GroRhirn 64,77 71,77 87,25 372,98 9,3926
G053 GroRhirn 18,18 17,96 90,35 0,1100
G054  GroRhirn 28,33 34,98 158,28 3,3250
G055 GroRhirn 30,51 36,19 166,75 2,8400
G056 GroRhirn 65,14 69,05 77,64 353,05 5,2210
G057 GroRhirn 16,24 16,91 82,88 0,3350
G058 GroRhirn 20,4 20,92 23,81 108,55 1,5000
G059 GroRhirn 92,3 109,83 505,33 8,7650
G060  GroRhirn 76,73 79,61 81,69 396,72 2,0337
G061 GroRhirn 43,16 40,97 41,73 209,77 0,9079
G062 GroRhirn 59,37 46,69 58,56 274,37 5,7959
G063 GroRhirn 87,9 74,51 406,03 6,6950
G064  GroRhirn 66,97 56,93 309,75 5,0200
G065 GroRhirn 51,13 48,39 56,59 260,18 3,4085
G066 GroRhirn 69,39 53,63 64,36 312,30 6,5728
G067 GroRhirn 62,43 63,03 60,32 309,63 1,1622
G068 GroRhirn 90,7 103,36 485,15 6,3300
G069 GroRhirn 71,41 73,62 362,58 1,1050
G070  GroRhirn 83,12 67,15 71,97 370,40 6,6883
G071 GroRhirn 55,84 82,88 346,80 13,5200
G072 GroRhirn 49,42 59,75 272,93 5,1650
G073 GroRhirn 50,19 55,41 264,00 2,6100
G074  GroBhirn 128,55 122,31 127,37 630,38 2,7067
G075 GroRhirn 71,12 69,49 71,23 353,07 0,7956
G076 GroRhirn 73,2 73,59 64,99 352,97 3,9654
G077 GroRhirn 88,04 99,93 469,93 5,9450
G078 GroRhirn 110,15 98,16 520,78 5,9950
G079 GroRhirn 106,63 92,4 95,72 491,25 6,0786
G080  GroRhirn 66,13 79,48 364,03 6,6750
G081 GroRhirn 95,58 98,58 485,40 1,5000
G082 GroRhirn 95,22 93,1 97,35 476,12 1,7351
G083 GroRhirn 74,35 78,04 70,51 371,50 3,0743
G084  GroRhirn 104,31 105,8 525,28 0,7450
G085 GroRhirn 101,34 82,13 458,68 9,6050
G086 GroRhirn 92,47 98,25 109,99 501,18 7,2892
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G087 GroBhirn 83,51 82,41 414,80 0,5500
G088 GroRhirn 87,97 94,35 88,3 451,03 2,9329
G089 GroBhirn 182,91 191,78 936,73 4,4350
G090 GroRhirn 74,15 66,25 351,00 3,9500
G091 GroRhirn 87,32 73,78 67,64 381,23 8,2215
G092 GroRhirn 120,71 118,63 112,89 587,05 3,3070
G093 GrofRhirn 78,79 69,85 371,60 4,4700
G094 GroBhirn 93,38 90,92 460,75 1,2300
G095 GroRhirn 220,95 201,86 1057,03 9,5450
G096 GroRhirn 290,71 228,85 262,57 1303,55 25,2885
G097 GroBhirn 223,89 228,23 1130,30 2,1700
G098 GroRhirn 80,3 89,84 96,39 444,22 6,6064
G099 GroBhirn 197,97 116,91 787,20 40,5300
G100 GroRhirn 178,24 190,2 921,10 5,9800
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Tabelle 22: Mittels RT-qPCR bestimmte Menge nukledrer DNA im Kleinhirngewebe (Rinde).
Werte mit mehr als 20 % Abweichung wurden entfernt.

Probennr. Gewebe Messung 1 Messung 2 Messung 3 Mittelwert Standardabweichung
(ng /2 ul) (ng/2ul) (ng /2 ul) (ng / i) (ng / ul)

G001 Kleinhirn 3,45 3,83 18,20 0,1900
G002 Kleinhirn 16,61 14,2 77,03 1,2050
G003 Kleinhirn 4,59 3,71 20,75 0,4400
G004 Kleinhirn 104,77 90,24 487,53 7,2650
G005 Kleinhirn 39,74 38,54 195,70 0,6000
G006 Kleinhirn 16,95 17,08 19,88 89,85 1,3516
G007 Kleinhirn 143,27 123,7 667,43 9,7850
G008 Kleinhirn 248,22 249,75 264,46 1285,53 7,3217
G009 Kleinhirn 2,84 2,01 2,43 11,10 0,3389
G010 Kleinhirn 0,0649 0,055 0,0522 0,29 0,0054
G011 Kleinhirn 0 0 0 0,00

G012 Kleinhirn 0,399 0,423 2,06 0,0120
G013 Kleinhirn 0 0 0 0,00

G014 Kleinhirn 6,03 7,82 34,63 0,8950
G015 Kleinhirn 2,19 2,54 11,83 0,1750
G016 Kleinhirn 1,67 1,79 8,65 0,0600
G017 Kleinhirn 10,61 12,62 12,39 59,37 0,8982
G018 Kleinhirn 0,221 0,24 1,15 0,0095
G019 Kleinhirn 2,6 2,27 12,18 0,1650
G020 Kleinhirn 2,58 2,56 12,85 0,0100
G021 Kleinhirn 6,55 7,64 35,48 0,5450
G022 Kleinhirn 1,62 1,83 8,63 0,1050
G023 Kleinhirn 3,73 3,67 18,50 0,0300
G024 Kleinhirn 13,03 15,4 71,08 1,1850
G025 Kleinhirn 9,6 7,74 43,35 0,9300
G026 Kleinhirn 14,03 12,61 66,60 0,7100
G027 Kleinhirn 7,48 6,7 35,45 0,3900
G028 Kleinhirn 8,42 9,71 45,33 0,6450
G029 Kleinhirn 9,32 8,43 7,85 42,67 0,6046
G030 Kleinhirn 13,5 14,63 13,5 69,38 0,5327
G031 Kleinhirn 15,3 12,73 70,08 1,2850
G032 Kleinhirn 14,92 14,95 13,77 72,73 0,5493
G033 Kleinhirn 18,2 18,4 91,50 0,1000
G034 Kleinhirn 97,04 116,41 126,14 565,98 12,0954
G035 Kleinhirn 16,1 13,9 75,00 1,1000
G036 Kleinhirn 10,21 11,3 53,78 0,5450
G037 Kleinhirn 55,59 56,84 281,08 0,6250
G038 Kleinhirn 15,67 19,29 87,40 1,8100
G039 Kleinhirn 33,78 31,51 163,23 1,1350
G040 Kleinhirn 7,42 7,38 37,00 0,0200
G041 Kleinhirn 16,41 15,35 79,40 0,5300
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G042 Kleinhirn 1,76 1,57 8,33 0,0950
G043 Kleinhirn 10,21 12,31 56,30 1,0500
G044 Kleinhirn 6,11 5,62 4,74 27,45 0,5668
G045 Kleinhirn 33,84 27,07 152,28 3,3850
G046 Kleinhirn 15,31 15,01 75,80 0,1500
G047 Kleinhirn 20,53 18,58 19,4 97,52 0,7994
G048 Kleinhirn 70,61 79,27 374,70 4,3300
G049 Kleinhirn 113,57 92,37 514,85 10,6000
G050 Kleinhirn 179,83 156,2 840,08 11,8150
G051 Kleinhirn 13,96 13,35 68,28 0,3050
G052 Kleinhirn 14,6 12,62 13,97 68,65 0,8260
G053 Kleinhirn 1,77 2,07 9,60 0,1500
G054 Kleinhirn 3,97 3,57 18,85 0,2000
G055 Kleinhirn 1,55 1,29 1,31 6,92 0,1181
G056 Kleinhirn 4,26 5,82 25,20 0,7800
G057 Kleinhirn 7,09 8,3 7,29 37,80 0,5296
G058 Kleinhirn 2,15 2,03 3,24 12,37 0,5443
G059 Kleinhirn 70,36 70,49 69,15 350,00 0,6034
G060 Kleinhirn 26,03 16,17 105,50 4,9300
G061 Kleinhirn 518,15 608,9 650,57 2962,70 55,2841
G062 Kleinhirn 65,34 61,06 52,18 297,63 5,4809
G063 Kleinhirn 377,34 398,6 432,41 2013,92 22,6760
G064 Kleinhirn 287,01 287,97 294,47 1449,08 3,3137
G065 Kleinhirn 44,99 52,24 51,46 247,82 3,2495
G066 Kleinhirn 50,6 58,37 272,43 3,8850
G067 Kleinhirn 70,4 69,34 66,54 343,80 1,6283
G068 Kleinhirn 566,79 504,99 440,87 2521,08 51,4095
G069 Kleinhirn 39,74 38,09 49,33 211,93 4,9557
G070 Kleinhirn 171,16 174,15 863,28 1,4950
G071 Kleinhirn 80,39 100,39 96,14 461,53 2,1250
G072 Kleinhirn 94,75 87,28 455,08 3,7350
G073 Kleinhirn 104,13 108,82 109,76 537,85 2,4625
G074 Kleinhirn 61,71 44,06 264,43 8,8250
G075 Kleinhirn 110,38 105,8 540,45 2,2900
G076 Kleinhirn 1,66 1,42 7,70 0,1200
G077 Kleinhirn 24,31 30,1 26,71 135,20 2,3752
G078 Kleinhirn 156,72 157,35 149,79 773,10 3,4250
G079 Kleinhirn 51,14 53,14 54,76 265,07 1,4806
G080 Kleinhirn 87,35 99,2 99,26 476,35 5,6003
G081 Kleinhirn 397,55 347,46 391,92 1894,88 22,4039
G082 Kleinhirn 145,13 158,43 157,51 768,45 6,0645
G083 Kleinhirn 47,57 44,92 231,23 1,3250
G084 Kleinhirn 39,29 48,31 46,83 224,05 3,9497
G085 Kleinhirn 73,95 63,67 344,05 5,1400
G086 Kleinhirn 33,69 37,92 179,03 2,1150
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G087 Kleinhirn 100,23 99,19 498,55 0,5200
G088 Kleinhirn 179,61 185,01 189,38 923,33 3,9960
G089 Kleinhirn 97,51 77,86 438,43 9,8250
G090 Kleinhirn 785,72 703,71 3723,58 41,0050
G091 Kleinhirn 56,76 41,99 246,88 7,3850
G092 Kleinhirn 454,6 327,62 1955,55 63,4900
G093 Kleinhirn 22,28 20,13 106,03 1,0750
G094 Kleinhirn 221,65 217,01 1096,65 2,3200
G095 Kleinhirn 32,71 31,24 39,97 173,20 3,8164
G096 Kleinhirn 11,34 9,96 10,24 52,57 0,5956
G097 Kleinhirn 59,34 64,84 310,45 2,7500
G098 Kleinhirn 159,87 166,23 815,25 3,1800
G099 Kleinhirn 62,41 75,54 344,88 6,5650
G100 Kleinhirn 354,51 322 1691,28 16,2550
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Tabelle 23: Mittels RT-qPCR bestimmte Menge nukledrer DNA im GroBhirngewebe (Mark).
Werte mit mehr als 20 % Abweichung wurden entfernt.

Probennr. Gewebe Messung1 Messung 2 Messung 3 Mittelwert Standardabweichung
(ng /2 pl) (ng /2 pl) (ng /2 pl) (ng / ul) (ng / ni)
G001 GroBhirn 411,71 517,34 232,26 52,8150
G002 GrofRhirn 380,97 378,55 189,88 1,2100
G003 GrofBhirn 175,77 220,56 99,08 22,3950
G004 GrofRhirn 194,06 177,32 92,85 8,3700
G005 GrofBhirn 135,89 149,34 713,08 6,7250
G006 GrofRhirn 49,78 45,96 239,35 1,9100
G007 GrofBhirn 40,83 41,87 206,75 0,5200
G008 GrofRhirn 57,92 51,46 42,57 253,25 6,2927
G009 GroBhirn 60,43 59,97 301,00 0,2300
G010 GrofRhirn 105,08 100,08 512,90 2,5000
G011 GroBhirn 24,54 23,19 119,33 0,6750
G012 GrofBhirn 6,43 9,14 8,34 39,85 1,1369
G013 GroBhirn 77,52 60,44 344,90 8,5400
G014 GrofRhirn 205,61 203,9 1023,78 0,8550
G015 GrofBhirn 13,3 14,71 70,03 0,7050
G016 GrofRhirn 17,46 22,62 22,99 105,12 2,5242
G017 GrofBhirn 11,63 9,14 51,93 1,2450
G018 GrofRhirn 13,48 14,56 70,10 0,5400
G019 GrofBhirn 11,96 10,64 56,50 0,6600
G020 GrofBhirn 13,37 13,8 67,93 0,2150
G021 GroBhirn 20,89 21,12 22,28 107,15 0,6083
G022 GrofRhirn 28,67 24,21 25,91 131,32 1,8378
G023 GroBhirn 2,81 2,86 2,89 14,27 0,0330
G024 GrofRhirn 8,72 6,78 38,75 0,9700
G025 GroBhirn 59,68 61,49 302,93 0,9050
G026 GrofRhirn 14,95 13,03 69,95 0,9600
G027 GrofBhirn 9,99 11,21 8,77 49,95 0,9961
G028 GrofRhirn 24,32 23,68 120,00 0,3200
G029 GrofBhirn 53,78 48,93 256,78 2,4250
G030 GrofRhirn 12,87 17,15 16,98 78,33 1,9788
G031 GrofBhirn 59,27 61,88 302,88 1,3050
G032 GrofRhirn 0 0 0 0,00 0,0000
G033 GroBhirn 17,71 15,02 81,83 1,3450
G034 GrofBhirn 42,39 49,34 229,33 3,4750
G035 GroBhirn 39,45 39,38 34,17 188,33 2,4727
G036 GrofRhirn 92,75 97,84 476,48 2,5450
G037 GroBhirn 6,16 5,07 28,08 0,5450
G038 GrofRhirn 27,6 26,34 134,85 0,6300
G039 GrofBhirn 14,74 13,63 70,93 0,5550
G040 GrofRhirn 48,37 38,91 218,20 4,7300
G041 GrofBhirn 71,52 77,03 371,38 2,7550
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G042 GroRhirn 9,74 8,82 9,89 47,42 0,4730
G043 GroRhirn 18,47 20,14 96,53 0,8350
G044  GroRhirn 51,2 48,93 250,33 1,1350
G045 GroRhirn 7,36 8,95 40,78 0,7950
G046 GroRhirn 2,13 1,86 9,98 0,1350
G047 GroRhirn 33,16 33,71 167,18 0,2750
G048 GroRhirn 5,34 6,69 30,08 0,6750
G049 GroRhirn 3,4 3,25 3,05 16,17 0,1434
G050  GroRhirn 7,96 7,76 39,30 0,1000
G051 GroRhirn 5,74 5,59 28,33 0,0750
G052 GroRhirn 5,1 4,91 25,03 0,0950
G053 GroRhirn 19,97 17,85 94,55 1,0600
G054  GroRhirn 18,35 15,06 83,53 1,6450
G055 GroRhirn 47,13 41,84 46,28 225,42 2,3195
G056 GroBhirn 118,06 117,4 126,77 603,72 4,2700
G057 GroRhirn 33,34 26,86 150,50 3,2400
G058 GroRhirn 20,74 25,05 24,17 116,60 1,8594
G059 GroRhirn 24,38 17,82 105,50 3,2800
G060  GroRhirn 55,1 65,78 302,20 5,3400
G061 GroRhirn 13,1 12,36 63,65 0,3700
G062 GroRhirn 9,29 11,45 51,85 1,0800
G063 GroRhirn 42,63 42,5 43,52 214,42 0,4533
G064  GroRhirn 25,67 21,84 23,35 118,10 1,5752
G065 GroRhirn 68,18 57,61 59,3 308,48 4,6360
G066 GroRhirn 9,13 9,38 46,28 0,1250
G067 GroRhirn 26,23 23,75 124,95 1,2400
G068 GroRhirn 187,1 184,9 930,00 1,1000
G069 GroRhirn 52,54 53,76 47,5 256,33 2,7096
G070  GroRhirn 44,59 41,31 43,37 215,45 1,3536
G071 GroRhirn 49,31 44,93 235,60 2,1900
G072 GroRhirn 106,14 116,82 557,40 5,3400
G073 GroRhirn 80,84 84,06 412,25 1,6100
G074  GroRhirn 57,15 57,21 55,07 282,38 0,9950
G075 GroRhirn 46,76 47,59 42,46 228,02 2,2484
G076 GroRhirn 38,74 46,99 214,33 4,1250
G077 GroRhirn 36,54 21,17 144,28 7,6850
G078 GroBhirn 113,57 101,48 105,15 533,67 5,0611
G079 GroRhirn 49,38 53,4 47,58 250,60 2,4329
G080  GroRhirn 27,25 29 140,63 0,8750
G081 GroRhirn 11,24 9,58 52,05 0,8300
G082 GroRhirn 55,24 50,25 56,68 270,28 2,7552
G083 GroRhirn 17,33 17,88 88,03 0,2750
G084  GroRhirn 52,51 54,66 53,08 267,08 0,9094
G085 GroRhirn 11,04 7,34 45,95 1,8500
G086 GroRhirn 7,13 7,66 36,98 0,2650
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G087 GroBhirn 20,78 16,82 21,38 98,30 2,0231
G088 GroRhirn 5,16 5,13 25,73 0,0150
G089 GroBhirn 23,63 23,25 117,20 0,1900
G090 GroRhirn 201,42 166,71 920,33 17,3550
G091 GroRhirn 43,38 54,44 54,58 254,00 5,2470
G092 GroRhirn 119,46 95,43 537,23 12,0150
G093 GrofRhirn 71 79,92 377,30 4,4600
G094 GroBhirn 109,6 100,04 524,10 4,7800
G095 GroRhirn 28,61 31,31 149,80 1,3500
G096 GroRhirn 35,91 30,74 166,63 2,5850
G097 GroBhirn 30,86 33,41 160,68 1,2750
G098 GroRhirn 35,88 25,97 154,63 4,9550
G099 GroBhirn 37,1 36,92 185,05 0,0900
G100 GroRhirn 35,36 30,44 164,50 2,4600
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Tabelle 24: Mittels RT-qPCR bestimmte Menge nukledrer DNA im Kleinhirngewebe (Mark).
Werte mit mehr als 20 % Abweichung wurden entfernt.

Probennr. Gewebe Messungl Messung2 Messung 3 Mittelwert Standardabweichung
(ng/2ul)  (ng/2ul) (ng/2u) (ng / w) (ng / w)
G001 Kleinhirn 311,35 299,44 350,42 160,20 21,7748
G002 Kleinhirn 382,39 376,44 362,14 186,83 8,4981
G003 Kleinhirn 267,87 271,89 229,54 128,22 19,0871
G004 Kleinhirn 448,42 432,55 220,24 7,9350
G005 Kleinhirn 109,04 105,84 93,03 513,18 6,9174
G006 Kleinhirn 38,27 38,39 37,75 190,68 0,2778
G007 Kleinhirn 16,47 16,5 14,23 78,67 1,0631
G008 Kleinhirn 65,6 52,4 295,00 6,6000
G009 Kleinhirn 37,58 38,16 32,51 180,42 2,5378
G010 Kleinhirn 68,05 71,7 65,53 342,13 2,5329
G011 Kleinhirn 45,58 46,77 43,03 225,63 1,5601
G012 Kleinhirn 21,7 19,69 22,36 106,25 1,1355
G013 Kleinhirn 18,91 18,91 94,55 0,0000
G014 Kleinhirn 59,93 61,42 56,6 296,58 2,0150
G015 Kleinhirn 19,58 18,94 96,30 0,3200
G016 Kleinhirn 37,36 42,23 198,98 2,4350
G017 Kleinhirn 9,15 8,34 43,73 0,4050
G018 Kleinhirn 40,2 43,71 209,78 1,7550
G019 Kleinhirn 11,39 9,3 51,73 1,0450
G020 Kleinhirn 55,14 61,16 59,43 292,88 2,5306
G021 Kleinhirn 14,03 9,06 57,73 2,4850
G022 Kleinhirn 51,61 62 54,24 279,75 4,4107
G023 Kleinhirn 17,8 17,6 15,79 85,32 0,9041
G024 Kleinhirn 14,47 15,76 14,83 75,10 0,5435
G025 Kleinhirn 6,89 6,29 32,95 0,3000
G026 Kleinhirn 21,09 25,45 24,76 118,83 1,9135
G027 Kleinhirn 30,38 26,94 143,30 1,7200
G028 Kleinhirn 8,94 9,24 10,85 48,38 0,8387
G029 Kleinhirn 31,04 28,01 147,63 1,5150
G030 Kleinhirn 52,67 54,25 56,55 272,45 1,5931
G031 Kleinhirn 54,91 57,09 280,00 1,0900
G032 Kleinhirn 51,62 57,71 57,76 278,48 2,8827
G033 Kleinhirn 10,36 11,16 9,51 51,72 0,6737
G034 Kleinhirn 22,34 23,06 21,42 111,37 0,6712
G035 Kleinhirn 37,71 21,07 146,95 8,3200
G036 Kleinhirn 29,5 33,53 38,39 169,03 3,6346
G037 Kleinhirn 13,29 11,29 61,45 1,0000
G038 Kleinhirn 17,56 18,9 17,67 90,22 0,6074
G039 Kleinhirn 23,71 24,59 120,75 0,4400
G040 Kleinhirn 49,38 51,46 47,89 247,88 1,4641
G041 Kleinhirn 24,59 21,61 115,50 1,4900
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G042 Kleinhirn 19,17 23,59 22,29 108,42 1,8547
G043 Kleinhirn 9,29 11,04 50,83 0,8750
G044 Kleinhirn 13,65 13,48 13,86 68,32 0,1554
G045 Kleinhirn 16,8 17,49 14,12 80,68 1,4536
G046 Kleinhirn 27,51 26,94 27,09 135,90 0,2412
G047 Kleinhirn 10,73 10,32 8,84 49,82 0,8118
G048 Kleinhirn 15,58 17,74 83,30 1,0800
G049 Kleinhirn 15,34 10,87 65,53 2,2350
G050 Kleinhirn 31,61 28,56 32,1 153,78 1,5661
G051 Kleinhirn 8,26 8,48 41,85 0,1100
G052 Kleinhirn 24,11 36,65 151,90 6,2700
G053 Kleinhirn 5,39 5,15 5,07 26,02 0,1360
G054 Kleinhirn 16,13 17,33 17,21 84,45 0,5396
G055 Kleinhirn 6,89 7,52 36,03 0,3150
G056 Kleinhirn 57,29 57,68 287,43 0,1950
G057 Kleinhirn 28,95 33,84 156,98 2,4450
G058 Kleinhirn 71,52 66,42 344,85 2,5500
G059 Kleinhirn 37,98 37,38 188,40 0,3000
G060 Kleinhirn 51,17 47,1 245,68 2,0350
G061 Kleinhirn 70,84 66,34 342,95 2,2500
G062 Kleinhirn 20,51 20,13 21,21 103,08 0,4473
G063 Kleinhirn 126,02 100,18 565,50 12,9200
G064 Kleinhirn 82,53 95,86 445,98 6,6650
G065 Kleinhirn 6,53 5,83 4,61 28,28 0,7934
G066 Kleinhirn 26,05 26,66 32,31 141,70 2,8182
G067 Kleinhirn 13,24 13,6 14,01 68,08 0,3146
G068 Kleinhirn 72,33 83,9 390,58 5,7850
G069 Kleinhirn 16,21 10,31 66,30 2,9500
G070 Kleinhirn 144,9 141,6 716,25 1,6500
G071 Kleinhirn 6,92 6,21 32,83 0,3550
G072 Kleinhirn 12,51 13,23 64,35 0,3600
G073 Kleinhirn 24,89 22,01 117,25 1,4400
G074 Kleinhirn 31,17 37,08 170,63 2,9550
G075 Kleinhirn 22,7 23,77 116,18 0,5350
G076 Kleinhirn 18,14 17,89 17,48 89,18 0,2721
G077 Kleinhirn 11,99 10,28 11,36 56,05 0,7061
G078 Kleinhirn 24,44 28,62 26,24 132,17 1,7119
G079 Kleinhirn 71,3 74,79 61,22 345,52 5,7536
G080 Kleinhirn 11,43 12,96 60,98 0,7650
G081 Kleinhirn 2,23 4,24 16,18 1,0050
G082 Kleinhirn 41,88 41,24 207,80 0,3200
G083 Kleinhirn 36,09 45,84 41,38 205,52 3,9852
G084 Kleinhirn 13,14 15,13 15,9 73,62 1,1629
G085 Kleinhirn 6,38 6,59 5,95 31,53 0,2664
G086 Kleinhirn 40,28 39,56 36,12 193,27 1,8153
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G087 Kleinhirn 33,08 28,58 34,56 160,37 2,5430
G088 Kleinhirn 13,09 14,46 68,88 0,6850
G089 Kleinhirn 18,06 189 79,90 2,0800
G090 Kleinhirn 274,59 244,21 1297,00 15,1900
G091 Kleinhirn 102,65 93,99 88,48 475,20 5,8323
G092 Kleinhirn 59,51 51,43 277,35 4,0400
G093 Kleinhirn 70,66 78,22 84,03 388,18 5,4738
G094 Kleinhirn 34,07 38,89 44,03 194,98 4,0669
G095 Kleinhirn 25,25 31,48 28,8 142,55 2,5516
G096 Kleinhirn 9,15 6,64 39,48 1,2550
G097 Kleinhirn 54,88 59,98 287,15 2,5500
G098 Kleinhirn 20,72 17,84 96,40 1,4400
G099 Kleinhirn 28,97 29,18 145,38 0,1050
G100 Kleinhirn 13,92 13,09 67,53 0,4150

176




Anhang

Tabelle 25: Mittels RT-qPCR bestimmte Anzahl Kopien Wildtyp mtDNA im GroBhirngewebe

(Rinde). Werte (Rohdaten) mit mehr als 20% Abweichung wurden entfernt.

Messung 1 Messung 2 Messung 3 Mittelwert Standardabweichung
(Kopien / 2 pl) (Kopien / 2 pl) (Kopien / 2 pl) (Kopien / pl) (Kopien / pl)

G001 GroBhirn 1570000 1500000 1900000 8283333,33 174419,67
G002 GroRBhirn 0 47984,3 54395,56 170633,1 3205,63
G003 GroBhirn 1590000 1330000 1460000 7300000 106144,56
G004 GroRBhirn 1930000 1590000 0 5866666,67 170000,00
G005 GroRBhirn 0 1520000 1370000 4816666,67 75000,00
G006 GroRhirn 0 835558,25 889231,19 2874649,07 26836,47
G007 GroRBhirn 0 1710000 1510000 5366666,67 100000,00
G008 GroRhirn 0 447269,75 461038,31 1513846,77 6884,28
G009 GroRBhirn 12530,61 0 100562,02 188487,72 44015,71
G010 GroRBhirn 1690000 1690000 0 5633333,33 0,00
G011 GroBhirn 237641,7 0 220573,08 763691,3 8534,31
G012 GroRBhirn 0 1740000 1720000 5766666,67 10000,00
G013 GroBhirn 0 708,82 835,17 2573,3167 63,18
G014 GroRBhirn 8714,11 0 9519,93 30390,07 402,91
G015 GroBhirn 550,8 0 644,75 1992,58 46,97
G016 GroRBhirn 0 183845,48 210526,77 657287,08 13340,64
G017 GroRBhirn 0 13,93 10,77 41,17 1,58
G018 GroRhirn 208048,23 195402,31 0 672417,57 6322,96
G019 GroRBhirn 321,8 405,11 0 1211,5167 41,65
G020 GroRBhirn 0 14754,79 15006,94 49602,88 126,07
G021 GroRBhirn 0 6064,47 6717,36 21303,05 326,44
G022 GroRBhirn 974481,19 0 913184,63 3146109,7 30648,28
G023 GroRhirn 822814,88 0 858110,25 2801541,88 17647,69
G024 GroRBhirn 0 19511,64 19424,04 64892,8 43,80
G025 GroRhirn 127,56 0 116,61 406,95 5,47
G026 GroRBhirn 0 1556,48 2001,86 5930,57 222,69
G027 GroBhirn 782,95 856,4 0 2732,25 36,73
G028 GroRBhirn 2170000 2300000 2310000 11300000 63770,42
G029 GroRBhirn 1430000 1370000 1370000 6950000 28284,27
G030 GroRhirn 0 676456,25 616293,38 2154582,72 30081,44
G031 GroRBhirn 0 1730000 1670000 5666666,67 30000,00
G032 GroRBhirn 1540000 1750000 0 5483333,33 105000,00
G033 GroRBhirn 0 1248356,6 1046358,2 3824524,67 100999,20
G034 GroRBhirn 2680000 2570000 2510000 12933333,33 70395,71
G035 GroBhirn 2770000 3090000 3360000 15366666,67 241154,63
G036 GroRBhirn 2490000 2110000 2580000 11966666,67 203688,21
G037 GroBhirn 4720000 4180000 4010000 21516666,67 302691,63
G038 GroRBhirn 2210000 1800000 2000000 10016666,67 167398,39
G039 GroBhirn 1370000 1500000 0 4783333,33 65000,00
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G040 GroRhirn 2370000 2360000 2820000 12583333,33 214527,91
G041 GroBhirn 3630000 3530000 3580000 17900000 40824,83
G042 GroRhirn 2590000 2820000 2420000 13050000 163910,54
G043 GroBhirn 1070000 962797,5 0 3387995,83 53601,25
G044 GroRhirn 0 2000000 2000000 6666666,67 0,00
G045 GroRhirn 1020000 1250000 1330000 6000000 131402,69
G046 GroRhirn 321684,31 304585,63 0 1043783,23 8549,34
G047 GroRhirn 1970000 1910000 1830000 9516666,67 57348,84
G048 GroRhirn 2130000 2290000 2890000 12183333,33 327142,51
G049 GroRhirn 3950000 3670000 3530000 18583333,33 174610,68
G050 GroRhirn 2500000 2400000 2380000 12133333,33 52493,39
G051 GroBhirn 2100000 1900000 2000000 10000000 81649,66
G052 GroRhirn 1740000 2150000 2460000 10583333,33 294882,27
G053 GroBhirn 1250000 1150000 1440000 6400000 120277,46
G054 GroRhirn 2910000 2660000 2910000 14133333,33 117851,13
G055 GroBhirn 1990000 1840000 1960000 9650000 64807,41
G056 GroRhirn 2110000 1870000 1650000 9383333,333 187853,37
G057 GroRhirn 28935,97 29890,26 0 98043,71667 477,15
G058 GroRhirn 3260000 2910000 2620 000 15425000 0,00
G059 GroRhirn 1250000 1420000 1240000 32583333,33 82596,74
G060 GroRhirn 763690,13 782869,81 19331999,25 9589,84
G061 GroRhirn 1200000 1070000 28375000 65000,00
G062 GroRhirn 1260000 1190000 30625000 35000,00
G063 GroBhirn 1790000 1900000 1970000 47166666,67 74087,04
G064 GroRhirn 1180000 977886,31 694668,94 23771293,75 199055,62
G065 GroBhirn 768776,44 712899,13 18520944,63 27938,66
G066 GroRhirn 97008,41 93334,75 88336,44 2322330 3554,06
G067 GroBhirn 1270000 1310000 1370000 32916666,67 41096,09
G068 GroRhirn 1790000 1620000 1530000 41166666,67 107806,41
G069 GroRhirn 677443,63 594458,88 15898781,38 41492,38
G070 GroRhirn 3670000 3820000 93625000 75000,00
G071 GroRhirn 6180000 5870000 5600000 147083333,33 236971,63
G072 GroRhirn 3360000 3190000 3030000 79833333,33 134742,55
G073 GroRhirn 2860000 2700000 2600000 68000000 107082,52
G074 GroRhirn 5410000 4940000 129375000 235000,00
G075 GroBhirn 6830000 6150000 162250000 340000,00
G076 GroRhirn 518064,28 550167,69 13352899,63 16051,71
G077 GroBhirn 4420000 4150000 4340000 107583333,33 113235,25
G078 GroRhirn 6140000 6380000 156500000 120000,00
G079 GroBhirn 3790000 3650000 93000000 70000,00
G080 GroRhirn 3360000 3100000 3040000 79166666,67 138884,44
G081 GroRhirn 4800000 4670000 5330000 123333333,33 285462,59
G082 GroRhirn 6410000 6970000 167250000 280000,00
G083 GroRhirn 6600000 2900000 4320000 115166666,67 1524058,91
G084 GroRhirn 3810000 3910000 4280000 100000000 202155,06
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G085 GroRhirn 2710000 2430000 64250000 140000,00
G086 GroRhirn 2740000 2650000 2640000 66916666,67 44969,13
G087 GroRhirn 1780000 1570000 1570000 41000000 98994,95
G088 GroRhirn 2830000 2500000 66625000 165000,00
G089 GroBhirn 198080,13 197608,05 4946102,25 236,04

G090 GroRhirn 1710000 1830000 1910000 45416666,67 82192,19
G091 GroBhirn 198116,42 189788,41 4848810,38 4164,00

G092 GroRhirn 2320000 2410000 2330000 58833333,33 40276,82
G093 GroBhirn 1490000 1450000 36750000 20000,00
G094 GroRhirn 629807,63 577229,44 524193,72 14426923,25 43116,83
G095 GroRhirn 4090000 3450000 94250000 320000,00
G096 GroRhirn 2730000 2750000 2750000 68583333,33 9428,09

G097 GroRhirn 2020000 2060000 1860000 49500000 86409,88
G098 GroRhirn 1480000 1680000 1780000 41166666,67 124721,91
G099 GroRhirn 5830000,00 4740000,00 5150000,00 131000000,00 449518,26
G100 GroRhirn 6690000 6140000 160375000 275000,00

Tabelle 26: Mittels RT-qPCR bestimmte Anzahl Kopien Wildtyp mtDNA im Kleinhirngewebe

(Rinde). Werte (Rohdaten) mit mehr als 20% Abweichung wurden entfernt.

Gewebe Messung 1 Messung 2 Messung 3 Mittelwert Standardabweichung
(Kopien / 2 pl) (Kopien / 2 pl) (Kopien / 2 pl) (Kopien / pl) (Kopien / pl)

G001 Kleinhirn 112128,25 116347,88 0 571190,33 2109,81
G002 Kleinhirn 0 57077,84 38736,39 239535,58 9170,72
G003 Kleinhirn 797119 782967,44 0 3950216,10 7075,78
G004 Kleinhirn 0 6950000 2990000 24850000,00 1980000,00
G005 Kleinhirn 838992,63 850340,88 0 4223333,78 5674,13
G006 Kleinhirn 1140000 1150000 1300000 5983333,33 73181,66
G007 Kleinhirn 0 1530000 1090000 6550000,00 220000,00
G008 Kleinhirn 0 4510000 3840000 20875000,00 335000,00
G009 Kleinhirn 0 1218,38 0 6091,90 0,00
G010 Kleinhirn 724,96 598,08 0 3307,60 63,44
G011 Kleinhirn 0 0 0 0,00 0,00
G012 Kleinhirn 0 354,66 308,88 1658,85 22,89
G013 Kleinhirn 2629,51 2193,09 2419,83 12070,72 178,21
G014 Kleinhirn 0 133055,66 134555,41 669027,68 749,88
G015 Kleinhirn 494132,94 0 473914,28 2420118,05 10109,33
G016 Kleinhirn 0 1560000 1540000 7750000,00 10000,00
G017 Kleinhirn 2660,72 2528,56 2703,98 13155,43 74,62
G018 Kleinhirn 1010,64 955,56 1028,64 4991,40 31,09
G019 Kleinhirn 9779,7 9420,28 0 47999,95 179,71
G020 Kleinhirn 168461,69 0 153325,72 804468,53 7567,98
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G021 Kleinhirn 0 35762,75 32400,48 170408,08 1681,14
G022 Kleinhirn 0 53302,59 57512,41 277037,50 2104,91
G023 Kleinhirn 0 84716,04 86943,8 429149,60 1113,88
G024 Kleinhirn 0 57485,96 55310,26 281990,55 1087,85
G025 Kleinhirn 0 32977,43 32170,08 162868,78 403,68
G026 Kleinhirn 307259,22 298827,38 0 1515216,50 4215,92
G027 Kleinhirn 19754,31 18437,3 19250,04 95736,08 542,56
G028 Kleinhirn 40296,05 43029,48 46199,05 215874,30 2412,08
G029 Kleinhirn 891402,44 910813,5 0 4505539,85 9705,53
G030 Kleinhirn 0 46072,64 46999,96 232681,50 463,66
G031 Kleinhirn 182229,64 0 177835,17 900162,03 2197,23
G032 Kleinhirn 1150000 1260000 1340000 6250000,00 77888,81
G033 Kleinhirn 5339,93 0 13318,21 46645,35 3989,14
G034 Kleinhirn 1310000 1270000 1070000 6083333,33 104986,77
G035 Kleinhirn 0 1090000 1360000 6125000,00 135000,00
G036 Kleinhirn 228675,61 233777,08 0 1156131,73 2550,74
G037 Kleinhirn 1260000 1010000 0 5675000,00 125000,00
G038 Kleinhirn 758407,19 857728,63 658071,56 3790345,63 81510,01
G039 Kleinhirn 622220,38 543782,75 703631,75 3116058,13 65261,85
G040 Kleinhirn 1210000 1090000 1240000 5900000,00 64807,41
G041 Kleinhirn 786638,88 784365,56 810293,56 3968830,00 11723,54
G042 Kleinhirn 1130000 0 981830,94 5279577,35 74084,53
G043 Kleinhirn 723947,44 718591,75 695860,5 3563999,48 12175,88
G044 Kleinhirn 804052,81 763899,69 0 3919881,25 20076,56
G045 Kleinhirn 783813 881387,44 942842,31 4346737,92 65479,25
G046 Kleinhirn 0 64192,98 58393,19 306465,43 2899,89
G047 Kleinhirn 714395,25 668873,25 0 3458171,25 22761,00
G048 Kleinhirn 646387,25 733785,19 0 3450431,10 43698,97
G049 Kleinhirn 1330000 0 1370000 6750000,00 20000,00
G050 Kleinhirn 0 1050000 1030000 5200000,00 10000,00
G051 Kleinhirn 0 1130000 1030000 5400000,00 50000,00
G052 Kleinhirn 525748,13 596137,88 0 2804715,03 35194,88
G053 Kleinhirn 202344,84 213182,81 254800,33 1117213,30 22610,37
G054 Kleinhirn 0 583358,06 612076,06 2988585,30 14359,00
G055 Kleinhirn 327907,03 315980,88 265489,53 1515629,07 27054,58
G056 Kleinhirn 235182,44 240736,14 239771,08 1192816,10 2422,82
G057 Kleinhirn 987,32 2257,75 0 8112,68 635,22
G058 Kleinhirn 654792,38 566390,38 673440,38 3157705,23 46693,28
G059 Kleinhirn 207991,44 208677,20 224814,50 5345692,83 7773,87
G060 Kleinhirn 288822,72 298027,31 368101,22 7957927,08 35402,70
G061 Kleinhirn 2170000 2260000 55375000,00 45000,00
G062 Kleinhirn 328218,88 260856,88 7363447,00 33681,00
G063 Kleinhirn 2170000 2360000 56625000,00 95000,00
G064 Kleinhirn 745865,31 716473,63 18279236,75 14695,84
G065 Kleinhirn 295437,69 290288,91 7321582,50 2574,39
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G066 Kleinhirn 24882,52 20095,24 562222,00 2393,64

G067 Kleinhirn 348541,47 418325,44 446456,91 10111031,83 41161,76
G068 Kleinhirn 2030000 2000000 1950000 49833333,33 32998,32
G069 Kleinhirn 182009,61 183364,61 4567177,75 677,50

G070 Kleinhirn 3140000 2990000 2930000 75500000,00 88317,61
G071 Kleinhirn 566988,13 500387,38 13342193,88 33300,38
G072 Kleinhirn 980345,25 1180000 964668,56 26041781,75 98022,34
G073 Kleinhirn 847550,13 754065,13 661629,00 18860368,83 75902,39
G074 Kleinhirn 1290000 1420000 1420000 34416666,67 61282,59
G075 Kleinhirn 711614,75 721454,00 17913359,38 4919,63

G076 Kleinhirn 250643,86 200844,92 5643609,75 24899,47
G077 Kleinhirn 380506,59 349471,38 9124724,63 15517,61
G078 Kleinhirn 2650000 2810000 68250000,00 80000,00
G079 Kleinhirn 202488,95 172405,75 4686183,75 15041,60
G080 Kleinhirn 1440000 1590000 37875000,00 75000,00
G081 Kleinhirn 1430000,00 836434,81 416143,94 22354822,92 415915,08
G082 Kleinhirn 869492,13 2600000 1230000 39162434,42 745469,53
G083 Kleinhirn 789569,88 733058,25 19032851,63 28255,82
G084 Kleinhirn 505064,94 468293,16 461256,41 11955120,92 19208,99
G085 Kleinhirn 702820,44 514592,13 366590,13 13200022,50 137592,52
G086 Kleinhirn 389488,72 349022,25 9231387,13 20233,23
G087 Kleinhirn 325901,19 272118,84 7475250,38 26891,18
G088 Kleinhirn 925432,50 1020000 995356,75 24506577,08 40055,10
G089 Kleinhirn 88621,21 82315,73 80683,38 2096836,00 3422,68

G090 Kleinhirn 981997,88 904556,19 895807,88 23186349,58 38733,37
G091 Kleinhirn 25002,37 27680,89 658540,75 1339,26

G092 Kleinhirn 1760000 1850000 1590000 43333333,33 130000,00
G093 Kleinhirn 1730000 1490000 1450000 38916666,67 20000,00
G094 Kleinhirn 161772,72 175542,14 163652,06 4174724,33 6096,47

G095 Kleinhirn 368491,03 342194,06 8883563,63 13148,48
G096 Kleinhirn 163220,86 169891,13 158136,64 4093738,58 4813,29

G097 Kleinhirn 251031,33 203511,98 5681791,38 23759,67
G098 Kleinhirn 1480000 1680000 1780000 41166666,67 124721,91
G099 Kleinhirn 787910,88 720340,50 732232,44 18670698,50 29452,91
G100 Kleinhirn 1280000 1020000 28750000,00 130000,00
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Tabelle 27: Mittels RT-qPCR bestimmte Anzahl Kopien Wildtyp mtDNA im GroBhirngewebe

(Mark). Werte (Rohdaten) mit mehr als 20% Abweichung wurden entfernt.

Gewebe Messung 1 Messung 2 Messung 3 Mittelwert Standardabweichung
(Kopien / 2 pl) (Kopien / 2 pl) (Kopien / 2 pl) (Kopien / pl) (Kopien / pl)

G001 GroBhirn 289056,25 381363,03 363047,88 8612226,33 39903,70
G002 GroRhirn 164801,33 105700,70 3381275,38 29550,32
G003 GroRBhirn 675381,44 696973,00 659531,63 16932383,92 15345,17
G004 GroRBhirn 267076,66 211567,30 5983049,50 27754,68
G005 GroRBhirn 1140000,00 1010000,00 1100000,00 27083333,33 54365,02
G006 GroRhirn 408938,72 374471,81 370267,31 9613982,00 17324,11
G007 GroRBhirn 243338,20 303896,88 6840438,50 30279,34
G008 GroRBhirn 334236,56 286920,66 7764465,25 23657,95
G009 GroBhirn 39636,67 44656,91 1053669,75 2510,12
G010 GroRBhirn 756776,88 819126,94 920429,19 20802775,08 50651,13
G011 GroBhirn 9760000,00 9470000,00 8410000,00 4606666,67 580248,99
G012 GroRBhirn 225780,81 197565,84 5291833,13 14107,48
G013 GroBhirn 3140000,00 3170000,00 3040000,00 77916666,67 55577,77
G014 GroRBhirn 3190000,00 2870000,00 3310000,00 78083333,33 185711,84
G015 GroRBhirn 1260000,00 1170000,00 30375000,00 45000,00
G016 GroRhirn 657184,75 495062,91 14403095,75 81060,92
G017 GroRBhirn 343806,78 266009,34 319624,63 7745339,58 32509,52
G018 GroRhirn 965078,00 975443,00 24256512,50 5182,50
G019 GroRBhirn 135479,67 134683,75 152220,08 3098135,83 8085,64
G020 GroRBhirn 343456,56 297302,38 301663,97 9702605,00 20805,59
G021 GroBhirn 304929,66 279353,09 1407945,00 12788,29
G022 GroRBhirn 273339,84 186444,25 3141409,70 43447,80
G023 GroBhirn 46379,93 39468,29 39045,73 2921413,75 3362,21
G024 GroRBhirn 398415,53 443383,53 401832,59 2298920,45 20440,37
G025 GroRhirn 417648,03 375331,41 391956,47 416313,17 17407,36
G026 GroRhirn 229113,41 190158,91 4145438,83 19477,25
G027 GroRBhirn 179940,77 157851,78 3949786,37 11044,50
G028 GroRhirn 243885,19 260805,25 261887,22 2096361,60 8243,06
G029 GroRBhirn 645303,19 627160,69 1688962,75 9071,25
G030 GroRBhirn 216847,25 232480,47 2555258,87 7816,61
G031 GroRBhirn 768326,63 688367,50 645713,50 6362319,40 50823,01
G032 GroRBhirn 433426,28 354965,03 400477,31 2246638,60 32168,26
G033 GroBhirn 13696,81 13028,95 7008025,43 333,93
G034 GroRBhirn 222957,48 184807,98 3962895,40 19074,75
G035 GroRhirn 471795,56 460381,78 503874,31 133628,80 18411,71
G036 GroRBhirn 941858,19 851670,81 1020000,00 2038827,30 68778,73
G037 GroRhirn 228548,34 176808,77 5066963,88 25869,78
G038 GroRBhirn 180063,77 159598,86 168560,13 4235189,67 8376,23
G039 GroRBhirn 131191,22 136889,75 3351012,13 2849,27
G040 GroRBhirn 112954,20 95586,91 2606763,88 8683,64
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G041 GroRhirn 414331,91 408193,75 432129,34 10455458,33 10150,74
G042 GroRhirn 88675,34 100099,52 86630,98 2295048,67 5926,33
G043 GroRhirn 110942,52 109518,02 102075,13 2687797,25 3888,11
G044 GroRhirn 115136,38 111222,31 2829483,63 1957,04
G045 GroBhirn 43998,51 42205,69 1077552,50 896,41

G046 GroRhirn 9113,36 8516,21 220369,63 298,58

G047 GroBhirn 421571,44 371732,16 9916295,00 24919,64
G048 GroRhirn 26771,35 25386,10 24609,67 639726,00 894,09

G049 GroBhirn 38587,75 35262,10 33864,80 897622,08 1980,98
G050 GroRhirn 61192,98 54813,30 66206,08 1518436,33 4662,22
G051 GroRhirn 31473,89 30144,59 770231,00 664,65

G052 GroRhirn 34095,31 34388,77 33584,29 850569,75 332,41

G053 GroRhirn 160533,47 123449,88 143034,36 3558480,92 15147,29
G054 GroRhirn 68668,22 51004,21 1495905,38 8832,01
G055 GroRhirn 125958,61 128413,84 126487,47 3173832,67 1055,08
G056 GroRhirn 652364,25 697214,56 612659,00 16351981,75 34540,96
G057 GroBhirn 10913,54 11484,12 279970,75 285,29

G058 GroRhirn 115927,54 100880,52 2710100,75 7523,51
G059 GroBhirn 224316,88 192852,56 5214618,00 15732,16
G060 GroRhirn 74450,52 81925,64 1954702,00 3737,56
G061 GroBhirn 139170,48 129429,44 3357499,00 4870,52
G062 GroRhirn 153005,48 134769,52 3597187,50 9117,98
G063 GroRhirn 125109,08 129214,91 3179049,88 2052,92
G064 GroRhirn 143757,94 131239,00 3437461,75 6259,47
G065 GroRhirn 325573,91 283974,53 313887,09 7695296,08 17517,77
G066 GroRhirn 13663,31 15845,95 368865,75 1091,32
G067 GroRhirn 64889,39 50502,84 1442402,88 7193,27
G068 GroRhirn 337676,28 299310,97 360542,38 8312746,92 25263,15
G069 GroBhirn 250612,98 222414,50 5912843,50 14099,24
G070 GroRhirn 147017,27 161988,59 3862573,25 7485,66
G071 GroBhirn 109150,41 91831,16 2512269,63 8659,63
G072 GroRhirn 543209,81 463496,38 471630,72 12319474,25 35814,28
G073 GroBhirn 301145,09 318158,59 7741296,00 8506,75
G074 GroRhirn 183698,84 195111,19 4735125,38 5706,17
G075 GroRhirn 151148,00 148979,89 3751598,63 1084,06
G076 GroRhirn 309391,63 279354,16 283460,34 7268384,42 13298,05
G077 GroRhirn 212789,63 209216,67 196441,17 5153728,92 7017,85
G078 GroRhirn 347330,03 338486,97 395109,84 9007723,67 24871,36
G079 GroRhirn 286350,06 264361,19 257112,52 6731864,75 12431,53
G080 GroRhirn 543120,94 434617,31 480243,56 12149848,42 44482,65
G081 GroBhirn 260283,22 270480,88 6634551,25 5098,83
G082 GroRhirn 362251,44 321200,28 8543146,50 20525,58
G083 GroBhirn 257202,95 240619,00 6222774,38 8291,98
G084 GroRhirn 579597,88 496354,59 503182,53 13159458,33 37735,00
G085 GroBhirn 316456,75 263201,47 7245727,75 26627,64

183
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G086 GroRhirn 108354,62 115096,12 2793134,25 3370,75
G087 GroBhirn 1160000,00 1230000,00 29875000,00 35000,00
G088 GroRhirn 510309,16 518223,50 12856658,25 3957,17
G089 GroBhirn 115525,66 109037,50 2807039,50 3244,08
G090 GroRhirn 687597,38 612280,50 615273,00 15959590,67 34820,82
G091 GroRhirn 25166,86 21095,93 578284,88 2035,47
G092 GroRhirn 506885,97 484488,84 12392185,13 11198,56
G093 GroRhirn 278209,56 280366,16 6982196,50 1078,30
G094 GroRhirn 42818,73 42697,07 36639,06 1017957,17 2884,88
G095 GroRhirn 370784,06 368825,00 410111,56 12177568,17 19017,74
G096 GroRhirn 245771,89 213995,69 192988,11 5439630,75 21697,86
G097 GroBhirn 560962,00 554894,19 520213,66 13633915,42 17950,50
G098 GroRhirn 619434,63 576008,38 545650,63 14509113,67 30279,28
G099 GroBhirn 532527,88 524947,94 13218447,75 3789,97
G100 GroRhirn 604526,00 540623,44 14314368,00 31951,28
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Tabelle 28: Mittels RT-qPCR bestimmte Anzahl Kopien Wildtyp mtDNA im Kleinhirngewebe

(Mark). Werte (Rohdaten) mit mehr als 20% Abweichung wurden entfernt.

Gewebe Messung 1 Messung 2 Messung 3 Mittelwert Standardabweichung
(Kopien / 2 pl) (Kopien / 2 pl) (Kopien / 2 pl) (Kopien / pl) (Kopien / pl)

G001 Kleinhirn 783940,44 725447,13 897518,44 8023020,03 71437,59
G002 Kleinhirn 124144,45 118820,77 121275,44 1214135,53 2175,58

G003 Kleinhirn 1030000,00 940326,06 993379,81 9879019,57 36813,58
G004 Kleinhirn 854504,31 691136,75 7728205,30 81683,78
G005 Kleinhirn 1300000,00 1160000,00 1220000,00 12266666,67 57348,84
G006 Kleinhirn 990682,31 1080000,00 10353411,55 44658,84
G007 Kleinhirn 655020,75 699292,13 733004,88 6957725,87 31934,01
G008 Kleinhirn 1160000,00 978090,50 10690452,50 90954,75
G009 Kleinhirn 159748,66 133089,64 1464191,50 13329,51
G010 Kleinhirn 1810000,00 1980000,00 2220000,00 20033333,33 168193,01
G011 Kleinhirn 165829,05 132485,94 1491574,95 16671,56
G012 Kleinhirn 394782,25 374105,59 317368,88 3620855,73 32726,83
G013 Kleinhirn 1020000,00 954748,31 939979,06 9715757,90 34767,90
G014 Kleinhirn 973163,19 962018,13 905981,69 9470543,37 29396,99
G015 Kleinhirn 680654,81 623473,75 6520642,80 28590,53
G016 Kleinhirn 782991,00 676461,81 7297264,05 53264,60
G017 Kleinhirn 79623,00 66908,39 86490,14 776738,43 8112,16

G018 Kleinhirn 1020000,00 840486,56 1100000,00 9868288,53 108511,29
G019 Kleinhirn 580846,50 589883,81 5853651,55 4518,66

G020 Kleinhirn 1130000,00 1070000,00 11000000,00 30000,00
G021 Kleinhirn 641233,13 824815,81 794322,88 7534572,73 80324,96
G022 Kleinhirn 1150000,00 1260000,00 1250000,00 12200000,00 49665,55
G023 Kleinhirn 1230000,00 1270000,00 1060000,00 11866666,67 91043,34
G024 Kleinhirn 798963,56 678678,38 7388209,70 60142,59
G025 Kleinhirn 438190,53 468383,81 4532871,70 15096,64
G026 Kleinhirn 1060000,00 1090000,00 1270000,00 11400000,00 92736,18
G027 Kleinhirn 1460000,00 1220000,00 1160000,00 12800000,00 129614,81
G028 Kleinhirn 211248,44 191245,44 188921,63 1971385,03 10022,23
G029 Kleinhirn 514419,75 449616,75 4820182,50 32401,50
G030 Kleinhirn 1010000,00 913485,75 9617428,75 48257,13
G031 Kleinhirn 1360000,00 1200000,00 1220000,00 12600000,00 71180,52
G032 Kleinhirn 682139,56 644958,88 538876,69 6219917,10 60699,70
G033 Kleinhirn 13919,41 8121,61 110205,10 2898,90

G034 Kleinhirn 1060000,00 1080000,00 10700000,00 10000,00
G035 Kleinhirn 2150000,00 2050000,00 2130000,00 21100000,00 43204,94
G036 Kleinhirn 1700000,00 1510000,00 16050000,00 95000,00
G037 Kleinhirn 224550,84 207036,64 180865,06 5103771,17 17951,00
G038 Kleinhirn 124090,48 108542,61 2907913,63 7773,94

G039 Kleinhirn 244097,83 226583,45 245001,22 5964020,83 8477,32

G040 Kleinhirn 416926,97 402337,22 438178,72 10478690,92 14716,25
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G041 Kleinhirn 231808,98 239089,72 5886233,75 3640,37
G042 Kleinhirn 143579,11 120799,20 3304728,88 11389,95
G043 Kleinhirn 116966,14 133984,64 143179,13 3284415,92 10859,14
G044 Kleinhirn 150740,45 137136,13 3598457,25 6802,16
G045 Kleinhirn 173170,75 177711,14 153441,47 4202694,67 10535,00
G046 Kleinhirn 31005,87 28656,46 745779,13 1174,70
G047 Kleinhirn 70400,98 82077,60 1905982,25 5838,31
G048 Kleinhirn 107781,98 113296,36 110530,03 2763403,08 2251,24
G049 Kleinhirn 115875,73 105846,00 2771521,63 5014,87
G050 Kleinhirn 170355,66 177391,73 158749,58 4220808,08 7686,48
G051 Kleinhirn 97220,52 91209,29 2355372,63 3005,61
G052 Kleinhirn 78478,11 74319,30 77507,90 1919210,92 1776,52
G053 Kleinhirn 52939,71 66516,60 1493203,88 6788,45
G054 Kleinhirn 124334,02 110363,54 2933719,50 6985,24
G055 Kleinhirn 108834,38 94545,19 2542244,63 7144,60
G056 Kleinhirn 174760,09 147969,47 4034119,50 13395,31
G057 Kleinhirn 36005,80 40497,69 956293,63 2245,94
G058 Kleinhirn 674197,75 621663,06 625115,63 16008137,00 23992,75
G059 Kleinhirn 351078,91 305426,41 8206316,50 22826,25
G060 Kleinhirn 265000,47 252648,69 6470614,50 6175,89
G061 Kleinhirn 318308,50 332991,72 8141252,75 7341,61
G062 Kleinhirn 184979,64 184326,50 179674,78 4574841,00 2361,89
G063 Kleinhirn 625523,75 618319,25 15548037,50 3602,25
G064 Kleinhirn 525575,50 491927,41 492900,78 12586697,42 15637,49
G065 Kleinhirn 76062,78 67424,34 1793589,00 4319,22
G066 Kleinhirn 43761,14 36363,02 1001552,00 3699,06
G067 Kleinhirn 235246,19 202803,78 342703,53 6506279,17 59788,08
G068 Kleinhirn 215533,11 211398,98 5336651,13 2067,07
G069 Kleinhirn 126119,39 101585,38 2846309,63 12267,00
G070 Kleinhirn 386908,34 373236,66 9501812,50 6835,84
G071 Kleinhirn 186495,97 198129,80 4807822,13 5816,91
G072 Kleinhirn 102706,67 102204,80 112059,17 2641422,00 4531,74
G073 Kleinhirn 120515,52 107250,55 99568,91 2727791,50 8652,09
G074 Kleinhirn 191492,06 203262,42 4934431,00 5885,18
G075 Kleinhirn 195001,28 203069,61 226824,30 5207459,92 13507,56
G076 Kleinhirn 144502,09 121715,59 3327721,00 11393,25
G077 Kleinhirn 79541,02 79041,55 1982282,13 249,73

G078 Kleinhirn 69642,48 48456,05 1476231,63 10593,22
G079 Kleinhirn 206198,44 203748,47 207342,83 5144081,17 1499,31
G080 Kleinhirn 383689,97 368256,34 9399328,88 7716,81
G081 Kleinhirn 328654,00 311909,78 8007047,25 8372,11
G082 Kleinhirn 390496,56 413506,38 10050036,75 11504,91
G083 Kleinhirn 479602,13 400157,19 10996991,50 39722,47
G084 Kleinhirn 771835,63 753642,81 19068480,50 9096,41
G085 Kleinhirn 402444,06 335833,50 418745,84 9641861,67 35865,75
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G086 Kleinhirn 335550,25 280642,06 7702403,88 27454,09
G087 Kleinhirn 1060000,00 1090000,00 26875000,00 15000,00
G088 Kleinhirn 1060000,00 1130000,00 27375000,00 35000,00
G089 Kleinhirn 78454,81 53365,68 1647756,13 12544,57
G090 Kleinhirn 1250000,00 1050000,00 28750000,00 100000,00
G091 Kleinhirn 97160,26 88291,98 2318153,00 4434,14

G092 Kleinhirn 550331,63 435854,44 12327325,88 57238,59
G093 Kleinhirn 423740,47 375952,03 378126,91 9815161,75 22032,96
G094 Kleinhirn 54621,13 48933,18 1294428,88 2843,97

G095 Kleinhirn 540712,81 457431,06 463164,31 12177568,17 37980,24
G096 Kleinhirn 254825,75 201962,64 5709854,88 26431,56
G097 Kleinhirn 733694,44 794308,69 645921,38 18116037,58 60916,15
G098 Kleinhirn 494380,25 397923,25 11153793,75 48228,50
G099 Kleinhirn 269837,84 292681,03 276163,13 6989016,67 9630,17

G100 Kleinhirn 215217,78 221340,86 189330,44 5215742,33 13873,69
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Tabelle 29: Mittels RT-qPCR bestimmte Anzahl Kopien mtDNA mit 4977 bp Deletion im
GroBhirngewebe (Rinde). Werte (Rohdaten) mit Gber 20 % Abweichung wurden entfernt.

Gewebe Messung 1 Messung 2 Messung 3 Mittelwert Standardabweichung
(Kopien / 2 pl) (Kopien / 2 pl) (Kopien / 2 pl) (Kopien / pl) (Kopien / pl)

G001 GroBhirn 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
G002 GroRhirn 0,00 349,86 397,02 1867,20 23,58
G003 GroRBhirn 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
G004 GroRBhirn 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
G005 GroRBhirn 0,00 372,08 307,18 1698,15 32,45
G006 GroRhirn 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
G007 GroRBhirn 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
G008 GroRBhirn 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
G009 GroBhirn 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
G010 GroRBhirn 3523,60 4483,89 0,00 20018,73 480,15
G011 GroBhirn 26,74 86,45 0,00 282,98 29,86
G012 GroRBhirn 0,00 250,97 658,07 2272,60 203,55
G013 GroBhirn 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
G014 GroRBhirn 0,00 3,61 0,00 18,05 0,00
G015 GroRBhirn 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
G016 GroRhirn 15,73 0,00 0,00 78,65 0,00
G017 GroRBhirn 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
G018 GroRhirn 337,13 286,67 0,00 1559,50 25,23
G019 GroRBhirn 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
G020 GroRBhirn 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
G021 GroRhirn 1,12 0,00 0,00 5,60 0,00
G022 GroRBhirn 0,00 1851,82 2100,54 9880,90 124,36
G023 GroBhirn 779,39 764,24 0,00 3859,08 7,57
G024 GroRBhirn 0,00 59,70 68,29 319,98 4,29
G025 GroBhirn 0,00 0,00 0,00 0,00

G026 GroRhirn 0,00 0,00 8,20 20,50 0,00
G027 GroRBhirn 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
G028 GroRhirn 39,94 32,80 31,45 173,65 3,73
G029 GroRBhirn 295,94 291,14 0,00 1467,70 138,39
G030 GroRBhirn 0,00 14,89 18,34 83,08 1,72
G031 GroRBhirn 0,00 3511,41 3874,48 18464,73 181,54
G032 GroRBhirn 0,00 704,66 816,31 3802,43 55,83
G033 GroBhirn 0,00 7175,60 6636,26 34529,65 269,67
G034 GroRBhirn 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
G035 GroBhirn 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
G036 GroRBhirn 0,00 3496,49 3881,69 18445,45 192,60
G037 GroBhirn 0,00 1900,99 1229,44 7826,08 335,77
G038 GroRBhirn 0,00 96,69 103,11 499,50 3,21
G039 GroRBhirn 0,00 1331,65 675,53 5017,95 328,06
G040 GroRBhirn 1536,46 1427,13 0,00 7408,98 54,67
G041 GroRBhirn 0,00 4968,63 5032,68 25003,28 32,02
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G042 GroRhirn 2223,49 2387,45 0,00 11527,35 81,98
G043 GroRhirn 462,57 326,46 0,00 1972,58 68,06
G044 GroRhirn 1341,75 1217,20 1131,04 6149,98 86,50
G045 GroRhirn 0,00 589,58 594,86 2961,10 2,64
G046 GroRhirn 2070,28 1557,19 1051,98 7799,08 415,72
G047 GroRhirn 9,80 49,00 0,00
G048 GroRhirn 590,41 566,26 0,00 2891,68 12,07
G049 GroRhirn 2527,95 2441,60 2763,57 12888,53 136,07
G050 GroRhirn 2406,55 2204,08 2217,17 11379,67 92,51
G051 GroRhirn 747,02 0,00 702,62 3624,10 22,20
G052 GroRhirn 46,39 218,74 215,86 801,65 80,58
G053 GroRhirn 0,00 325,33 222,21 1368,85 51,56
G054 GroRhirn 25,68 0,00 0,00 128,40 0,00
G055 GroRhirn 3623,20 0,00 2687,68 15777,20 467,76
G056 GroRhirn 0,00 121,95 609,75 0,00
G057 GroRhirn 55,28 0,00 40,85 240,33 7,22
G058 GroRhirn 3020,23 2908,41 0,00 14821,60 55,91
G059 GroRhirn 2655,41 2967,53 2712,42 69461,33 135,71
G060 GroRhirn 5160,77 5316,35 130964,00 77,79
G061 GroRhirn 5677,47 4755,65 130414,00 460,91
G062 GroRhirn 3429,68 3851,89 91019,63 211,10
G063 GroRhirn 9661,68 11057,57 258990,63 697,94
G064 GroRhirn 2415,57 3010,74 67828,88 297,59
G065 GroRhirn 383,45 445,64 10363,63 31,10
G066 GroRhirn 789,37 770,28 19495,63 9,54
G067 GroRhirn 2561,93 2656,21 2730,67 66240,08 69,05
G068 GroRhirn 8303,97 7798,90 201285,88 252,53
G069 GroRhirn 2756,40 2064,46 60260,75 345,97
G070 GroRhirn 7822,05 7691,63 193921,00 65,21
G071 GroRhirn 3243,54 3048,92 78655,75 97,31
G072 GroRhirn 3960,05 3892,34 98154,88 33,86
G073 GroRhirn 514,49 454,40 442,30 11759,92 31,57
G074 GroRhirn 13194,03 13131,02 10646,36 308095,08 1186,41
G075 GroRhirn 2760,65 2168,90 61619,38 295,88
G076 GroRhirn 2717,73 2580,06 2431,63 64411,83 116,83
G077 GroRhirn 551,64 588,87 14256,38 18,62
G078 GroRhirn 6419,72 5618,53 6613,53 155431,50 430,70
G079 GroRhirn 3588,18 2909,16 81216,75 339,51
G080 GroRhirn 2135,52 2178,77 53928,63 21,63
G081 GroRhirn 556,85 692,47 15616,50 67,81
G082 GroRhirn 904,31 22607,75 0,00
G083 GroRhirn 3606,05 2839,32 80567,13 383,36
G084 GroRhirn 14523,33 13755,04 353479,63 384,14
G085 GroRhirn 5967,73 4807,43 134689,50 580,15
G086 GroRhirn 4725,40 5102,75 6059,02 132393,08 561,29
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G087 GroRhirn 4342,84 4238,67 5121,62 114192,75 393,98
G088 GroRhirn 2121,80 3201,13 66536,63 539,67
G089 GroRhirn 5550,05 4494,86 125561,38 527,60
G090 GroRhirn 2269,24 2020,67 2705,29 58293,33 282,97
G091 GroBhirn 1486,81 1481,19 37100,00 2,81

G092 GroRhirn 6436,99 6489,38 7921,76 173734,42 687,91
G093 GroBhirn 1368,90 1280,89 1331,08 33173,92 36,05
G094 GroRhirn 6704,11 6528,20 165403,88 87,95
G095 GroBhirn 7100,21 6700,74 172511,88 199,73
G096 GroRhirn 14384,98 13067,75 343159,13 658,62
G097 GroRhirn 1523,01 1272,88 34948,63 125,06
G098 GroRhirn 22,88 18,77 520,63 2,06

G099 GroRhirn 13230,18 12093,39 316544,63 568,40
G100 GroRhirn 15371,09 14956,42 379093,88 207,33
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Tabelle 30: Mittels RT-qPCR bestimmte Anzahl Kopien mtDNA mit 4977 bp Deletion im
Kleinhirngewebe (Rinde). Werte (Rohdaten) mit Gber 20 % Abweichung wurden entfernt.

Gewebe Messung 1 Messung 2 Messung 3 Mittelwert Standardabweichung
(Kopien / 2 pl) (Kopien / 2 pl) (Kopien / 2 pl) (Kopien / pl) (Kopien / pl)
G001 Kleinhirn 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
G002 Kleinhirn 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
G003 Kleinhirn 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
G004 Kleinhirn 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
G005 Kleinhirn 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
G006 Kleinhirn 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
G007 Kleinhirn 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
G008 Kleinhirn 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
G009 Kleinhirn 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
G010 Kleinhirn 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
G011 Kleinhirn 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
G012 Kleinhirn 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
G013 Kleinhirn 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
G014 Kleinhirn 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
G015 Kleinhirn 0,00 707,33 863,78 3927,78 375,78
G016 Kleinhirn 0,00 3213,47 3989,04 18006,28 1726,92
G017 Kleinhirn 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
G018 Kleinhirn 0,00 34,81 174,05 17,41
G019 Kleinhirn 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
G020 Kleinhirn 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
G021 Kleinhirn 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
G022 Kleinhirn 104,09 0,00 137,91 605,00 16,91
G023 Kleinhirn 21,31 26,11 0,00 118,55 2,40
G024 Kleinhirn 0,00 35,97 28,22 160,48 15,46
G025 Kleinhirn 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
G026 Kleinhirn 0,00 9,82 49,10 4,91
G027 Kleinhirn 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
G028 Kleinhirn 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
G029 Kleinhirn 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
G030 Kleinhirn 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
G031 Kleinhirn 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
G032 Kleinhirn 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
G033 Kleinhirn 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
G034 Kleinhirn 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
G035 Kleinhirn 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
G036 Kleinhirn 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
G037 Kleinhirn 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
G038 Kleinhirn 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
G039 Kleinhirn 26,13 0,00 22,19 120,80 1,97
G040 Kleinhirn 23,38 24,94 25,25 122,62 0,82
G041 Kleinhirn 25,31 0,00 27,67 132,45 1,18
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G042 Kleinhirn 32,02 0,00 25,70 144,30 3,16
G043 Kleinhirn 0,00 4,59 22,95 2,30
G044 Kleinhirn 0,00 6,21 4,94 27,88 2,68
G045 Kleinhirn 23,01 26,72 21,80 119,22 2,09
G046 Kleinhirn 10,64 9,10 8,02 46,27 1,08
G047 Kleinhirn 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
G048 Kleinhirn 2,80 3,67 16,18 0,44
G049 Kleinhirn 9,09 10,40 0,00 48,73 0,65
G050 Kleinhirn 10,42 13,89 0,00 60,78 1,74
G051 Kleinhirn 5,04 0,00 4,38 23,55 0,33
G052 Kleinhirn 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
G053 Kleinhirn 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
G054 Kleinhirn 9,35 10,95 12,73 63,65 1,38
G055 Kleinhirn 10,30 11,20 8,99 44,95 0,91
G056 Kleinhirn 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
G057 Kleinhirn 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
G058 Kleinhirn 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
G059 Kleinhirn 11,18 12,62 297,50 0,72
G060 Kleinhirn 27,76 33,00 759,50 2,62
G061 Kleinhirn 1884,32 1566,07 43129,88 159,13
G062 Kleinhirn 40,15 34,32 930,88 2,92
G063 Kleinhirn 2144,35 1843,59 49849,25 150,38
G064 Kleinhirn 65,16 77,71 1785,88 6,27
G065 Kleinhirn 31,89 24,72 707,63 3,59
G066 Kleinhirn 6,69 6,16 0,00 160,63 0,26
G067 Kleinhirn 18,63 465,75 0,00
G068 Kleinhirn 777,93 798,37 19703,75 10,22
G069 Kleinhirn 45,04 37,21 1028,13 3,92
G070 Kleinhirn 112,69 96,42 2613,88 8,13
G071 Kleinhirn 0,62 0,67 16,01 0,03
G072 Kleinhirn 16,02 19,06 438,50 1,52
G073 Kleinhirn 0,62 15,48 0,00
G074 Kleinhirn 56,07 69,04 1563,88 6,48
G075 Kleinhirn 2,17 1,80 49,63 0,19
G076 Kleinhirn 21,95 20,13 526,00 0,91
G077 Kleinhirn 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
G078 Kleinhirn 39,74 993,50 0,00
G079 Kleinhirn 4,27 106,75 0,00
G080 Kleinhirn 26,60 28,48 688,50 0,94
G081 Kleinhirn 0,00 0,00
G082 Kleinhirn 3,23 2,91 76,75 0,16
G083 Kleinhirn 77,12 1928,00 0,00
G084 Kleinhirn 143,46 131,35 153,65 3570,50 9,12
G085 Kleinhirn 53,11 49,32 1280,38 1,89
G086 Kleinhirn 28,68 22,20 636,00 3,24
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Tabelle 31: Mittels RT-qPCR bestimmte Anzahl Kopien mtDNA mit 4977 bp Deletion im
GroBhirngewebe (Mark). Werte (Rohdaten) mit Gber 20 % Abweichung wurden entfernt.

Gewebe Messung 1 Messung 2 Messung 3 Mittelwert Standardabweichung
(Kopien / 2 pl) (Kopien / 2 pl) (Kopien / 2 pl) (Kopien / pl) (Kopien / pl)
G001 GroRhirn 3,27 2,88 76,88 0,19
G002 GroRhirn 46,20 43,65 1123,13 1,28
G003 GroRBhirn 137,30 42,06 6,32 1547,33 55,28
G004 GroRBhirn 1,75 0,00 0,00 43,75 0,00
G005 GroRBhirn 188,12 205,00 4914,00 8,44
G006 GroBhirn 2,75 1,21 49,50 0,77
G007 GroRBhirn 0,00 0,42 10,53 0,00
G008 GroRBhirn 1,16 0,90 25,76 0,13
G009 GroBhirn 0,00 52,94 57,19 1376,63 26,02
G010 GroRBhirn 0,00 1707,84 1774,63 43530,88 821,28
G011 GroBhirn 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
G012 GroRBhirn 1,75 0,00 1,75 43,75 0,00
G013 GroBhirn 371,91 278,68 8132,38 46,61
G014 GroRBhirn 239,49 211,13 5632,75 14,18
G015 GroRBhirn 10,52 263,00 0,00
G016 GroRhirn 18,12 453,00 0,00
G017 GroRBhirn 16,28 407,00 0,00
G018 GroRhirn 45,26 46,66 1149,00 0,70
G019 GroRBhirn 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
G020 GroRBhirn 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
G021 GroBhirn 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
G022 GroRBhirn 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
G023 GroBhirn 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
G024 GroRBhirn 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
G025 GroBhirn 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
G026 GroRhirn 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
G027 GroRBhirn 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
G028 GroRhirn 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
G029 GroRBhirn 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
G030 GroRBhirn 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
G031 GroRBhirn 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
G032 GroRBhirn 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
G033 GroBhirn 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
G034 GroRBhirn 0,21 0,00 0,00 5,23 0,00
G035 GroBhirn 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
G036 GroRBhirn 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
G037 GroRhirn 66,90 1672,50 0,00
G038 GroRBhirn 32,28 39,05 891,63 3,38
G039 GroRBhirn 50,00 55,18 1314,75 2,59
G040 GroRBhirn 20,83 520,75 0,00
G041 GroRBhirn 265,39 240,97 6329,50 12,21
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G042 GroBhirn 54,14 57,93 50,44 1354,25 3,06
G043 GroBhirn 59,69 59,46 1489,38 0,11
G044 GroBhirn 9,83 11,22 263,13 0,70
G045 GroBhirn 28,04 25,41 668,13 1,31
G046 GroRhirn 44,74 47,49 1152,88 1,38
G047 GroRhirn 408,31 396,85 10064,50 5,73
G048 GroRhirn 4,47 3,53 100,00 0,47
G049 GroRhirn 61,22 63,14 1554,50 0,96
G050 GroRhirn 78,83 76,79 1945,25 1,02
G051 GroRhirn 9,04 226,00 0,00
G052 GroBhirn 6,65 166,25 0,00
G053 GroBhirn 387,29 341,21 356,17 9038,92 19,19
G054 GroBhirn 5,94 148,50 0,00
G055 GroBhirn 572,90 499,32 13402,75 36,79
G056 GroBhirn 882,61 869,34 774,84 21056,58 47,98
G057 GroBhirn 165,93 169,41 143,00 3986,17 11,72
G058 GroRhirn 67,94 63,75 1646,13 2,10
G059 GroRhirn 221,30 229,54 5635,50 4,12
G060 GroRhirn 341,31 8532,75 0,00
G061 GroRhirn 179,71 211,28 4887,38 15,79
G062 GroRhirn 64,36 1609,00 0,00
G063 GroRhirn 89,32 106,97 2453,63 8,82
G064 GroBhirn 55,45 1386,25 0,00
G065 GroBhirn 33,63 31,64 30,91 801,50 1,15
G066 GroBhirn 100,06 2501,50 0,00
G067 GroBhirn 10,18 254,50 0,00
G068 GroBhirn 183,42 156,26 4246,00 13,58
G069 GroBhirn 184,25 181,04 4566,13 1,61
G070 GroRhirn 350,49 395,84 9329,13 22,68
G071 GroRhirn 10,95 273,75 0,00
G072 GroRhirn 2222,09 2154,26 54704,38 33,92
G073 GroRhirn 278,88 6972,00 0,00
G074 GroBhirn 300,23 7505,75 0,00
G075 GroRhirn 21,29 24,78 575,88 1,75
G076 GroBhirn 1737,43 43435,75 0,00
G077 GroRhirn 144,26 178,55 4035,13 17,15
G078 GroBhirn 193,12 159,36 4406,00 16,88
G079 GroBhirn 239,47 211,76 225,10 5636,08 11,32
G080 GroBhirn 303,16 374,71 8473,38 35,77
G081 GroBhirn 7,20 180,00 0,00
G082 GroRhirn 32,78 32,29 813,38 0,25
G083 GroRhirn 29,49 737,25 0,00
G084 GroRhirn 1241,85 31046,25 0,00
G085 GroRhirn 29,85 746,25 0,00
G086 GroRhirn 26,85 331,01 4473,25 152,08

195




Anhang

G088  GroRhirn 0,05 0,03 1,02 0,01

G090 GroBhirn 183,50 147,92 4142,75 17,79
G092 GroRhirn 241,06 192,05 5413,88 24,51

G094 GroRhirn 57,92 59,78 1471,25 0,93

G096 GroRhirn 292,17 8225,50 36,85

G098  GroRhirn 3,32 83,00 0,00

G100 GroRhirn 281,70 325,48 7589,75 21,89
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Tabelle 32: Mittels RT-qPCR bestimmte Anzahl Kopien mtDNA mit 4977 bp Deletion im
Kleinhirngewebe (Mark). Werte (Rohdaten) mit Giber 20 % Abweichung wurden entfernt.

Gewebe Messung 1 Messung 2 Messung 3 Mittelwert Standardabweichung
(Kopien / 2 pl) (Kopien / 2 pl) (Kopien / 2 pl) (Kopien / pl) (Kopien / pl)
G001 Kleinhirn 16,86 7,66 306,50 4,60
G002 Kleinhirn 183,97 166,77 4169,25 8,60
G003 Kleinhirn 359,06 383,29 397,34 9497,42 15,81
G004 Kleinhirn 98,78 38,67 1718,13 30,06
G005 Kleinhirn 2681,22 2606,80 66100,25 37,21
G006 Kleinhirn 162,91 140,95 3798,25 10,98
G007 Kleinhirn 17,03 14,25 391,00 1,39
G008 Kleinhirn 517,06 461,37 12230,38 27,84
G009 Kleinhirn 345,07 406,88 9399,38 30,90
G010 Kleinhirn 1455,25 1682,71 39224,50 113,73
G011 Kleinhirn 11,68 292,00 0,00
G012 Kleinhirn 151,49 138,99 3631,00 6,25
G013 Kleinhirn 2139,02 2478,70 57721,50 169,84
G014 Kleinhirn 588,57 594,57 532,08 14293,50 28,15
G015 Kleinhirn 1176,95 29423,75 0,00
G016 Kleinhirn 406,02 10150,50 0,00
G017 Kleinhirn 79,16 94,39 2169,38 7,61
G018 Kleinhirn 389,01 331,56 9007,13 28,73
G019 Kleinhirn 79,52 94,64 2177,00 7,56
G020 Kleinhirn 78,16 63,76 1774,00 7,20
G021 Kleinhirn 580,01 670,86 15635,88 45,43
G022 Kleinhirn 340,81 338,36 8489,63 1,22
G023 Kleinhirn 285,45 290,38 7197,88 2,47
G024 Kleinhirn 61,84 1546,00 0,00
G025 Kleinhirn 54,16 1354,00 0,00
G026 Kleinhirn 465,23 11630,75 0,00
G027 Kleinhirn 399,31 329,43 9109,25 34,94
G028 Kleinhirn 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
G029 Kleinhirn 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
G030 Kleinhirn 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
G031 Kleinhirn 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
G032 Kleinhirn 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
G033 Kleinhirn 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
G034 Kleinhirn 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
G035 Kleinhirn 0,56 13,98 0,00
G036 Kleinhirn 1065,47 26636,75 0,00
G037 Kleinhirn 87,32 98,85 2327,13 5,77
G038 Kleinhirn 26,45 0,00 0,00
G039 Kleinhirn 100,22 2505,50 0,00
G040 Kleinhirn 86,30 96,51 2285,13 5,10
G041 Kleinhirn 211,26 194,85 5076,38 8,21
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G042 Kleinhirn 19,06 476,50 0,00
G043 Kleinhirn 63,60 72,35 70,86 1723,42 3,82
G044 Kleinhirn 75,42 81,71 1964,13 3,14
G045 Kleinhirn 66,45 73,19 1745,50 3,37
G046 Kleinhirn 26,36 29,20 694,50 1,42
G047 Kleinhirn 6,76 169,00 0,00
G048 Kleinhirn 34,92 35,38 878,75 0,23
G049 Kleinhirn 83,48 70,69 1927,13 6,39
G050 Kleinhirn 215,80 258,20 267,77 6181,42 22,58
G051 Kleinhirn 67,67 1691,75 0,00
G052 Kleinhirn 18,69 467,25 0,00
G053 Kleinhirn 47,32 1183,00 0,00
G054 Kleinhirn 28,35 708,75 0,00
G055 Kleinhirn 238,70 5967,50 0,00
G056 Kleinhirn 31,58 789,50 0,00
G057 Kleinhirn 624,51 553,10 14720,13 35,70
G058 Kleinhirn 748,45 757,05 18711,25 4,30
G059 Kleinhirn 114,49 99,17 2670,75 7,66
G060 Kleinhirn 224,80 5620,00 0,00
G061 Kleinhirn 62,74 1568,50 0,00
G062 Kleinhirn 19,19 19,31 481,25 0,06
G063 Kleinhirn 126,32 146,09 3405,13 9,89
G064 Kleinhirn 361,22 364,52 9071,75 1,65
G065 Kleinhirn 5,13 128,25 0,00
G066 Kleinhirn 36,88 922,00 0,00
G067 Kleinhirn 64,16 1604,00 0,00
G068 Kleinhirn 646,40 559,92 15079,00 43,24
G069 Kleinhirn 14,58 11,60 327,25 1,49
G070 Kleinhirn 1431,56 35789,00 0,00
G071 Kleinhirn 90,26 2256,50 0,00
G072 Kleinhirn 47,10 55,50 1282,50 4,20
G073 Kleinhirn 8,27 206,75 0,00
G074 Kleinhirn 161,66 172,74 4180,00 5,54
G075 Kleinhirn 38,72 968,00 0,00
G076 Kleinhirn 344,40 8610,00 0,00
G077 Kleinhirn 10,80 11,98 284,75 0,59
G078 Kleinhirn 7,46 7,44 186,25 0,01
G079 Kleinhirn 27,43 34,57 775,00 3,57
G080 Kleinhirn 22,44 561,00 0,00
G081 Kleinhirn 42,83 1070,75 0,00
G082 Kleinhirn 11,39 10,60 274,88 0,39
G083 Kleinhirn 349,42 8735,50 0,00
G084 Kleinhirn 1276,82 1053,63 29130,63 111,60
G085 Kleinhirn 51,55 1288,75 0,00
G086 Kleinhirn 43,96 53,65 1220,13 4,84

198




Anhang

G088 Kleinhirn 60,25 0,00

G090 Kleinhirn 43,14 1277,38 7,96

G092 Kleinhirn 314,81 7870,25 0,00

G094 Kleinhirn 224,51 6361,63 29,95

G096 Kleinhirn 14,12 19,29 417,63 2,59

G098 Kleinhirn 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00

G100 Kleinhirn 0,00 10,60 265,00 0,00
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9.7.2 Daten der Formalinstudie

Tabelle 33: Probendaten. Aufgefiihrt sind das Alter der Verstorbenen, das Geschlecht und die
Todesursache.

Proben- Geschlecht Alter Todesursache
nummer
1/6 mannlich 47 Herzinfakt
2/6 mannlich 46 morphologisch nicht geklart
3/6 weiblich 67 Hyperthermie
4/6 mannlich 62 Herzinfakt
5/6 weiblich 49 Lungenembolie
6/6 weiblich 53 morphologisch nicht geklart, Herztod ?

Tabelle 34: Gesamtproteinkonzentration. Angeben sind alle drei Messungen und
dieStandardabweichung.

Probennr. Messung1l Messung 2 Messung 3 Messung 4 Mittelwert Standardabweichung

(ng /1) (ug /1) (ug /1) (ug /1) (ng/uh) (ng /1)
1 GH frisch 133,90 139,75 271,75 176,06 180,37 55,179
1KH frisch 125,06 106,77 183,59 163,29 144,67 30,340
2 GH frisch 108,65 140,06 186,77 163,66 149,79 28,928
2 KH frisch 153,34 141,27 258,45 211,49 191,14 47,065
3 GH frisch 166,50 157,20 191,23 219,88 183,70 24,312
3 KH frisch 91,44 142,59 172,81 242,18 162,26 54,543
4 GH frisch 218,68 94,98 151,05 229,30 173,50 54,370
4 KH frisch 0,00 88,07 215,50 246,16 137,43 99,046
5 GH frisch 137,03 144,48 174,99 312,82 192,33 71,004
5 KH frisch 128,26 170,10 190,73 205,66 173,69 29,109
6 GH frisch 134,07 167,13 241,51 222,49 191,30 42,877
6 KH frisch 167,14 124,58 189,84 174,60 164,04 24,207
1GH 30 min 47,26 39,80 102,25 76,08 66,35 24,764
1KH 30 min 76,04 58,01 42,27 119,86 74,04 29,024
2 GH 30 min 65,58 73,99 117,99 95,09 88,16 20,302
2 KH 30 min 50,61 46,27 197,88 87,72 95,62 61,198
3 GH 30 min 37,86 29,47 110,47 87,59 66,35 33,799
3 KH 30 min 32,40 131,55 98,17 109,19 92,83 36,903
4 GH 30 min 46,14 38,57 101,22 107,61 73,39 31,227
4 KH 30 min 50,38 105,58 68,50 123,75 87,05 29,066
5 GH 30 min 132,57 142,25 70,00 142,34 121,79 30,165
5 KH 30 min 145,17 113,92 131,22 107,30 124,40 14,831
6 GH 30 min 127,63 98,20 120,96 121,32 117,03 11,189
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6 KH 30 min 163,51 140,82 150,80 93,12 137,06 26,615
1GH 1 std 25,01 16,44 111,07 65,49 54,50 37,548
1KH 1 std 41,79 74,19 78,45 104,16 74,65 22,167
2GH 1std 32,93 41,80 89,67 63,22 56,90 21,888
2KH 1std 41,83 46,01 113,36 110,71 77,98 34,103
3GH 1std 24,14 72,95 130,03 137,38 91,12 46,018
3KH 1std 38,15 74,74 132,61 125,85 92,84 38,697
4GH 1std 13,63 54,19 88,87 96,19 63,22 32,733
4KH 1std 46,64 61,19 92,14 129,28 82,31 31,706
5GH 1 std 139,75 42,08 25,49 70,07 69,35 43,658
5KH 1std 155,39 65,04 93,76 80,93 98,78 34,232
6 GH 1 std 113,23 55,70 125,79 91,17 96,47 26,603
6 KH 1std 140,76 54,84 98,18 98,17 97,99 30,375
3GH 2 std 118,26 72,51 65,04 115,43 92,81 24,200
3KH 2std 125,37 82,25 71,25 96,46 93,83 20,284
4GH 2std 65,73 53,62 54,35 61,02 58,68 4,987
4KH 2std 74,87 64,19 88,22 117,48 86,19 19,972
5GH 2 std 83,71 91,35 45,41 74,14 73,65 17,407
5KH 2 std 66,98 88,40 76,98 33,25 66,40 20,585
6 GH 2 std 54,56 57,90 71,61 79,45 65,88 10,110
6 KH 2 std 78,28 28,58 67,60 57,50 57,99 18,501
3GH 4 std 111,75 110,79 49,94 32,42 76,22 35,588
3KH 4std 142,01 92,16 46,36 67,00 86,89 35,722
4GH 4std 142,69 97,21 58,28 94,42 98,15 29,952
4KH 4std 115,75 101,85 35,98 87,14 85,18 30,152
5GH 4 std 76,61 75,69 48,82 88,95 72,52 14,649
5KH 4 std 46,77 53,38 37,18 82,24 54,89 16,807
6 GH 4 std 62,00 66,85 88,67 74,91 73,11 10,098
6 KH 4std 25,07 65,40 30,85 27,20 37,13 16,452
3GH 6 std 80,86 49,85 17,50 43,33 47,89 22,556
3KH 6std 90,85 85,43 29,56 51,36 64,30 25,126
4 GH 6 std 104,14 51,04 30,71 47,55 58,36 27,529
4KH 6std 99,00 99,04 22,32 95,90 79,07 32,788
5GH 6 std 89,24 59,15 27,63 31,42 51,86 24,775
5KH 6 std 25,99 36,94 21,61 69,23 38,44 18,632
6 GH 6 std 27,36 48,56 42,68 29,30 37,10 8,785
6 KH 6 std 30,22 57,08 40,34 45,65 43,32 9,687
3GH 8std 99,30 77,73 14,61 61,58 63,31 31,138
3KH 8std 102,11 62,02 16,20 58,84 59,79 30,401
4 GH 8std 63,92 61,89 42,64 43,32 52,94 9,991
4KH 8std 69,40 46,70 31,30 50,70 49,52 13,571
5GH 8 std 50,96 42,09 27,02 41,77 40,46 8,594
5KH 8std 56,06 64,53 33,39 27,22 45,30 15,448
6 GH 8 std 37,41 40,00 21,02 40,91 34,84 8,079
6 KH 8std 43,11 42,77 31,12 45,13 40,53 5,509
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3GH 10std 54,79 52,43 28,09 62,36 49,41 12,846
3KH 10 std 111,82 124,39 24,24 59,94 80,10 40,295
4 GH 10 std 103,89 104,92 58,08 68,70 83,90 20,854
4 KH 10 std 84,28 78,08 28,07 48,48 59,73 22,739
5GH 10 std 67,13 101,34 37,43 57,44 65,84 23,129
5KH 10 std 78,50 88,21 44,26 34,63 61,40 22,483
6 GH 10 std 78,98 80,06 63,58 34,25 64,22 18,488
6 KH 10 std 70,06 81,53 73,61 43,55 67,19 14,263
1GH 12 std 1,15 0,00 15,82 20,52 92,81 8,964
1KH 12 std 7,94 4,75 23,97 57,89 93,83 21,075
2 GH 12 std 8,99 0,00 33,55 25,75 58,68 13,263
2KH 12 std 13,16 20,12 80,28 62,65 86,19 28,217
3GH 12 std 6,88 3,60 16,39 38,82 73,65 13,760
3KH 12 std 6,84 62,37 40,72 40,42 66,40 19,860
4 GH 12 std 12,76 33,25 48,42 77,90 65,88 23,751
4 KH 12 std 0,34 16,13 48,42 100,78 57,99 38,405
5 GH 12 std 63,19 13,66 26,66 50,28 76,22 19,400
5KH 12 std 59,74 4,49 22,57 29,27 86,89 19,922
6 GH 12 std 60,07 15,64 57,62 35,58 98,15 18,072
6 KH 12 std 65,76 28,42 34,58 49,63 85,18 14,451
1GH 1tag 0,00 34,77 18,62 34,52 72,52 14,277
1KH 1tag 0,72 48,32 10,62 22,34 54,89 17,792
2GH 1tag 4,09 16,70 21,51 42,85 73,11 13,977
2KH 1tag 1,23 50,66 50,87 74,87 37,13 26,802
3GH 1tag 9,63 35,55 13,97 30,95 47,89 10,958
3KH 1tag 9,05 88,13 34,00 35,20 64,30 28,824
4 GH 1tag 1,33 55,30 66,07 74,16 58,36 28,445
4KH 1tag 10,15 57,45 31,37 64,71 79,07 21,662
5GH 1tag 26,16 34,11 30,62 64,10 51,86 14,906
5KH 1tag 48,81 49,40 29,12 70,58 38,44 14,665
6GH 1tag 75,34 60,65 56,58 60,11 37,10 7,198
6 KH 1tag 26,44 31,18 42,03 21,82 43,32 7,503
1GH 3 tage 5,95 32,47 18,44 26,07 63,31 9,878
1KH 3 tage 10,81 37,73 9,90 36,79 59,79 13,461
2 GH 3 tage 9,68 35,97 24,36 28,79 52,94 9,609
2KH 3 tage 10,58 45,01 57,00 56,15 49,52 18,850
3GH 3 tage 5,06 40,38 25,26 44,22 40,46 15,395
3KH 3 tage 10,98 92,92 20,35 87,52 45,30 37,473
1GH 3 tage 9,38 54,03 38,43 59,01 34,84 19,352
1KH 3 tage 20,52 37,79 39,99 53,24 40,53 11,639
2GH 3 tage 26,29 28,35 36,90 58,82 49,41 12,884
2KH 3 tage 19,74 26,95 10,53 55,82 80,10 16,943
3GH 3 tage 27,16 32,59 36,89 38,83 83,90 4,484
3KH 3 tage 37,05 48,99 45,83 35,28 59,73 5,766
4 GH 3 tage 3,21 46,47 20,44 28,19 65,84 15,542
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4KH 3tage 2,03 48,64 14,75 37,83 61,40 18,397
5GH 3 tage 7,36 45,93 54,29 26,09 64,22 18,200
5KH 3 tage 9,96 50,67 62,66 42,57 67,19 19,545
6 GH 3 tage 6,23 78,23 27,29 51,83 92,81 26,925
6 KH 3 tage 2,90 75,43 19,67 53,22 93,83 28,287
1GH 1 woche 1,49 81,53 50,35 82,27 58,68 32,894
1KH 1 woche 4,75 40,33 39,44 90,29 86,19 30,487
2 GH 1 woche 38,40 35,60 38,22 40,43 73,65 1,715
2KH 1woche 42,23 46,51 18,18 29,18 66,40 11,155
3GH 1woche 19,48 30,81 28,95 28,92 65,88 4,428
3KH 1woche 44,80 41,61 52,03 32,37 57,99 7,058
4 GH 1 woche 48,82 17,60 27,08 36,84 76,22 11,582
4KH 1woche 44,64 29,59 24,20 41,92 86,89 8,466
5GH 1woche 60,60 22,75 44,35 49,43 98,15 13,750
5KH 1woche 68,03 25,89 65,44 53,57 85,18 16,700
6 GH 1 woche 60,16 25,29 28,79 42,05 72,52 13,687
6 KH 1 woche 78,06 43,84 22,54 39,98 54,89 20,120
1GH 1 monat 52,18 35,98 48,61 81,82 73,11 16,803
1KH 1 monat 71,75 42,86 58,11 57,04 37,13 10,225
2GH 1 monat 27,15 33,76 28,11 35,19 47,89 3,476
2KH 1monat 4,59 23,93 38,52 39,53 64,30 14,148
3GH 1 monat 41,11 42,01 52,45 34,41 58,36 6,454
3KH 1monat 23,64 43,22 36,88 31,46 79,07 7,192
4 GH 1 monat 37,46 25,78 52,51 33,57 51,86 9,720
5GH 1 monat 56,04 32,20 29,83 44,86 38,44 10,523
5KH 1monat 33,67 24,05 39,41 31,51 37,10 5,502
6 GH 1 monat 68,83 31,68 74,35 51,22 43,32 16,694
6 KH 1 monat 63,37 28,69 25,29 53,38 63,31 16,129
1GH 3 monate 68,55 33,80 31,16 46,11 59,79 14,772
1KH 3 monate 74,46 49,16 62,15 59,82 52,94 8,994
2GH 3 monate 77,21 55,99 58,02 61,48 49,52 8,340
2 KH 3 monate 31,19 29,33 30,67 30,84 40,46 0,705
3GH 3 monate 35,89 38,56 11,81 40,36 45,30 11,565
3KH 3 monate 39,73 40,53 38,08 37,05 34,84 1,362
4 GH 3 monate 45,13 42,09 40,52 32,36 40,53 4,726
4 KH 3 monate 1,15 0,00 15,82 20,52 49,41 8,964
5GH 3 monate 7,94 4,75 23,97 57,89 80,10 21,075
5KH 3 monate 8,99 0,00 33,55 25,75 83,90 13,263
6 GH 3 monate 13,16 20,12 80,28 62,65 59,73 28,217
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Tabelle 35: Mittels RT-qPCR bestimmte Menge nukledrer DNA im GroBhirngewebe. Werte mit
mehr als 20 % Abweichung wurden entfernt.

Probennr. Gewebe Messungl  Messung 2 Messung 3 Mittelwert Standardabweichung
(ng/2ul)  (ng/2u) (ng /2 ) (ng / w) (ng / w)
1 GH Frisch 102,73 123,69 1132,10 10,480
1 GH 30 minuten 123,47 132,55 132,91 64,82 4,368
1 GH 1 Stunde 29,54 26,73 14,07 1,405
1 GH 12 Stunde 3,3 3,04 1,59 0,130
1 GH 1 Tag 11,87 9,28 12,24 5,57 1,317
1 GH 3 Tage 3,55 4,66 2,05 0,555
1 GH 1 woche 6,45 5,46 2,98 0,495
GH 1 Monat 86,74 79,74 72,74 39,87 5,715
1 GH 3 Monate 9,29 11,86 5,29 1,285
2 GH Frisch 575,64 521,99 274,41 26,825
2 GH 30 minuten 48,46 38,74 21,80 4,860
2 GH 1 Stunde 32,4 34,06 16,62 0,830
2 GH 12 Stunde 1,56 1,28 7,10 0,140
2 GH 1 Tag 1,63 1,27 7,25 0,180
2 GH 3 Tage 0,671 0,688 3,40 0,008
2 GH 1 woche 0,206 0,273 1,20 0,034
2 GH 1 Monat 0,887 0,934 4,55 0,024
2 GH 3 Monate 15,96 16,16 15,84 7,99 0,132
3 GH Frisch 12,11 14,79 15,01 139,70 1,318
3 GH 30 minuten 113,61 100,06 53,42 6,775
3 GH 1 Stunde 26,75 32,66 14,85 2,955
3 GH 2 Stunden 49,65 33,23 20,72 8,210
3 GH 4 Stunden 27,21 30,73 28,19 14,36 1,483
3 GH 6 Stunden 39,21 40,27 43,6 20,51 1,870
3 GH 8 Stunden 24,63 26,06 26,9 12,93 0,937
3 GH 10 Stunden 39,92 34,03 18,49 2,945
3 GH 12 Stunden 6,27 5,68 2,99 0,295
3 GH 1 Tag 3,94 3,52 1,87 0,210
3 GH 3 Tage 11,43 13,97 6,35 1,270
3 GH 1 woche 7,91 9,14 4,26 0,615
3 GH 1 Monat 2,3 2,94 2,82 1,34 0,278
3 GH 3 Monate 4,19 4,83 5,16 2,36 0,403
4 GH Frisch 232,68 269,75 125,61 18,535
4 GH 30 minuten 88,79 96,27 94,25 46,55 3,160
4 GH 1 Stunde 72,6 75,37 82,73 38,45 4,275
4 GH 2 Stunden 59,32 55,38 67,94 30,44 5,245
4 GH 4 Stunden 28,19 32,67 15,22 2,240
4 GH 6 Stunden 21,7 23,66 17,81 10,53 2,431
4 GH 8 Stunden 12,5 12,14 12,47 6,19 0,163
4 GH 10 Stunden 15 12,23 6,81 1,385
4 GH 12 Stunden 8,87 7,02 3,97 0,925
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4 GH 1Tag 10,95 9,32 11,72 5,33 1,001
4 GH 3 Tage 18,51 23,6 10,53 2,545
4 GH 1 woche 10,57 9,82 10,98 5,23 0,480
4 GH 1 Monat 15,13 18,76 8,47 1,815
4 GH 3 Monate 7,42 6,67 3,52 0,375
5 GH Frisch 52,64 47,3 499,70 2,670
5 GH 30 minuten 237,54 203,75 256,51 116,30 21,821
5 GH 1 Stunde 77,32 85,02 40,59 3,850
5 GH 2 Stunden 138 145,78 127,94 68,62 7,303
5 GH 4 Stunden 129,52 121,41 128,35 63,21 3,579
5 GH 6 Stunden 31,42 37,41 35,08 17,32 2,465
5 GH 8 Stunden 42,77 38,83 44,91 21,09 2,518
5 GH 10 Stunden 13,47 13,82 6,82 0,175
5 GH 12 Stunden 28,87 25,83 30,37 14,18 1,889
5 GH 1 Tag 152,07 161,95 78,51 4,940
5 GH 3 Tage 45,63 44,59 47,83 23,01 1,351
5 GH 1 woche 32,3 41,33 18,41 4,515
5 GH 1 Monat 16,16 19,9 9,02 1,870
5 GH 3 Monate 15,61 17,15 8,19 0,770
6 GH Frisch 22,09 21,36 217,25 0,365
6 GH 30 minuten 426,13 341,31 1918,60 42,410
6 GH 1 Stunde 38,65 36,81 42,67 196,88 2,447
6 GH 2 Stunden 230,53 268,41 222,52 120,24 20,014
6 GH 4 Stunden 219,63 177,6 190,78 98,00 17,552
6 GH 6 Stunden 166,84 188,38 191,19 91,07 10,877
6 GH 8 Stunden 146,54 142,67 72,30 1,935
6 GH 10 Stunden 173,38 192,96 231,41 99,63 24,105
6 GH 12 Stunden 425,64 527,51 238,29 50,935
6 GH 1 Tag 88,07 97,17 92,59 463,05 3,715
6 GH 3 Tage 169,57 209,52 94,77 19,975
6 GH 1 woche 134,28 137,64 133,54 67,58 1,784
6 GH 1 Monat 125,82 125,89 62,93 0,035
6 GH 3 Monate 21,49 22,95 11,11 0,730

205




Anhang

Tabelle 36: Mittels RT-gPCR bestimmte Menge nukledrer DNA im Kleinhirngewebe. Werte mit
mehr als 20 % Abweichung wurden entfernt.

Probennr. Gewebe Messung1l  Messung 2 Messung 3 Mittelwert Standardabweichung
(ng/2pl)  (ng/2ul) (ng/2u) (ng / w) (ng / w)
1 KH Frisch 6,37 6,35 5,35 60,23 0,476
1 KH 30 minuten 20,64 25,7 11,59 2,530
1 KH 1 Stunde 7,01 6,6 34,03 0,205
1 KH 12 Stunde 22,41 19,95 24,98 11,22 2,054
1 KH 1 Tag 14,72 13,03 6,94 0,845
1 KH 3 Tage 12,33 15,42 6,94 1,545
1 KH 1 woche 5,58 6,76 3,09 0,590
KH 1 Monat 0,00
1 KH 3 Monate 49,79 53,83 25,91 2,020
2 KH Frisch 6,37 6,35 5,35 3,01 0,476
2 KH 30 minuten 92,48 114,01 51,62 10,765
2 KH 1 Stunde 79,05 63,91 35,74 7,570
2 KH 12 Stunde 2,95 2,72 2,97 14,40 0,113
2 KH 1 Tag 1,11 1,11 5,55 0,000
2 KH 3 Tage 0,88 0,715 3,99 0,083
2 KH 1 woche 4,75 5,86 26,53 0,555
2 KH 1 Monat 16,78 16,22 16,27 82,12 0,253
2 KH 3 Monate 6,77 6,28 3,26 0,245
3 KH Frisch 269,36 281,82 137,80 6,230
3 KH 30 minuten 9,99 10,41 5,10 0,210
3 KH 1 Stunde 140,01 141,61 153,05 72,45 5,807
3 KH 2 Stunden 51,04 53,69 62,05 27,80 4,692
3 KH 4 Stunden 15,7 12,62 7,08 1,540
3 KH 6 Stunden 45,29 48,39 58,01 25,28 5,416
3 KH 8 Stunden 17,93 16,74 15,2 8,31 1,118
3 KH 10 Stunden 13,18 13,02 14,51 6,79 0,668
3 KH 12 Stunden 5,08 5,46 7,55 3,02 1,086
3 KH 1 Tag 21,86 19,11 10,24 1,375
3 KH 3 Tage 5,65 4,64 6,21 2,75 0,650
3 KH 1 woche 4,43 6,09 4,36 2,48 0,800
3 KH 1 Monat 29,59 26,41 14,00 1,590
3 KH 3 Monate 6,1 4,9 5,42 2,74 0,491
4 KH Frisch 1,76 2,17 2,17 20,33 0,193
4 KH 30 minuten 384,46 377,42 190,47 3,520
4 KH 1 Stunde 128,75 111,84 60,15 8,455
4 KH 2 Stunden 18,15 19,8 16,94 9,15 1,172
4 KH 4 Stunden 19,41 20,27 22,73 10,40 1,407
4 KH 6 Stunden 10,22 10,32 10,18 5,12 0,059
4 KH 8 Stunden 17,05 16,82 8,47 0,115
4 KH 10 Stunden 70,61 71,96 35,64 0,675
4 KH 12 Stunden 7,96 7,71 3,92 0,125

206



Anhang

4 KH 1 Tag 23,96 26,08 23,33 12,23 1,176
4 KH 3 Tage 11,35 9,16 10,18 5,12 0,895
4 KH 1 woche 38,48 39,88 19,59 0,700
4 KH 1 Monat 137,17 145,96 70,78 4,395
4 KH 3 Monate 41,66 39,47 20,28 1,095
5 KH Frisch 76,9 74,02 754,60 1,440
5 KH 30 minuten 73,48 85,51 70,92 766,37 6,361
5 KH 1 Stunde 53,8 47,17 45,49 488,20 3,588
5 KH 2 Stunden 46,73 44,03 22,69 1,350
5 KH 4 Stunden 21,41 22,55 19,84 10,63 1,111
5 KH 6 Stunden 2,9 3,52 3,04 1,58 0,265
5 KH 8 Stunden 123,27 117,03 106,04 57,72 7,123
5 KH 10 Stunden 20,36 22,79 26,64 11,63 2,586
5 KH 12 Stunden 98,79 89,6 101,06 48,24 4,955
5 KH 1 Tag 121,19 128,87 122,16 62,04 3,415
5 KH 3 Tage 60,3 51,23 27,88 4,535
5 KH 1 woche 11,04 8,86 4,98 1,090
5 KH 1 Monat 21,76 19,64 10,35 1,060
5 KH 3 Monate 6,15 6,12 23,2 5,91 8,045
6 KH Frisch 128,75 116,16 137,82 63,79 8,881
6 KH 30 minuten 60,05 57,56 56,19 579,33 1,598
6 KH 1 Stunde 26,21 20,02 26 120,38 2,870
6 KH 2 Stunden 88,35 79,17 41,88 4,590
6 KH 4 Stunden 17,84 16,44 13,21 7,92 1,939
6 KH 6 Stunden 67,89 77,56 72,62 36,35 3,948
6 KH 8 Stunden 34,61 39,57 36,29 18,41 2,060
6 KH 10 Stunden 12,92 12,99 12,89 6,47 0,042
6 KH 12 Stunden 59,09 54,86 65,74 29,95 4,478
6 KH 1 Tag 23,24 18,94 10,55 2,150
6 KH 3 Tage 249,66 280,56 230,62 126,81 20,579
6 KH 1 woche 191,83 156,62 87,11 17,605
6 KH 1 Monat 64,26 80,27 36,13 0,476
6 KH 3 Monate 149,42 156,89 159,55 77,64 2,530
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Tabelle 37: : Mittels RT-qPCR bestimmte Anzahl Kopien Wildtyp mtDNA im GroBhirngewebe

Werte (Rohdaten) mit mehr als 20% Abweichung wurde entfernt.

Gewebe Messung 1 Messung 2 Messung 3 Mittelwert Standardabweichung
(Kopien / 2 pl) (Kopien / 2 pl) (Kopien / 2 pl) (Kopien / pl) (Kopien / pl)
1 GH Frisch 14700000 15400000 75250000,00 350000,000
1 GH 30 minuten 13400000 11600000 11700000 6116666,67 825967,446
1 GH 1 Stunde 9870000 8510000 8880000 4543333,33 574127,357
1 GH 12 Stunde 856441,44 811907,13 417087,14 22267,155
1 GH 1 Tag 2550000 2040000 2250000 1140000,00 209284,495
1 GH 3 Tage 1260000 1190000 1150000 600000,00 45460,606
1 GH 1 woche 968600,19 988828,13 987821,75 490875,01 9307,409
1 GH 1 Monat 1300000 1290000 647500,00 5000,000
1 GH 3 Monate 160025,8 159702,06 79931,97 161,870
2 GH Frisch 3550000 3690000 4120000 18933333,33 242532,930
2 GH 30 minuten 7120000 7430000 7650000 3700000,00 217408,985
2 GH 1 Stunde 6070000 5810000 5370000 2875000,00 288905,982
2 GH 12 Stunde 1090000 1070000 540000,00 10000,000
2 GH 1 Tag 908343,63 983857,94 916072,88 468045,74 33923,061
2 GH 3 Tage 214523,17 219686,14 218218,47 108737,96 2172,187
2 GH 1 woche 232033,72 209830,14 255543,8 116234,61 18665,064
GH 1 Monat 0 0 0,00
2 GH 3 Monate 100798,95 122382,76 55795,43 10791,905
3 GH Frisch 16900000,00 16000000 82250000,00 450000,000
3 GH 30 minuten 9830000 8160000 4497500,00 835000,000
3 GH 1 Stunde 12900000 13500000 13700000 6683333,33 339934,634
3 GH 2 Stunden 2450000 2210000 2440000 1183333,33 110855,261
3 GH 4 Stunden 679608,19 624074,69 652484,94 326027,97 22673,486
3 GH 6 Stunden 1630000 1740000 842500,00 55000,000
3 GH 8 Stunden 600343,69 516529 279218,17 41907,345
3 GH 10 Stunden 972124,69 990544,19 963164 487638,81 11398,083
3 GH 12 Stunden 679703,94 669684,88 337347,21 5009,530
3 GH 1 Tag 443406,19 523863,16 550853,69 253020,51 45639,625
3 GH 3 Tage 1370000 1280000 1290000 656666,67 40276,820
3 GH 1 woche 1920000 1760000 920000,00 80000,000
3 GH 1 Monat 1090000 981005 974214,69 507536,62 53053,701
3 GH 3 Monate 0 0 0 0,00 0,000
4 GH Frisch 7230000 7010000 7450000 36150000,00 179629,248
4 GH 30 minuten 2300000 2200000 2270000 11283333,33 41899,350
4 GH 1 Stunde 5520000 4670000 2547500,00 425000,000
4 GH 2 Stunden 979546,81 934154,13 4784252,35 22696,340
4 GH 4 Stunden 717968,75 763219,19 3702969,85 22625,220
4 GH 6 Stunden 553559 628033 2953980,00 37237,000
4 GH 8 Stunden 369791,16 378384,75 352553,03 1834548,23 10740,788
4 GH 10 Stunden 488095,91 451932,25 2350070,40 18081,830
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4 GH 12 Stunden 1440000 1560000 1600000 766666,67 67986,927
4 GH1Tag 769514,25 888925,94 414610,05 59705,845
4 GH 3 Tage 1990000 2270000 2200000 1076666,67 118977,122
4 GH 1 woche 1020000 860328,44 973762,38 475681,80 67082,191
4 GH 1 Monat 1680000 1610000 822500,00 35000,000
4 GH 3 Monate 123025,55 140705,53 65932,77 8839,990
5 GH Frisch 13000000 14900000 15500000 72333333,33 1065624,491
5 GH 30 minuten 5670000 5770000 5940000 28966666,67 111455,023
5 GH 1 Stunde 6410000 6110000 6300000 3136666,67 123917,535
5 GH 2 Stunden 2800000 2670000 13675000,00 65000,000
5 GH 4 Stunden 2960000 2540000 2760000 13766666,67 171529,071
5 GH 6 Stunden 328181,84 372945,47 1752818,28 22381,815
5 GH 8 Stunden 939226,56 1010000 4873066,40 35386,720
5 GH 10 Stunden 556791,88 665828,44 660482,63 3138504,92 50187,782
5 GH 12 Stunden 577590 460514,91 259526,23 58537,545
5 GH1Tag 3910000 3760000 4190000 1976666,67 178200,885
5 GH 3 Tage 1140000 1390000 1360000 648333,33 111455,023
5 GH 1 woche 7080000 6180000 6080000 3223333,33 449691,252
5 GH 1 Monat 912430,56 848654,81 440271,34 31887,875
5 GH 3 Monate 171532,45 161952,11 146165,03 79941,60 10459,025
6 GH Frisch 18200000 17500000 16400000 86833333,33 740870,359
6 GH 30 minuten 12600000 11200000 10500000 57166666,67 873053,390
6 GH 1 Stunde 10100000 11000000 5275000,00 450000,000
6 GH 2 Stunden 2660000 2450000 2420000 12550000,00 106770,783
6 GH 4 Stunden 1510000 1620000 1360000 7483333,33 106562,449
6 GH 6 Stunden 291691,91 321859,63 316087,59 1549398,55 13074,815
6 GH 8 Stunden 336350,41 269127,64 1513695,13 33611,385
6 GH 10 Stunden 489019,66 492793,44 2454532,75 1886,890
6 GH 12 Stunden 4920000 4920000 4840000 2446666,67 37712,362
6 GH 1 Tag 5900000 5420000 5050000 2728333,33 347978,288
6 GH 3 Tage 1100000 919273 504818,25 90363,500
6 GH 1 woche 4330000 5170000 2375000,00 420000,000
6 GH 1 Monat 3230000 3270000 3340000 1640000,00 45460,606
6 GH 3 Monate 41367,66 58519,41 24971,77 8575,875
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Tabelle 38 : Mittels RT-qPCR bestimmte Anzahl Kopien Wildtyp mtDNA im Kleinhirngewebe

Werte (Rohdaten) mit mehr als 20% Abweichung wurde entfernt.

Gewebe Messung 1 Messung 2 Messung 3 Mittelwert Standardabweichung
(Kopien / 2 pl) (Kopien / 2 pl) (Kopien / 2 pl) (Kopien / pl) (Kopien / pl)

1 KH Frisch 3910000 3160000 3590000 17766666,67 307281,991
1 KH 30 minuten 6890000 5240000 3032500,00 825000,000
1 KH 1 Stunde 5230000 5560000 5510000 2716666,67 145220,139
1 KH 12 Stunde 1830000 1930000 940000,00 50000,000
1 KH 1 Tag 811258,38 884289,56 423886,99 36515,590
1 KH 3 Tage 444176,84 483063,31 479021,88 234377,01 17456,828
1 KH 1 woche 2410000 2540000 3000000 1325000,00 253113,940
1 KH 1 Monat 2650000 2870000 3040000 1426666,67 159652,400
1 KH 3 Monate 239723,11 276506,75 296875,72 135517,60 23651,056
2 KH Frisch 1990000 1660000 912500,00 165000,000
2 KH 30 minuten 3220000 3500000 3580000 1716666,67 154344,492
2 KH 1 Stunde 2070000 2280000 1860000 1035000,00 171464,282
2 KH 12 Stunde 818816,13 944203,94 882032,44 440842,09 51189,951
2 KH 1 Tag 492240,16 423480,13 561395,44 246185,96 56303,767
2 KH 3 Tage 1070000 991638,94 515409,74 39180,530
2 KH 1 woche 1210000 1010000 977564,31 532927,39 102782,631

KH 1 Monat 0 0 0 0,00 0,000
2 KH 3 Monate 0 0 0 0,00 0,000
3 KH Frisch 3520000 4380000 19750000,00 351093,530
3 KH 30 minuten 5460000 6550000 3002500,00 444990,637
3 KH 1 Stunde 5890000 6020000 5740000 2941666,67 114406,682
3 KH 2 Stunden 1280000 1530000 1360000 6950000,00 104243,305
3 KH 4 Stunden 529863,81 541147,13 601182,63 2786989,28 31301,311
3 KH 6 Stunden 574118,25 514238,53 2720891,95 29939,860
3 KH 8 Stunden 624620,06 572521,75 552068,44 2915350,42 30543,793
3 KH 10 Stunden 673177,06 673860,13 3367592,98 341,535
3 KH 12 Stunden 1540000 1540000 770000,00 0,000
3 KH 1 Tag 1910000 1680000 1870000 910000,00 100332,780
3 KH 3 Tage 928248,81 831769,63 777166,56 422864,17 62463,833
3 KH 1 woche 1250000 1360000 1120000 621666,67 98092,926
3 KH 1 Monat 0 0 0 0,00 0,000
3 KH 3 Monate 0 0 0 0,00 0,000
4 KH Frisch 2500000 2790000 2510000 13000000,00 134412,301
4 KH 30 minuten 3260000 3050000 2770000 1513333,33 200720,923
4 KH 1 Stunde 6820000 6540000 7260000 3436666,67 296348,144
4 KH 2 Stunden 1050000 947879,75 4994699,38 51060,125
4 KH 4 Stunden 908153,5 898188,06 4515853,90 4982,720
4 KH 6 Stunden 929071 848967,5 4445096,25 40051,750
4 KH 8 Stunden 441686,47 571307,63 2532485,25 64810,580
4 KH 10 Stunden 534915,88 563986,25 2747255,33 14535,185
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4 KH 12 Stunden 2350000 2030000 2190000 1095000,00 130639,453
4 KH 1 Tag 1000000 1220000 555000,00 110000,000
4 KH 3 Tage 746626,69 665406,25 353008,24 40610,220
4 KH 1 woche 1600000 1550000 1840000 831666,67 126578,917
4 KH 1 Monat 4290000 4240000 4330000 2143333,33 36817,870
4 KH 3 Monate 723957,38 766401,25 766693,56 376175,37 20077,485
5 KH Frisch 9610000 1060000 1130000 19666666,67 4014111,220
5 KH 30 minuten 15600000 14300000 12700000 71000000,00 1186029,792
5 KH 1 Stunde 6660000 6380000 5920000 3160000,00 305068,298
5 KH 2 Stunden 506852,59 536237,81 2607726,00 14692,610
5 KH 4 Stunden 833668,21 91866,55 2313836,90 370900,830
5 KH 6 Stunden 50702,41 48898,29 49186,23 247978,22 791,381

5 KH 8 Stunden 369974,47 319142,94 384527,75 1789408,60 28029,381
5 KH 10 Stunden 169098,36 131244,86 157209,34 762587,60 15805,732
5 KH 12 Stunden 1520000 1430000 1560000 751666,67 54365,021
5 KH 1 Tag 10900000 11400000 13100000 5900000,00 941629,793
5 KH 3 Tage 6050000 5590000 2910000,00 230000,000
5 KH 1 woche 7980000 6990000 6990000 3660000,00 466690,476
5 KH 1 Monat 1890000 2280000 1042500,00 195000,000
5 KH 3 Monate 975164,5 891014,63 1100000 494363,19 85855,167
6 KH Frisch 4590000 4730000 5680000 25000000,00 484217,582
6 KH 30 minuten 12100000 12600000 12800000 62500000,00 294392,029
6 KH 1 Stunde 5500000 560000 5510000 1928333,33 2331098,930
6 KH 2 Stunden 580429,38 647979,5 644261,69 3121117,62 31004,309
6 KH 4 Stunden 175972,23 153513,78 823715,03 11229,225
6 KH 6 Stunden 201263,78 200030,19 184405,22 976165,32 7672,986
6 KH 8 Stunden 106521,77 104959,73 528703,75 781,020

6 KH 10 Stunden 135803,42 121046,03 642123,63 7378,695

6 KH 12 Stunden 988905,69 780017,38 442230,77 104444,155
6 KH 1 Tag 688519,38 699339 685040,19 345483,10 6088,467

6 KH 3 Tage 4490000 4940000 5370000 2466666,67 1278213,452
6 KH 1 woche 3540000 3710000 3160000 1735000,00 755494,687
6 KH 1 Monat 4020000 3500000 3050000 1761666,67 744410,032
6 KH 3 Monate 323200,31 297758,56 278275,09 149872,33 66173,111
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Tabelle 39. Mittels RT-qPCR bestimmte Anzahl Kopien mtDNA mit 4977 bp Deletion im
GroBhirngewebe. Werte (Rohdaten) die mit Giber 20 % Abweichung wurden entfernt.

Gewebe Messung 1 Messung 2 Messung 3 Mittelwert Standardabweichung
(Kopien / 2 pl) (Kopien / 2 pl) (Kopien / 2 pl) (Kopien / pl) (Kopien / pul)
1 GH Frisch 4437,11 4291,85 21822,4 72,630
1 GH 30 minuten 5185,03 4771,05 2489,02 206,990
1 GH 1 Stunde 2667 2452,79 2461,61 1263,56667 98,966
1 GH 12 Stunde 90,04 91,81 45,4625 0,885
1 GH1Tag 573,04 468,3 480,24 253,596667 46,815
1 GH3Tage 179,52 143,86 80,845 17,830
1 GH 1 woche 16,04 13,29 7,3325 1,375
1 GH1Monat 4,99 5,81 2,7 0,410
1 GH 3 Monate 0 0 0 0 0,000
2 GH Frisch 29,98 23,99 134,925 2,995
2 GH 30 minuten 0 0 0 0 0,000
2 GH 1 Stunde 0 0 0 0,000
2 GH 12 Stunde 0 0 0 0 0,000
2 GH1Tag 0 0 0 0 0,000
2 GH3Tage 0 0 0 0 0,000
2 GH1woche 0 0 0 0 0,000
2 GH1 Monat 0 0 0 0 0,000
2 GH 3 Monate 0 0 0 0 0,000
3 GH Frisch 5633,11 6705,72 30847,075 536,305
3 GH 30 minuten 6039,68 5934,54 2993,555 52,570
3 GH1Stunde 760,45 609,77 342,555 75,340
3  GH 2 Stunden 2844,78 2909,06 14384,6 32,140
3 GH4 Stunden 978,05 923,38 833 4557,38333 59,812
3  GH 6 Stunden 3334,57 2769,11 15259,2 282,730
3 GH 8 Stunden 587,22 488,18 2688,5 49,520
3 GH 10 Stunden 993,57 1139,44 1210,65 5572,76667 90,353
3 GH 12 Stunden 287,38 256,5 201,11 124,165 35,690
3 GH1Tag 148,31 144,85 73,29 1,730
3 GH3Tage 908,35 773,98 778,79 410,186667 62,240
3 GH1woche 825,35 957,29 445,66 65,970
3 GH1Monat 562,32 450,27 253,1475 56,025
3 GH 3 Monate 0 0 0 0 0,000
4 GH Frisch 9884,13 8805,05 46722,95 539,540
4 GH 30 minuten 394,18 318,94 1782,8 37,620
4 GH 1 Stunde 11339,54 10972,59 5578,0325 183,475
4 GH 2 Stunden 1290,69 1870,96 7904,125 290,135
4 GH 4 Stunden 482,81 394,24 2192,625 44,285
4 GH 6 Stunden 1067,4 885,42 4882,05 90,990
4 GH 8 Stunden 146,22 176,24 806,15 15,010
4 GH 10 Stunden 593,46 477,04 2676,25 58,210
4 GH 12 Stunden 251,52 206,11 114,4075 22,705
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4 GH1Tag 260,2 190,05 0 75,0416667 35,075
4 GH3Tage 1083,38 873,14 489,13 105,120
4  GH1woche 399,61 381,1 195,1775 9,255
4  GH1Monat 674,12 581,09 313,8025 46,515
4 GH 3 Monate 14,51 17,54 8,0125 1,515
5 GH Frisch 9487,91 10328,52 49541,075 420,305
5 GH 30 minuten 121,97 126,09 620,15 2,060
5 GH1Stunde 2177,37 2621,56 2872,97 1278,65 287,590
5 GH 2 Stunden 4527,31 4489,27 22541,45 19,020
5 GH4 Stunden 5539,36 4743,88 25708,1 397,740
5 GH6 Stunden 75,77 60,07 339,6 7,850
5 GH 8 Stunden 576,92 446,46 2558,45 65,230
5 GH 10 Stunden 185,34 226,93 1030,675 20,795
5 GH 12 Stunden 27,14 28,93 14,0175 0,895
5 GH1Tag 397 362,99 189,9975 17,005
5 GH3Tage 60,69 59,04 29,9325 0,825
5 GH1woche 665,97 539,74 301,4275 63,115
5 GH1 Monat 6,82 8,49 3,8275 0,835
5 GH 3 Monate 1,56 1,25 0,7025 0,155
6  GH Frisch 25759,02 20847,06 116515,2 2455,980
6 GH 30 minuten 3874,79 3108,01 17457 383,390
6 GH1Stunde 3863,47 4802,19 2166,415 469,360
6 GH 2 Stunden 3207,81 3316,1 3997,76 17536,1167 349,668
6 GH 4 Stunden 1723,72 2036,14 1672,26 9053,53333 160,784
6 GH 6 Stunden 108,57 113,02 553,975 2,225
6 GH 8 Stunden 251,11 202,96 1135,175 24,075
6 GH 10 Stunden 326,95 350,09 1692,6 11,570
6 GH 12 Stunden 441,02 409,27 449,76 216,675 17,397
6 GH1Tag 965,3 871,88 459,295 46,710
6 GH3Tage 37,76 34,86 18,155 1,450
6 GH1woche 398,36 400,14 199,625 0,890
6 GH1 Monat 71,4 85,09 39,1225 6,845
6 GH 3 Monate 0 0 0 0 0,000
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Tabelle 40: Mittels RT-qPCR bestimmte Anzahl Kopien mtDNA mit 4977 bp Deletion im
Kleinhirngewebe. Werte (Rohdaten) die mit (iber 20 % Abweichung wurden entfernt.

Gewebe Messung 1 Messung 2 Messung 3 Mittelwert Standardabweichung
(Kopien / 2 pl) (Kopien / 2 pl) (Kopien / 2 pl) (Kopien / pl) (Kopien / pul)
1 KH Frisch 74,85 72,55 76,49 100388,89 1,616
1 KH 30 minuten 52,33 57,09 19308,33 2,380
1 KH1Stunde 62,18 73,71 56708,33 5,765
1 KH 12 Stunde 25,46 31,55 18705,56 3,045
1 KH1Tag 17,06 18,96 11562,50 0,950
1 KH3Tage 0 0 0 11562,50 0,000
1 KH1woche 0 0 0 5141,67 0,000
1 KH1Monat 0 0 0 0,00 0,000
1 KH 3 Monate 0 0 0 43175,00 0,000
2 KH Frisch 0 0 0 5019,44 0,000
2  KH 30 minuten 0 0 0 86037,50 0,000
2 KH1Stunde 0 0 0 59566,67 0,000
2 KH 12 Stunde 0 0 0 24000,00 0,000
2 KH1Tag 0 0 0 9250,00 0,000
2 KH3Tage 0 0 0 6645,83 0,000
2 KH1woche 0 0 0 44208,33 0,000
2 KH1 Monat 0 0 0 136861,11 0,000
2 KH 3 Monate 0 0 0 5437,50 0,000
3 KH Frisch 1017,63 1265 229658,33 123,685
3 KH 30 minuten 1,57 1,62 8500,00 0,025
3 KH1Stunde 0 0 0 120741,67 0,000
3 KH 2 Stunden 145,9 151,48 46327,78 2,790
3 KH 4 Stunden 285,08 278,44 11800,00 3,320
3 KH 6 Stunden 210,13 220,16 42136,11 5,015
3 KH 8 Stunden 194,17 181,58 13852,78 6,295
3 KH 10 Stunden 244,8 304,49 11308,33 29,845
3 KH 12 Stunden 266,46 225,24 226,94 5025,00 19,043
3 KH1Tag 520,53 469,89 17070,83 25,320
3 KH3Tage 93,33 87,97 4583,33 2,680
3 KH1woche 127,29 121,99 4133,33 2,650
3 KH1 Monat 0 0 0 23333,33 0,000
3 KH 3 Monate 0 0 0 4561,11 0,000
4 KH Frisch 99,48 102,07 120,92 33888,89 9,555
4 KH 30 minuten 67,03 63,93 317450,00 1,550
4 KH 1Stunde 596,22 692,91 100245,83 48,345
4 KH 2 Stunden 26,66 29,7 15247,22 1,520
4  KH 4 Stunden 127,07 109,72 17336,11 8,675
4 KH 6 Stunden 119,81 115,04 8533,33 2,385
4 KH 8 Stunden 48,39 41,68 14112,50 3,355
4 KH 10 Stunden 33,09 28,44 59404,17 2,325
4 KH 12 Stunden 1313,9 1640,7 6529,17 163,400
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4 KH1Tag 59,16 54,23 69,76 20380,56 6,479
4 KH3Tage 51,54 47,28 8525,00 2,130
4 KH1woche 47,2 57,06 32650,00 4,930
4 KH1 Monat 113,45 117,57 117970,83 2,060
4 KH 3 Monate 15,25 12,99 33804,17 1,130
5  KH Frisch 278,61 292,82 1257666,67 7,105
5  KH 30 minuten 470,9 382,12 1277277,78 44,390
5 KH 1 Stunde 63,23 56,39 813666,67 3,420
5  KH 2 Stunden 57,62 47,88 37816,67 4,870
5 KH 4 Stunden 4,99 5,72 17722,22 0,365
5  KH 6 Stunden 6 0 0 2627,78 0,000
5 KH 8 Stunden 58,38 47,85 96205,56 5,265
5  KH 10 Stunden 4,38 3,78 19386,11 0,300
5 KH 12 Stunden 2,19 2,15 80402,78 0,020
5 KH1Tag 105,31 128,94 103394,44 11,815
5 KH3Tage 23,36 27,76 46470,83 2,200
5 KH 1woche 23,76 17,79 21,93 8291,67 2,497
5 KH 1 Monat 0 0 0 17250,00 0,000
5 KH3 Monate 0,11 0,13 9852,78 0,010
6 KH Frisch 123,95 99,89 106313,89 12,030
6 KH 30 minuten 13404,25 14115,03 14211,31 965555,56 359,911
6 KH1Stunde 628,42 529,18 200638,89 49,620
6 KH 2 Stunden 62,1 54,77 69800,00 3,665
6 KH 4 Stunden 25,82 21,06 13191,67 2,380
6 KH 6 Stunden 18,65 23,14 60575,00 2,245
6 KH 8 Stunden 19,51 23,72 30686,11 2,105
6 KH 10 Stunden 82,68 79,44 10777,78 1,620
6 KH 12 Stunden 110,83 97,27 49913,89 6,780
6 KH1Tag 25,71 26,65 17575,00 0,470
6 KH3Tage 194,32 232,77 211344,44 19,225
6 KH1woche 81,79 79,73 145187,50 1,030
6 KH 1 Monat 21,74 20,07 60220,83 0,835
6 KH3 Monate 129405,56 1,616
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