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Einleitung

1 EINLEITUNG

Magnesium (Mg) ist das am haufigsten vorkommende intrazellulare zweiwertige Kation im
menschlichen Korper. Als Teil des Mg-ATP-Komplexes und als Kofaktor von mehr als 300
Enzymen ist Magnesium in nahezu alle intrazelluldren Stoffwechselwege involviert. Die enge
Regulation der intrazellularen Mg-Konzentration ist fur die zellulare Homdostase also von
gréBter Bedeutung (Romani und Scarpa 2000).

In den letzten Jahren hat sich gezeigt, dass Magnesium signifikant das Auftreten, die
Entwicklung und den Verlauf von Diabetes mellitus Typ Il beeinflusst (Barbagallo und
Dominguez 2007). Durch die Beeinflussung der Tyrosin-Kinase-Aktivitdt des Insulin-
Rezeptors und der Signaltransduktion auf der Post-Rezeptor-Ebene verbessert Magnesium
Parameter der Blutzuckerkontrolle, wie HbA1c, Nichternblutzucker und Insulin-Resistenz
(Volpe 2008; Gulnther 2010). Zahlreiche epidemiologische Studien untersuchten das
Diabetes-Risiko im Zusammenhang mit der Mg-Zufuhr und zeigten ein verringertes Risiko
bei erhéhter Mg-Aufnahme (Yang et al. 1999; He et al. 2006). Fir das Erreichen einer guten
therapeutischen Wirksamkeit durch eine Supplementierung ist die Bestimmung des Mg-
Status extrem wichtig. In der klinischen Praxis erfolgt routinemaBig die Messung der
Gesamt-Mg-Konzentration im Plasma/Serum. Dieser Parameter ist neben der Mg-
Bestimmung im 24 h Urin der einzig verfugbare Laborwert zur Bewertung des Mg-Status des
Kérpers. Eine niedrige Plasma-Mg-Konzentration ist ein zuverlassiger Marker fur einen Mg-
Mangel (Chaudhary et al. 2010). Allerdings kann trotz einer normalen Plasma-Mg-
Konzentration ein Mg-Defizit innerhalb der Zelle auftreten, da durch das Entleeren
intrazelluldrer Speicher bzw. der des Knochens die Mg-Konzentration im Plasma relativ
konstant gehalten wird (Vormann 2003). Darlber hinaus kann unter Stressbedingungen
Magnesium aktiv aus der Zelle transportiert werden und dadurch eine intrazellularen Mg-
Mangel verdecken (Romani und Maguire 2002). Daher ware die Messung der freien
intrazellularen Mg®*-Konzentration vorzuziehen, um Patienten mit einem Mg-Defizit zu
identifizieren (Saris et al. 2000). Techniken zur intrazellularen Mg-Bestimmung sind jedoch
zeitaufwendig, teuer und nicht im Praxisalltag anwendbar. Daher ist eine routinemaBige,
klinische Methode zur Bestimmung von freiem intrazellulirem Mg?®* derzeit nicht verfligbar
(Swaminathan 2003).

In den letzten Jahren wurden mehrere Gene identifiziert, die fir Mg-Transporter und / oder
mogliche homdostatische Faktoren kodieren. Die in der vorliegenden Arbeit untersuchten
Gene CNNM2, SLC41A1, SLC41A2, SLC41A3, TRPM6, TRPM7, MagT1, NIPA1 und N33
stellen eine Auswahl dar (Goytain und Quamme 2005; Goytain et al. 2007; Schlingmann et
al. 2007; Kolisek et al. 2008; Zhou und Clapham 2009). Untersuchungen der Expression
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dieser Gene in der Zellkultur und bei Mausen unter hypomagnesidmischen Bedingungen
haben gezeigt, dass sich das Expressionsprofil dieser Gene veranderte. Somit kdnnte es
maoglich sein, dass ein zellulares Mg-Defizit durch eine erhéhte Produktion einiger dieser Mg-
Transporter bzw. homdostatischen Faktoren kompensiert wird (Goytain und Quamme 2005).
Diese Beobachtungen haben zu der Hypothese geflihrt, dass die Expression solcher Mg-
sensitiven Gene als mdgliche Marker zur Detektion eines intrazellularen Mg-Defizits
verwendet werden kénnen.

Der erste Versuchsabschnitt diente der Uberpriifung der Eignung méglicher
magnesiumsensitiver Gene (Kandidatengene) als Biomarker. Dafir wurde ein In-vitro-
Zellsystem erstellt. In den beiden humanen Zelllinien Jurkat und JVM-13 wurden die
Expressionsraten der Kandidatengene in Abhangigkeit von der extrazellularen Mg-
Konzentration bestimmt. Die untersuchten humanen Zelllinien stammten von Lymphozyten
ab und stellen ein gutes Referenzmodel dar.

Im zweiten Versuchsabschnitt sollte in einem In-vivo-Modell die Bestimmung der
Expressionsrate des Gens CNNM2 zusatzlich zur Messung der Plasma-Mg-Konzentration
und der intrazellularen freien Mg®*-Konzentration in Leukozyten von Patienten mit Diabetes
mellitus Typ Il erfolgen (Phase 1). Diese drei Parameter wurden dann in Korrelation
zueinander gesetzt, um mdgliche Zusammenhange aufzudecken.

AnschlieBend wurden ausgewahlte Patienten tber 30 Tage taglich mit 300 mg Magnesium
supplementiert und eine erneute vergleichende Bestimmung der drei Parameter der ersten
Phase der Studie durchgefiihrt (Phase 2).



2 Literaturibersicht Magnesium in der Natur

2 LITERATURUBERSICHT

2.1 MAGNESIUM IN DER NATUR

Magnesium (Mg) ist das achth&ufigste Element in der Natur. Die Erdkruste besteht zu etwa
1,94 % aus diesem Erdalkalimetal. Wichtige Mineralien sind Dolomit (CaMg(COs).), Magnesit
(Bitterspat, (MgCO,), Olivin ((Mg, Fe)2[SiOs]), Enstatit (MgSiO3) und Kieserit (MgSO,-H0).
In Form von Dolomit ist ein Mg-Mineral sogar gebirgsbildend, so z. B. in den Dolomiten
(Sigel und Sigel 1990). Im Meerwasser, in dem sich das Leben entwickelt hat, ist der Mg-
Gehalt mit 50 mmol/l besonders hoch (Turekian 1968; Maguire und Cowan 2002). Diese
Tatsache kénnte ein Teil der Erklarung sein, dass es in fast jedem Lebewesen Funktionen
gibt, die direkt oder indirekt auf eine ausreichende Mg-Versorgung angewiesen sind.

2.2 CHEMIE UND STEREOCHEMIE

Magnesium steht in der zweiten Hauptgruppe im Periodensystem und gehdrt damit zu den
Erdalkalimetallen. Die Elektronenkonfiguration stellt sich wie folgt dar: 1s? 2s? 2p6 3s2.
(Abb.1)
Die Chemie des divalenten
Magnesiumions (Mg®") ist aufgrund seiner

Hauptgruppe 2
Periode 3

interessanten chemischen Eigenschaften
innerhalo der  anderen  biologisch

G relevanten Kationen einzigartig. Sein

Erdaﬁ"' zahl 12 lonenradius ist innerhalb aller Kationen
meta
der Kleinste, aber im Gegensatz dazu ist
der Radius einschlieBlich der Hydrathille
der GroBte. Die Hydrathille vergroBert
den Radius des Mg?* ca. 400-Fach
Hexagonale g Atommasse
Kristallstruktur 24305u (Maguire und Cowan 2002).

Diese sehr groBe Differenz und die starke
Interaktion mit dem  Wasser der

Abb.1  Elektronenkonfiguration und Hydrathdlle sind wichtige Faktoren fir die
Charakteristiken des biochemischen und biologischen

Magnesiummolekdls Funktionen des Mg?", die in den folgenden

Kapiteln ndher beschrieben werden.



2 Literaturtbersicht Chemie und Stereochemie

Sechs Wassermolekiile bilden die primare Hydrathiille um das Mg® und geben dem dann
hydrierten Mg®* eine oktahedrale Geometrie. Mg?®" ist immer hexakoordiniert und relativ starr
(Abb. 2). Das im Gegensatz dazu sehr flexible Ca**, dessen Koordinationssphire sechs bis
neun Bindungen eingehen kann, ist aufgrund seiner Flexibilitdt gut geeignet, als
Signalmolekil zu fungieren (Bindung an unterschiedliche Proteine). Magnesium hingegen
bindet vorrangig ATP und hélt dieses in der katalytischen Tasche des Enzyms. Dabei wird
die primare Hydrathille nicht vollstandig abgestreift. Ein oder zwei verbleibende
Wassermolekiile kénnen so in der fir die katalytische Reaktion erforderlichen Position
gehalten werden. Sowohl durch das korrekte Plazieren der Wassermolekile, als auch durch
die Stabilisierung der Konformation dient Magnesium auch ATP-unabhangigen Enzymen als
Kofaktor (Maguire und Cowan 2002).

Weitere 12 bis 14 Wassermolekile formen
die zweite Schale um das bereits hydrierte
lon. Die aus den beiden Hydratschalen
zusammengesetzte Wasserhille ist an
Mg®" starker gebunden als es bei
irgendeinem  anderen, im lebenden
Organismus vorkommenden Kation der
Fall ist. Aufgrund der hohen
Ladungsdichte und der relativ langsamen
Austauschrate des Wassers in der
Wasserhiille bildet das hydrierte Mg®* eine

relativ unflexible, groBe Struktur und kann

Abb.2 Hexakoordination des Magnesiumions. dadurch spezifische Konformation
Sechs Wassermoleklile formen ein stabilisieren.
Oktahedron

Beim Durchtritt durch selektive lonenkanale muss das Mg® einen Teil seiner Hydrathiille
abstreifen, um den Kanal passieren zu kénnen. Dabei entstehen schwache elekirostatische
Bindungen zwischen dem lon und den polaren (Carboxyl)Resten der Aminosauren, die die
innere Pore des Kanals bilden. Die dabei freiwerdende Bindungsenergie muss adaquat der
zum Abstreifen der Hydrathille (,ion stripping“) benétigten Energie sein. Die freiwerdende
Bindungsenergie erreicht ihr Maximum, wenn das unhydrierte Mg? in den Kanal passt
(Sircar 2008). Magnesium als freies Element kann in der Natur nicht gefunden werden, da es
hochgradig reaktiv ist und infolgedessen hauptsachlich in Verbindungen mit Karbonaten,
Silikaten, Chloriden und Sulfaten vorkommt.
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2.3 BIOCHEMIE

Mehr als 300 Enzyme sind direkt oder indirekt auf die Verfiigbarkeit von freiem Mg bzw.
Mg-ATP angewiesen. Die Vielzahl an Mg-abhangigen Stoffwechselprozessen verdeutlicht
die Bedeutung des Mikronahrstoffs flir den Organismus. Alle ATP-abhangigen Prozesse
erfordern Mg®" in Form von Mg-ATP. Biochemisch wichtige Beispiele sind die Synthese von
Proteinen und Fettsauren, die Aktivierung von Aminosduren, die Phosphorylierung von
Glukose und seinen Derivaten in der Glykolyse, die oxidative Decarboxylierung von Citrat,
aber auch ATP-abhangige Transportprozesse in Membranen (Romani und Scarpa 2000).
Auch bei der Aufrechterhaltung der genomischen Stabilitat und Integritat spielt Magnesium
eine wichtige Rolle. Ungeféhr 90 % des intrazellularen Magnesiums sind an Ribosomen oder
Polynukleotide gebunden. Das Ribose-Phosphat-Rickgrat der DNA und RNA ist negativ
geladen und hat eine Affinitdt zu Metallionen, weil sie die elektrostatische AbstoBung
zwischen den Phosphaten mildern und die Basenpaarung und -stapelung erleichtern
(Porschke 1995). Die intrazellularen Konzentrationen von Ca®** und Na* sind niedrig, daher
dominieren die reichlich vorkommenden K* und Mg® in der Metallbindung der
Nukleinsauren. Méglicherweise (iberwiegt freies Mg®* in der Bindung von Nukleinsauren
durch seine starker positive Ladung (Wolf und Cittadini 2003).

Zusatzlich zur Stabilisierung der DNA- und RNA-Doppelhelices dient Magnesium als
Kofaktor bei der Reparatur von DNA-Schaden, verursacht durch schadigende
Umwelteinflisse, Mutagene und endogene Prozesse wie z. B. oxidativer Stress. Ebenso hat
es eine entscheidende Bedeutung sowohl fir die Genauigkeit der DNA-Replikation als auch
bei der Kontrolle des Zellzyklus und der Apoptose (Hartwig 2001).

Eine weitere wichtige Aufgabe des Magnesiums ist es, ATP oder andere Nukleotid-
Triphosphate in dem Kkatalytisch aktiven Zentrum des Enzyms zu halten. Es bietet
zusatzliche Bindungsstellen flr die Interaktion zwischen dem ATP-Mg-Komplex und dem
Enzym und erhéht damit die Bindungsenergie. Sauerstoffatome verschiedener Phosphoryl-
Gruppen des Nukleotids kénnen in die Bindung mit Mg®" involviert sein. Daher gibt es
verschiedene Stereoisomere und jedes ATP-abhangige Enzym bindet normalerweise an nur
eine isomere Form (Stryer 2007). Magnesium bindet auch direkt an Enzyme, modifiziert so
deren Enzymstruktur oder Ubernimmt eine katalytische Rolle (Cowan 1995).
Zusammenfassend dient Magnesium bei der katalytischen Aktivitat der Proteine und Enzyme
als wesentlicher Co-Faktor durch die: (i) Vermittlung der Enzym-Substrat-Wechselwirkungen,
(i) Stabilisierung eines intermedidren Metaboliten, (iii) Stabilisierung einer Produkt-
Abgangsgruppe oder (iv) Uberbriickung verschiedener reaktiver Substrate (Wolf und
Cittadini 2003).
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2.4 PHYSIOLOGIE

2.4.1 Magnesiumverteilung im Kérper und auf zellularer Ebene

Tab.1 Mg-Verteilung im Kérper

Speicher % Form % Bemerkung Referenz
Knochen ein Drittel oberflachlich o
(Adsorbiert an gg cy gebunden und (I;Ilu |J1g;9n6;9t
Hydroxylapatit) ° austauschbar '
Skelett- o
muskulatur 20 % (Swaminathan
weiches o 2003)
Gewebe 19%
freies
ionisiertes 55 % physiologisch aktiv
Mg>*
Blut <1 % Komplexe 10 - Bikarbonat, Laktat, i (Kimura 2006)
P 15 % Citrat, Sulfat
. 30 - o .
Proteine 359, hauptséchlich Albumin
25 g total beim erwachsenen Menschen (Kimura 2006)
............................................... . IR
St e Aa e Gowan 2002)
(Feillet-
11 - 12 % des Kdrpermagnesiums dynamisch und austauschbar Coudray et al.
2002)

Die Tabelle 1 zeigt eine Ubersicht iiber die Verteilung von Magnesium im Kérper des
Menschen. Die 1% der sich Blut befindlichen Mg-Menge verteilen sich zu 0,5 % auf
Erythrozyten und nur 0,3 % existieren frei im Plasma. Die [Mg]piasmasserum-KOnzentration wird
mit 0,75 - 0,96 (1,2) mmol/l (Tso und Barish 1992; Weisinger und Bellorin-Font 1998; Laurant
und Touyz 2000) sowie oftmals auch mit 0,7 —0,9 (1,1) mmol/l (Swaminathan 2003; Kimura
2006; Ferre et al. 2011) angegeben. Nach Angaben der AOK liegt der Normwert fir [Mg]piasma
bei Frauen zwischen 0,77 und 1,03 mmol/l und bei Mannern zwischen 0,73 und 1,06 mmol/I.

Im Knochen werden ein groBer Teil des Magnesiums in einem "festen" Pool (Knochenkortex)
und ein kleinerer Teil in einem "dynamischen" Pool (Trabekelwerk) gespeichert. Bei einem
Mg-Mangel kann aus dem dynamischen Pool Magnesium schnell mobilisiert und der Pool
durch eine hohe Zufuhr spater wieder aufgefiillt werden (Classen und Nowitzki 1990). Bei
Tieren konnte gezeigt werden, dass der Gehalt an Magnesium in den Knochen direkt von der
Versorgung mit Nahrung abhangig ist. Der Gehalt variiert zwischen den Spezies und
innerhalb einer Spezies (Wallach 1990). Ein Mg-Mangel wirkt sich negativ auf den

Knochenstoffwechsel aus und kann zu einer verminderten Knochenbildung und einem Verlust
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der Knochenstruktur (Osteopenie bzw. Osteoporose) fiihren (Launius et al. 2004; Rude und
Gruber 2004). Nach dem Skelett ist der intrazellulare Pool der zweitgréBte Mg-Pool. Nach
Kalium (K) ist Magnesium das zweithaufigst vorkommende intrazellulare Kation (Morii et al.
2006).

Bei Untersuchungen an Tieren wurde nachgewiesen, dass unterschiedliche Zelltypen
unterschiedliche Konzentrationen von Magnesium aufrecht erhalten, bedingt durch ihre
metabolische Aktivitdt und ihre Bedeutung fiir das Leben. Gehirn, Herz, Leber und Nieren
zeigen die hochste Mg-Konzentration und -Transportrate durch die Zellmembran
(Swaminathan 2003). Reines Fett enthalt nur Spuren von Magnesium (Classen und Nowitzki
1990). In schnell proliferierenden Zellen ist die Mg-Transportrate generell héher, was einen
Zusammenhang mit der metabolischen Aktivitat des Gewebes herstellt.

Je nach Zelltyp sind etwa 5— 10 % des intrazellularen Magnesiums ionisiert ([Mg*Jia). Die
restlichen 90 — 95 % sind an negativ geladene Liganden wie ATP, Proteine, DNA und RNA
gebunden oder liegen in Chelatkomplexen vor (Giinther 1993). Die [Mg*‘wa-Konzentration
ist abhangig vom Gewebe und dem pH-Wert. In der Literatur werden variable
Konzentrationen angegeben. Eine Ubersicht dber die [Mg*].w.—Konzentration in
verschiedenen Geweben ist in der Verdéffentlichung von Romani und Scarpa (1992) zu finden.
Im Allgemeinen liegt der Referenzbereich zwischen 0,5 mmol/l und 1,0 mmol/l
(zusammengefasst bei Swaminathan 2003) (Lymphozyten: [Mg?']ia > 0,5 mmol/l gemessen
mit NMR von Rink, Tsien et al. (1982); [Mg*liwa 0,54 —0,67 mmol/l gemessen mit
ionenselektiver Elektrode (ISE) von Maj-Zurawska (1994))

Quamme, Dai et al. (1993) haben gezeigt, dass intrazellulares ionisiertes Mg®* heterogen
Uber die Zelle verteilt ist. Eine Kompartimentierung innerhalb der Zelle ergibt sich aus der
Verteilung der Mg?*-bindenden Liganden (Giinther 2006). Mg-Speicher sind vor allem
Mitochondrien, Golgi-Apparat und Endoplasmatisches Retikulum (ER). Zwischen den
intrazellularen Organellen bewegt es sich schnell hin und her und seine intrazellulare
Konzentration ist in engen Grenzen geregelt (Laurant und Touyz 2000).
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2.4.2 Physiologische Funktionen von Magnesium

Magnesium dient als Regulator vieler physiologischer Prozesse, einschlieBlich der
neuromuskularen, immunologischen, hormonellen und kardiovaskularen Funktionen. Ebenso
ist es an der Aufrechterhaltung der Membranstabilitdt beteiligt, indem es die negativ
geladenen, carboxylierten und phosphorylierten Kopfgruppen der Lipide vernetzt (Cowan
1995). Deshalb hat ein verringerter Mg-Gehalt einige negative Auswirkungen auf die
Membranstabilitdt, was zu einer Erhdhung der Ca**-, Na*- und K*-Stréme fiihrt. Dadurch ist
die Na*- und Ca**-Aufnahme in die Zelle verstarkt. Gleichzeitig strdmen Mg®* und K* aus der
Zelle. Diese erheblichen Veranderungen im Elektrolythaushalt als Folge des Mg-Mangels und
der verstarkte Einstrom von Ca®* kann zu Hypertonie und koronaren Vasospasmen in
kardiovaskularen glatten Muskelzellen sowie zu Arrhythmien fihren. Auch das vermehrte
Auftreten von Krampfen durch eine erhéhte Kontraktilitat der Skelettmuskelzellen erklart sich
aus dieser Elektrolytimbalanz (Vormann et al. 1992; Laires und Monteiro 2006).

Magnesium ist ein physiologischer Kalzium (Ca)-Antagonist (zusammengefasst bei Iseri und
French 1984). Es reguliert sowohl die Konzentration des freien Ca*" im Zytosol als auch seine
Funktion als Signalmolekil. Dies geschieht auf unterschiedliche Weise. Zum einen hemmt
Magnesium die Ca-Freisetzung aus dem sarkoplasmatischen Retikulum (SR). Diese
Hemmung beruht nicht ausschlieBlich auf einer Konkurrenz mit Kalzium um die
Bindungsstellen am Ryanodin-Rezeptor, sondern ist auch auf eine zeitweise Blockierung des
Ryanodin-Rezeptor-Kanals zurlickzufihren (flickery-type-block) (Kawano 1998). Ein weiterer
regulatorischer Mechanismus ist die Konkurrenz beider Molekile um dieselben
Bindungsstellen an kontraktilen Proteinen wie Troponin C, Myosin und Aktin (Holroyde et al.
1980). Nicht zuletzt férdert Magnesium die Ca®*-Aufnahme in das SR bzw. ER durch
Stimulierung der sarkoplasmatischen Ca®*-ATPase (Stephenson und Podolsky 1977;
Chakraborti et al. 2002; Belin und He 2007). Agus und Morad (1991) berichteten von einer
blockierenden Wirkung des extrazellularen Magnesiums auf den einwarts gerichteten Ca-
Einstrom Uber L-Typ-Kalzium-Kanéle. Zusammengefasst gibt es drei wichtige groBe
Membranproteine, die durch Magnesium reguliert werden: Ca**-ATPase, Na'/Ca®-
Austauscher und Na‘/K*-ATPase. Unter Mg-Mangelbedingungen kann Ca** schnell aus dem
SR freigesetzt werden, was zu einem Anstieg der Kontraktilitat fihrt, wahrend eine hohe Mg-
Konzentration diesen Prozess durch eine Senkung der Konzentration freien Ca®* im Zytosol
hemmt (Iseri und French 1984; al-Ghamdi et al. 1994).

Im ZNS wirkt sich die Ca-antagonistische Eigenschaft neuroprotektiv aus. Magnesium
reduziert den Ca-Einstrom in die Zelle durch die Blockierung des NMDA-Kanals (ein
unspezifischer Kationen-Kanal) und mindert bei Verletzungen wie Hirn-Traumata, Ischamie

und Nervenschaden das AusmaB der Zellschadigung (Turner und Vink 2006). Doch auch
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Kalium unterliegt dem Einfluss der intra- und extrazellularen Mg-Konzentration. Mg®* fungiert
als ein offener Kanal-Blocker, sobald Kalium aus der Zelle stromt. Es verhindert somit
vollstandig den K-Ausstrom (Agus und Morad 1991; Chakraborti et al. 2002). Dartber hinaus
aktiviert Mg* die Na'/K'-ATPase, ein wichtiges Protein bei der Aufrechterhaltung des
Ruhemembranpotential (Altura und Altura 1984; Ryan 1991).

Durch diesen weitreichenden Einfluss auf den Elektrolythaushalt der Zelle spielt Magnesium
eine wesentliche Rolle unter anderem bei der Herzerregbarkeit und dem Herzrhythmus, der
neuronalen Uberleitung, der Kontraktion von Skelett- und glatter Muskulatur, beim Vasotonus
und der Regulierung des Blutdrucks.

2.4.3 Magnesiumhomoostase und Regulation auf Zellebene

Magnesium-Efflux-Systeme

Generell kdnnen Mg-Efflux-Systeme in Natrium (Na)-abhangige und Na-unabhangige
Systeme unterteilt werden. Die ersten Versuche zum zellularen Mg-Transport fanden an
Erythrozyten statt und zeigten, dass diese Zellen einen signifikanten Anteil ihres zellularen
Gehalts an Magnesium gegen extrazellulares Natrium austauschen. Die auftretenden Mg-
Fluxe wurden durch den Na-Kanalblocker Amilorid vollstindig gehemmt (Glnther und
Vormann 1985). Diese Ergebnisse wurden durch zahlreiche Untersuchungen bestatigt
(Flatman und Lew 1980; Feray und Garay 1986; Ludi und Schatzmann 1987; Feray und
Garay 1988 unter Anwendung der Na-Kanalblocker Imipramin und Quinidin; Flatman und
Smith 1990). Dieser Na-abhangige Ausstrom von Mg® wurde als Na'/Mg*'-Austauscher
benannt. Er ist das bedeutendste Mg-Efflux-System und wurde in vielen Zelltypen
nachgewiesen. Uber sein Vorkommen in bestimmten Zelltypen existieren stellenweise
kontroverse Resultate (Lymphozyten: Grubbs et al. 1984; Wolf et al. 1997)
(Herzmuskelzellen: Handy et al. 1996; Tashiro und Konishi 1997)). Ebenso ist seine
Stéchometrie noch wunklar. In der Literatur werden in Abhangigkeit vom Zelltyp
unterschiedliche Angaben gemacht: hauptsachlich 3 Na*,:1 Mg®.: und nur unter
bestimmten Bedingungen 1 :1 (Flatman und Lew 1981; Ludi und Schatzmann 1987) oder
2 Na" i: 1 Mg¥ o (Ginther et al. 1984). Versuche unter nichtphysiologischen Bedingungen,
unter denen die Mg?*-Fluxrichtung sich umkehrt, z. B. wenn [Na'lexa > [Na'liwa 0der wenn
[Na'Jexra = 0, sind fragwiirdig.

Viele verschiedene Faktoren regulieren den Na‘/Mg?*-Austauscher, so z. B. Angiotensin Il
Vasopressin, Isoprenalin, Endothelin-1 und Insulin (Okada et al. 1992; Touyz und Schiffrin
1993; Romani und Maguire 2002; zusammengefasst in Sontia und Touyz 2007).
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Durchgeflihrte Versuche von Fagan und Romani (2000; 2001) zur hormonellen Regulation
des Na'/Mg®*-Austauschers zeigten eine Stimulierung durch cAMP. Katecholamine
(Epinephrin, Norepinephrin und Phenylephrin, aber nicht Isoprenalin) fihrten ebenfalls tber
Ca®" bzw. Ca-abhangige Signalwege zu einer Aktivierung des Mg-Transports. Daraus konnte
abgeleitet werden, dass der Mg-Efflux Uber beta- (cCAMP) und alphal-adrenerge
Rezeptorstimulierung (Ca?/Calmodulin) aktiviert werden kann (Keenan et al. 1996). Erst
kiirzlich konnte der Na'/Mg*-Austauscher auf molekularer Ebene identifiziert werden.
Kolisek, Nestler et al. (2012) konnten das Transportprotein dem Gen SLC41A1 zuordnen
(siehe Kapitel 2.4.4).

Neben dem Na-abhangigen Transportmechanismus gibt es auch Na-unabh&ngige
Transportmechanismen. Zu nennen sind hier der Ca®/Mg®*-Austauscher, der Mn?/Mg?*-
Austauscher, der Mg*/Mg®*-Antiporter und der CI/Mg**-Cotransporter. Versuche hierzu
erfolgten hauptsachlich an Leberzellen und Erythrozyten. Eine Ubersicht ist in der
Veréffentlichung von Romani et al. (2007) zu finden. In verschiedenen experimentellen
Modellen bzw. unter unterschiedlichen Bedingungen, in denen kein Na® zum Counter-
Transport zur Verfligung steht, kann zellulares Magnesium im Austausch mit anderen
Kationen aus der Zelle ausgeschleust werden: gegen Mn?* oder Mg?* (Feray und Garay
1987; Giinther und Vormann 1987; Giinther und Vormann 1990) und gegen Ca*" oder Sr**
(Cefaratti et al. 1998). Messungen an aufgereinigten Leberzellmembranen zeigten, dass der
Ca?/Mg?*-Austauscher durch Ca** oder andere divalente Kationen aktiviert wird und
elektroneutral arbeitet (1 :1). Amilorid und Imipramin fihrten zu einer Hemmung des
Austauschers (Cefaratti et al. 1998; 2000). Die Identifikation und Charakterisierung der
korrespondieren Gene und Proteine sind bis jetzt noch nicht vollstéandig erfolgt.

Magnesium-Influx-Systeme

Grundsatzlich werden folgende Mg-Influx-Mechanismen auf Grundlage funktioneller Studien
vorgeschlagen: ein Mg-Influx lber einen Mg*‘/Anion-Cotransporter (mit HCO3 oder CI
(Gunther 1993)) und ein Influx lber Kationenkanéle entlang eines Konzentrationsgradienten
(Flatman 1991). Einige dieser Proteine mit dem Potential des Mg-Transports wurden bereits
biochemisch und funktional identifiziert und als Mg-Transporter per se bestatigt. Hierbei
handelt sich um die Kanalproteine: Mrs2p (mitochondrialer Kanal) (Kolisek et al. 2003),
SLC41A1, SLC41A2, MagT1, ACDP2, TRPM6/7 (siehe Kapitel 2.4.4 - 2.4.10) und der
parazellulare Mg-Transporter Paracellin-1 (Claudin-16) im Nierenepithel (Simon et al. 1999).

Obwohl verschiedene Mg-Transportwege biophysikalisch schon beschrieben wurden, bleibt
die molekulare ldentitat eines GroBteils der in die Mg-Homd&ostase involvierten Komponenten
unklar. In den folgenden Kapiteln werden einige der Transporter ndher betrachtet. Als ein

10
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wichtiger experimenteller Ansatz dienten mRNA-Screenings an Geweben und Zellen, die
unter hypomagnesiamischen Bedingungen gezlichtet wurden. Die erhéhte Expression eines
Gens war ein Hinweis auf eine Regulation durch Magnesium. Ebenso lieferten funktionelle
Klonierungs- und Komplementierungsversuche weitere Indizien zur Identifizierung potentieller
Mg-Transporter (Goytain und Quamme 2005). Tabelle 2 zeigt eine Ubersicht (iber
Transportproteine, deren Fahigkeit zum Mg-Transport heute weitestgehend anerkannt ist.

Tab.2 Ubersicht ausgewahlter Mg-sensitiver Gene (Verdffentlichungen siehe Kapitel 2.4.4 —2.4.10)

2+
Gen Beschreibun et Funktion reMlﬂierte Aeton-
9 Homolog E gutiert selektivitat
Xpression
Solute Carrier Mg®*-Carrier, >
SLC41A1  family 41, MgtE primar Ja II\BIIag:glrj_Fe>
member 1 Efflux-System
Solute Carrier .
SLC41A2  family 41, MgtE Mg>*-Carrier Ja E/Ig>Ba>N|>
member 2
Solute Carrier mutmagBliches :
SLC41A3  family 41, MgtE  Mg? Da>Mg>Niz
n
member 3 Influx- System
Mg®*-Transporter
Ancient mit kanal-
ACDP2 conserved CorC ahnlichen Ja Mg>Sr>Znz
(CNNM2)  domain Eigenschaften, Cd
protein 2 primar
Influx- System
Mg®*-Transporter
mit kanal-
Magnesium ahnlichen Mg>>>Ba>
MagT1 Transporter 1 Eigenschaften, Ja Fe=Cu
primar
Influx- System
Transient ,
receptor potential Mg®*  Chanzym, ,
TRPM6 cation channel, primar Ja 22:21;>Mg>
subfamily M, Influx- System -
member 6
Transient ,
receptor potential Mg** Chanzym, .
TRPM7 cation channel, primar Ja 2222:1>Mg>
subfamily M, Influx- System ’
member 7
Mg®*-Transporter
Non imprinted in mit kanal-
Prader- ahnlichen Mg>Sr>Co>
NIPAT Willi/Angelman Eigenschaften, Ja Fe=Zn
syndrome 1 primar
Influx- System
N33 Tumor mutmaBlicher Mg=Mn>Cu
TUSC3 suppressor Mg®*-Transporter / Ja >
( ) candidate 3 Homd&ostase-faktor Fe

11
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2.4.4 Solute Carrier Family 41 Member A1 (SLC41A1)

SLC41A1 ist eines von zurzeit drei Mitgliedern der Familie 41 der Solute Carrier. Es liegt auf
dem Chromosom 1 (1g31-32) und kodiert fir ein entferntes Homolog des bakteriellen Mg-
Transporters MgtE. Basierend auf Sequenzhomologien sowie strukturellen und funktionellen
Annlichkeiten identifizierten Wabakken et al. (2003) das erste eukaryotische Mitglied der
Superfamilie 41. SLC41A1 besteht aus 513 Aminosauren mit einem Molekulargewicht von
56 kDa. Als ein integrales Plasmamembranprotein besitzt es elf Transmembrandoméanen
(TMD) mit einem intrazellular orientierten N-Terminus und bildet Proteinkomplexe (Kolisek et
al. 2008). Zwei der integralen Domanen weisen eine 52 %ige bzw. 46 %ige Homologie zu
einem integralen Membranpart der bakteriellen MgtE-Familie auf. Die Solute Carrier tragen
vier mégliche cAMP-abhangige Phosphorylierungsstellen fir Proteinkinasen, was auf eine
posttranslationale Modifikation und auf eine Regulation der Lokalisation und Funktion
hindeutet (Goytain und Quamme 2005).

Transkripte des Gens wurden in den meisten Geweben nachgewiesen, mit der héchsten
Expression im Herzen, Gehirn, Nieren, Leber und Hoden und einer geringeren Expression im
Skelettmuskel, Darm, Prostata, Nebenniere und Schilddriise (Wabakken et al. 2003; Goytain
und Quamme 2005). Wabakken et al. vermuteten eine Funktion des Proteins im Mg-
Transport, ahnlich der des MgtE-Transporters. Quamme und Goytain (2005) konnten an
Geweben von, unter hypomagnesiamischen Bedingungen gehaltenen, Mausen und
SLC41A1-exprimierenden Xenopus-laevis-Eizellen zeigen, dass SLC41A1 ein relativ
geringselektiver divalenter Kationentransporter ist, der jedoch vorrangig einen Mg?*-Influx
vermittelt. Sie charakterisierten SLC41A1 als einen Transporter mit kanal@dhnlichen
Eigenschaften.

In mehreren Versuchsansatzen widerlegten Kolisek et al. (2008) die Annahme Goytain und
Quammes, dass es sich um ein Mg-Influx-System handelt. Ihre Versuche in einem Mg-
defizienten Salmonella-enterica-sv.-typhimurium-Stamm (alle drei Mg-Tansportproteine
waren zerstort) zeigten, dass SLC41A1 die fehlenden bakteriellen Mg-Transporter funktionell
ersetzen kann und so das Wachstum des Stamms wiederherstellte. Dartber hinaus
beobachteten sie in SLC41A1-lUberexprimierenden HEK-Zellen einen auswarts gerichteten
Mg-Transport und eine SLC41A1-abhangige Reduktion des freien Magnesiums in der Zelle.
Sie bewiesen auf funktioneller Ebene eine direkte und spezifische Beteiligung am Mg-
Transport eukaryotischer Zellen, im Detail den auswartsgerichteten Transport von
Magnesium aus der Zelle. Weiterfiihrende und vertiefende Experimente von Kolisek, Nestler
et al. (2012) untermauerten die friheren Resultate und identifizierten SLC41A1 als den
Na*/Mg?*-Austauscher und wichtigstes Mg-Efflux-System, welches einen prominenten Anteil
an der Aufrechterhaltung der Mg-Homdostase innerhalb der Zelle und im Kérper innehat.

12
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Zusammenfassend zeigten die Resultate, dass SLC41A1 einen strikt Na-abhangigen Mg-
Efflux vermittelt. Dieser wird durch die Erhdhung der zytosolischen Mg?*-Konzentration stark
aktiviert, durch Imipramin und Quinidin gehemmt und durch eine cAMP-abhangige
Phosphorylierung via PKA reguliert. Dieser Mechanismus macht SLC41A1 zu einem
geeigneten Kandidaten fiir die Mg?*-Ausschleusung an der basolateralen Membran der Mg-
absorbierenden bzw. -reabsorbierenden Epithelien in Darm und Niere.

Neueste Studien brachten SLC41A1 mit der Parkinson-Erkrankung (PD, [MIM 613164]),
einer komplexen neurodegenerativen Stdérung, in Verbindung. Sie ist atiologisch
gekennzeichnet durch einen Verlust dopaminerger Neuronen in der Substantia nigra, was
sich klinisch durch Akinese, Rigor, Tremor und posturale Instabilitdt manifestiert
(Pschyrembel 1994). Im Zusammenhang mit der Identifizierung pradisponierender
genetischer Loci zur Aufklarung der idiopathischen PD wurden innerhalb verschiedener
Populationen verschiedene genome-wide-association-Studien (GWAS) durchgefihrt. Die
Sequenzierung der Gene innerhalb des neuen Locus PARK16 identifizierte eine neue
,coding variante” des Gens SLC41A1 (missense-Mutation im Exon 8) bei einem von 182
pathologisch nachgewiesenen PD-Fallen (Satake et al. 2009). Nachfolgende Tests mit einer
gréBeren Zahl von Probanden (454) konnten keinen weiteren Trager der Mutation aufdecken
(Tucci et al. 2010; Yan et al. 2011).

2.4.5 Solute Carrier Family 41 Member A2 u. A3 (SLC41A2 / SLC41A3)

Die eukaryotischen Proteine Solute Carrier Family 41, Member 2 (SLC41A2) und Solute
Carrier Family 41, Member 3 (SLC41A3) bilden zusammen mit dem Protein SLC41A1 eine
neue und einzigartige Familie innerhalb der SLC Superfamilie, die 44 Familien von Proteinen
beinhaltet und in den Transport verschiedener organischer und anorganischer Stoffe
involviert ist. Beide Transporter weisen eine 70 %ige Ahnlichkeit zu SLC41A1 auf.
Kennzeichnend fir diese Superfamilie ist die geringe Homologie zweier integraler TMD zum
bakteriellen Mg-Transporter MgtE. SLC41A2 liegt auf dem Chromosom 12 (12923.3) und
SLC41A3 wird dem Genort 3g21.2 zugeordnet. Topologisch deuten die Homologien und die
elektrophysiologischen Versuche Goytain und Quammes (2005) darauf hin, dass beide
Proteine integrale Plasmamembrantransporter bilden. Sahni et al. (2007) bewiesen wenig
spater, dass es sich bei heterolog exprimiertem SLC41A2 um ein Plasmamembranprotein
mit elf TMD handelt.

Bei Untersuchungen an Mausen fanden sich in vielen Geweben mRNA der Gene SLC41A2
und SLC41A3. Der Gehalt war unter hypomagnesiamischen Bedingungen erhéht, d.h. die
Expression unterlag der Regulation durch Magnesium (Goytain und Quamme 2005). Uber
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die Funktion beider Proteine ist bisher wenig bekannt. Goytain und Quamme (2005) zeigten
mittels Patch-Clamp-Technik an SLC41A2 und SLC41AS3 Uberexprimierenden Xenopus-
laevis-Eizellen, dass beide Proteine permeabel flir verschiedene divalente Kationen sind,
aber Mg®" als Substrat bevorzugen. Aufgrund dessen wurden sie als Mg-Transporter
klassifiziert.

Sahni, Nelson et al. (2007) klonten jeweils das SLC41A2-Gen des Menschen und des Huhns
in die TRPM7-defiziente Zelllinie DT40 (Lymphozyten). Sie beobachteten eine Zunahme der
Proliferation der TRPM7-defizienten Zellen in Abhangigkeit der Expressionsrate. Der
intrazellulare Mg-Gehalt stieg ebenfalls. Im Gegensatz zu Goytain und Quamme konnte das
Team um Sahni keine messbaren Mg®*-Stréme in den DT40 Zellen nachweisen. Dennoch
schlossen sie aus den funktionellen Studien, dass SLC41A2 ein plasmamembransténdiges
Mg-Influx-System darstellt. Neueste Versuche von Nestler et al. (2012, unverdffentliche
Daten) identifizierten SLC41A3 als ein vermeintliches Mg-Influx-System.

2.4.6 Ancient Conserved Domain Protein Subtype 2 (ACDP2, CNNM2)

CNNM2 gehért der Genfamilie der Ancient Conserved Domain Proteins an. Der Name
bezieht sich auf eine alte, hoch konservierte Doméane, die sich alle Mitglieder dieser Familie
Uber eine weite Spanne von Spezies vom Bakterium Uber Hefen, Drosophila melanogaster
bis hin zu den Saugetieren teilen. Das Gen wird dem Genort 10924.32 zugeteilt und konnte
2003 von Wang, Yang und Mitarbeitern erstmals molekular geklont werden (Wang et al.
2004).

Drei Splicevarianten wurden in S&augetierzellen identifiziert und damit existieren drei
Isoformen. Isoform 2 unterscheidet sich von der vollstdndigen Isoform 1 durch eine 22
Aminosauren-lange Deletion. Isoform 3 enthalt keine CBS und CorC-HIlyC-Doméane. Letztere
ist eine transporterassoziierte Domane und koénnte in die Modulation des lonentransports
involviert sein. Die CBS-Domane spielt mdglicherweise eine regulatorische Rolle (Ignoul und
Eggermont 2005). Die genaue Funktion ist unklar. Zwei CBS Doménen bilden einen Spal,
der als potentielle Liganden Bindungsstelle fungiert (Bindung von ATP). Es ist anzunehmen,
dass Isoform 3 keine Transportfunktion austiben kann, da keine Ligandenbindung mdéglich ist
(de Baaij et al. 2012).

Humanes CNNM2 zeigt eine starke Homologie zum bakteriellen CorC-Protein, das in den
Mg- und Co-Efflux/-Transport involviert ist. Bei allen drei Isoformen handelt sich um integrale
Membranproteine, denen in Abhangigkeit von der Vorhersagesoftware entweder fur alle
Isoformen vier TMD oder fir Isoform 1 sieben TMD und fir die Isoformen2 und 3
sechs TMD vorhergesagt werden (Sponder et al. 2010). CNNM2 wird posttranslational stark
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modifiziert, bevor es als ein Multimer in die Plasmamembran integriert wird (de Baaij et al.
2012).

Die innerzellulare Lokalisierung der Isoform 1 reicht vom Nukleus, ER und Zytoplasma bis
hin zur zytoplasmatischen Membran (Wang et al. 2004; Goytain und Quamme 2005).

In epithelialen Nierenzellen wiesen Stuiver et al. (2011) sowohl endogenes als auch
rekombinantes CNNM2 hauptséchlich entlang der basolateralen Membran des distalen
Tubulus-Segments nach. Sie beobachteten eine starke Expression von CNNM2 in den fir
die Mg-Ruckresorption hauptsachlich verantwortlichen Nephronsegmenten TAL (thick
ascending limb of loop of Henle, dicker aufsteigender Ast der Henle Schleife) und DCT
(distal convoluted tubule, distaler gewundener Tubulus). Generell wird CNNM2 sowohl in
Mausgeweben als auch in menschlichen Geweben ubiquitar exprimiert, vor allem in Niere,
Gehirn, Milz und Hoden, am geringsten im Skelettmuskel (Wang et al. 2004; de Baaij et al.
2012).

Den ersten Hinweis auf die Funktion von CNNM2 lieferten Studien von Goytain und
Quamme (2005) an Xenopus-laevis-Eizellen und murinen DCT-Zellen. Gehalten unter
hypomagnesiamischen Bedingungen fand das Forscherteam eine Hochregulierung von
CNNM2 in renalen Epithelzellen. Darlber hinaus konnte gezeigt werden, dass bei einer
Expression von murinem CNNM2 in Xenopus-laevis-Eizellen, dieses Protein den Transport
einer Reihe divalenter Kationen induziert, einschlieBlich Mg?*, nicht aber Ca?®'. Aufgrund
seines Vorkommens in der basolateralen Membran entlang des distalen Tubulus der Niere
kénnte CNNM2 in die Mg-Extrusion involviert sein. Allerdings lasst die Mg-Sensitivitat der
Na-Stréome eher auf einen Mg-empfindlichen Mechanismus als auf den eigentlichen Mg-
Transport schlieBBen.

Im Jahr 2010 untersuchten Sponder, Svidova et al. die Isoformen1 und 2 auf ihre
Funktionalitat. Sie konnten zeigen, dass humanes CNNM2 sp.v.1 sowohl teilweise das
Wachstum als auch die Funktion der bakteriellen Mg-Transporter CorA, MgtA und MgtB im
wachstumsgehemmten Salmonella-enterica-sv.-typhimurium-MM281-Stamm ersetzen kann.
Somit konnte CNNMZ2 sp.v.1 als eukaryotischer Mg-Transporter auf funktionaler Ebene
identifiziert werden. Mag-Fura-2-Messungen bestatigten dies und zeigten den Einstrom von
Mg®* Uber groBe einwértsgerichtete Mg-Gradienten in CNNM2 sp.v.1. Die lIsoform 2 ist
wahrscheinlich auch ein funktionaler Transporter mit einer Affinitdt zu anderen lonen. Die im
Vergleich zur Isoform 1 fehlende Region scheint fiir die Mg*-Bindung und die
Unterscheidung zwischen Influx- und Efflux-Modus entscheidend zu sein (Sponder et al.
2010). Aufgrund ihrer Untersuchungen der Membrantopologie stellten de Baaij, Stuiver et al.
(2012) die Hypothese auf, dass CNNM2 eher als ein intrazellularer Mg®*-Sensor fungiert, als
den direkten Transport von Mg?* zu vermittelen.
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Stuiver, Lainez et al. (2011) suchten an der Charité Berlin gezielt nach Mutationen des
CNNM2-Gens im Zusammenhang mit dem Auftreten einer dominant vererblichen
Hypomagnesiamie in zwei unabhangigen Familien [MIM 613882]. Phanotypisch kam es in
beiden Familien zu Mg-Verlusten Uber die Niere und zu einer daraus entstehenden
Hypomagnesiamie. Das Team fand zwei verschiedene Typen von Mutationen. In einer
Familie verursachte eine 1 bp-Deletion einen Frameshift, aus dem ein verkirztes Protein
resultierte. In der zweiten Familie fihrte eine missense-Mutation zu einer Substitution einer
Aminosaure in einer hochgradig konservierten Region von CNNMZ2 (ancient conserved
domain) und beeintrachtigte die Funktion des Proteins signifikant.

2.4.7 Magnesium-Transporter 1 (MagT1)

Der Magnesium-Transporter, Subtyp 1 (MagT1) liegt auf dem Chromosom X, am Genort
Xg21.1. Humanes MagT1-Protein ist mit 66 % Ubereinstimmung der Aminosauresequenz
homolog zum humanen Tumor Suppressor Candidate 3 (TUSC3, N33), verfligt Uber flnf
putative TMD und zeigt keine Homologien zu bekannten prokaryotischen Mg-Transportern.
MagT1 wird universell in vielen Geweben exprimiert. Northern-Blot-Analysen zeigten einen
hohen Gehalt an MagT1-spezifischer mRNA in Leber, Niere, Darm und Herz. Das Gen
wurde urspriinglich als ein hochreguliertes Transkript in murinen DCT-Zellen entdeckt, die
unter hypomagnesiamischen Bedingungen gewachsen waren. Durch eine nachfolgende
Uberexpression in Xenopus-laevis-Eizellen konnten Goytain und Quamme (2005) mittels
Two-Electrode-Voltage-Clamp (Patch-Clamp)-Technik und Fluoreszenzmessungen einen
MagT1-vermittelten Mg®*-Transport messen. MagT1 ist ein hoch selektiver Mg-Transporter,
der durch extrazellulares Magnesium Uber den Weg der Phosphorylierung durch die PKA
und PKC reguliert wird.

Im Jahr 2009 veréffentlichten Zhou und Clapham umfassende Ergebnisse lber Versuche an
Saccharomyces cerevisiae, Zebrafischembryonen und HEK-Zellen. Sie konnten belegen,
dass ein Knockdown entweder von MagT1 oder N33 signifikant die totale und freie
intrazellulare Mg-Konzentration in S&ugetierzellen senkt. In der Hefe Saccharomyces
cerevisiae ersetzte MagT1 vollstandig den hefeeigenen Mg-Transporter ARL1. Bei
Zebrafischembryonen filihrte das Ausschalten einer der beiden homologen Proteine MagT1
bzw. N33 jeweils zu einem Wachstumsstillstand. Erhéhte Mg-Zufuhr oder die
Supplementierung mit Saugetier-mRNA konnten diesen Effekt aufheben. Genau wie N33 ist
das Protein MagT1 mit der N-Oligosaccharyltransferase assoziiert und spielt wahrscheinlich
ebenso eine Rolle in der N-Glykosylierung (Zhou und Clapham 2009).
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Neueste Studien beschreiben MagT1 als einen Regulator des Immunsystems. Magnesium
fungiert als second messenger bei der Aktivierung der T-Lymphozyten. Eine Stimulierung
des T-Zellrezeptors fuhrt zu einer Aktivierung des MagT1-Transporters und einer Erhéhung
des intrazelluldren freien Mg-Gehalts. Magnesium wiederum aktiviert auf bis jetzt noch
unbekanntem Weg die PLC-y 1 (Wu und Veillette 2011). Bei Wiederk&uern ist MagT1 einer
der wichtigsten Mg-Transporter und die Expressionsrate und funktionelle Aktivitdt hangen
vom zellularen Mg-Status ab (Schweigel et al. 2008).

Zurzeit sind zwei Genmutationen des MagT1-Transporters bekannt: (1) XMEN und (2)
Mentale Retardierung. (1) XMEN [MIM 300853] ist eine X-chromosomale Immundefizienz,
verursacht durch eine 10 bp Deletion bzw. eine arg137-zu-ter-Mutation im MagT1-Gen.
Phanotypisch ist XMEN charakterisiert durch eine CD4-Lymphopenie, schwere chronische
virale Infektionen (Epstein-Barr-Virus) und eine defekte T-Lymphozyten-Aktivierung. Studien
an Zellen von XMEN-Patienten zeigten, dass die MagT1-Defizienz den Mg®*-Influx aufhob.
Dies fuhrte zu einer verminderten Antwort der Antigen-Rezeptor-Bindung mit einer
nachfolgend defekten Aktivierung von PLC-y 1 und einem deutlich verringertem Einstrom
von Ca®* in die T-Lymphozyten (Li et al. 2011; Wu und Veillette 2011).

(2) Die Mentale Retardierung [MIM 300716] wurde bei mehreren Mitgliedern einer
australischen Familie entdeckt. Sie wird hervorgerufen durch eine Mutation im MagT1
kodierenden Gen auf dem X-Chromosom (Molinari et al. 2008).

2.4.8 Tumor Suppressor Candidate 3 (TUSC3, N33)

Das Tumor-Suppressor-Candidate-Gen (TUSC3, N33) wurde erstmals von MacGrogan im
Rahmen der Aufklarung des Struktur- und Expressionsprofils der chromosomalen Region
8p22 geklont. Aufgrund des hohen Verlustes der Heterozygotie innerhalb dieser Region
wurde dort die Lage mdglicher Tumorsuppressor-Gene vermutet. Bisherige Versuche
stitzen diese These. N33 liegt innerhalb einer homozygot deletierten Region, die in
Verbindung mit metastasierendem Prostatakrebs steht (MacGrogan et al. 1996). Es wurden
zwei Transkriptvarianten des Gens identifiziert, die zwei verschiedene Isoformen kodieren.
N33 kodiert fur ein Membranprotein mit wahrscheinlich vier TMD. Die hdchste Expression
wurde im Ovar, in der Plazenta, der Prostata, den Hoden, im Fettgewebe und in der Lunge
gefunden (Zhou und Clapham 2009). Auch in vielen Tumorzelllinien epithelialen Ursprungs
wurde eine Expression nachgewiesen.

Auf einen potentiellen antitumorésen Effekt von N33 weisen die Studien von Pils, Horak et al.
(2005) hin. Detaillierte Expressionsanalysen in primarem Ovarialtumorgewebe und ovarialen
Krebszelllinien zeigten eine tumorgradabhangige Expression des Gens. Seine geringe
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Expression in Tumoren in fortgeschrittenen FIGO-Stadien (Die FIGO-Klassifikation ist ein
von der Fédération Internationale de Gynécologie et d'Obstétrique (FIGO) vorgeschlagenes
System zur Einteilung gynakologischer Tumoren.) und bei Patienten mit Rezidiv flihrten Pils
und sein Team zu der Annahme, dass N33 eher an spateren Ereignissen wie
Metastasierung als an der Tumorgenese beteiligt ist. Mdglicherweise spiegelt der Verlust
dieses Genes das spate Stadium des Tumorgeschehens wieder.

Zhou und Clapham (2009) brachten N33 erstmalig mit dem Mg-Transport in Verbindung. lhre
Versuche zeigten zum einen, dass N33 eine Hauptkomponente im Mg-Transport in
Séaugetierzellen ist, zum anderen wie sein Homolog MagT1 eine zentrale Rolle in der
Embryonalentwicklung bei Vertebraten spielt (Zebrafisch). Der Hefestamm Saccharomyces
cerevisiae-alr1 stoppt das Wachstum bei Vorliegen eines mutierten MagT1. Zhou und
Clapham (2009) nutzten diese Eigenschaft und klonten die beiden bekannten
Splicevarianten von N33 in die Hefezellen. N33 sp.v.2 ersetzte vollstandig den mutierten
hefeeigenen Mg-Transporter ALR1 und hob den Wachstumsstopp auf. Kelleher, Karaoglu et
al. (2003) zeigten, dass N33 fur eine Untereinheit des ER-gebundenen Oligosaccharyl-
Transferase (OST)-Komplexes kodiert. Der Komplex katalysiert einen lebenswichtigen
Schritt im Protein N-Glykolysationsprozess.

Nonsense-Mutationen und homozygote Deletionen im N33-Gen mit daraus folgender
Inaktivierung dieses Gens sind verknipft mit der non-syndromen autosomal rezessiven
mentalen Retardierung (NSARMR, [MIM 611093]). Die genetischen Grundlagen dieser
Erkrankung sind stark heterogen. N33 ist das finfte Gen, welches im Zusammenhang mit
NSARMR steht und das erste, fir das Mutationen in mehr als einer Familie gefunden wurden
(Garshasbi et al. 2008). Gleichfalls berichteten Garshabi, Kahrizi et al. (2011) von einem
kompletten Fehlen eines funktionalen Transkripts bei Patienten mit NSARMR, verursacht
durch eine homozygote Deletion in der 8p22 Region.

2.4.9 Non-Imprinted in Prader-Willi/ Angelman Syndrome 1 (NIPA1)

Das Gen NIPA1 (Non-Imprinted in Prader-Willi/Angelman-Syndrom 1) liegt beim Menschen
auf dem Chromosom 15 (15g11) innerhalb des sogenannten SPG6-Locus. SPG6 ist eine
Form der spastischen Paraplegie, deren Ursache in einer Mutation innerhalb dieses Genorts
vermutet wurde. SPG6 wiederum liegt innerhalb einer Region, welche bei der Klasse I-Form
des Prader-Willi-Syndroms (PWS) [MIM 176270] und Angelman-Syndroms [MIM 176270]
(AS) (Nicholls und Knepper 2001) deletiert ist. SPG6 beherbergt vier nicht-imprintete Gene
und liegt proximal der imprinteten PWS/AS-Domanen. Chai, Locke et al. (2003) fanden exakt
in der Region SPG6 das Gen NIPA1, als eines dieser vier hoch konservierten Gene. Diese
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Gene, einschlieBlich NIPA1, sind bei Patienten mit der Klasse I-Form des PWS oder AS-
Syndroms deletiert, jedoch intakt bei der Klasse II-Form. Imprintete Gene besitzen eine
elterliche, genomische Pragung und ihre Expression hangt davon ab, von welchem Elterteil
das Allel stammt. Durch epigenetische Modifikation ist eines der elterlichen Allele imprinteter
Gene aktiv, das andere inaktiv.

Es wurden multiple Transkriptvarianten und sich daraus ergebend verschiedene Isoformen
fir dieses Gen gefunden. Es besitzt neun vorhergesagte TMD (Chai et al. 2003). Der
héchste Gehalt des Transkripts fand sich in neuronalem Gewebe, aber auch in
verschiedenen Epithelzellen (Goytain et al. 2007). NIPA1 ist hauptsachlich in der
Plasmamembran, im Golgi-Apparat und in den frihen Endosomen lokalisiert. Diese
Lokalisation lasst auf eine Funktion als ein Membrantransporter oder Rezeptor schlieBen.
Die Verteilung des Proteins innerhalb der Zelle verandert sich in Abh&ngigkeit vom
extrazellularen Mg-Gehalt. Ein hoher Mg-Gehalt resultierte in einer Verringerung von NIPA1
in der Plasmamembran, ein geringer Mg-Gehalt fihrte zu einer Akkumulation in den frilhen
Endosomen und in der Plasmamembran (Goytain et al. 2007). Mutationen im NIPA1-Gen
haben ebenfalls eine Umverteilung des Proteins innerhalb der Zelle zur Folge (Zhao et al.
2008). Goytain, Hines et al. (2007) wiesen als erste NIPA1 eine Rolle im Mg-Transport zu.
Versuche an Mausen, gehalten unter hypomagnesiamischen Bedingungen, zeigten eine
Uberexpression des Gens in verschiedenen Geweben. Weitere Zellversuche,
Fluoreszenzmessungen und Two-Electrode-Voltage-Clamp—Messungen bei  NIPA1-
exprimierenden Xenopus-laevis-Eizellen bestatigten einen Einfluss von NIPA1 in der Mg-
Homdostase.

Weiterhin ist aufgrund der phanotypischen Auspragungen der Genmutationen zu vermuten,
dass NIPAT eine Rolle in der Entwicklung und Erhaltung des Nervensystems spielt. Fink,
Jones et al. (1996) berichteten erstmalig von einer Verbindung der autosomal dominanten
hereditaren spastischen Paraplegie (ADHSP) und dem Chromosom 15. Spéater konnten
Rainier, Chai et al. (2003) zeigen, dass eine Mutation im NIPA1-Gen fir die ADHSP (SPG6)
ursachlich ist. Die hereditdren spastischen Paraplegien (HSP) [MIM 600363] sind eine
Gruppe neurodegenerativer Erkrankungen, erblich bedingt und ausgelést durch Mutationen
in unterschiedlichen Genen. Die ADHSP ist gekennzeichnet durch eine Degeneration der
Axone der Motoneuronen im Rickenmark. Bewegungsstérungen, Spasmen und Schwache
der unteren Extremitaten sind die Folge (Fink et al. 1995; Reed et al. 2005).

Zwei HSP-assoziierte Mutationen im NIPA1-Gen sind zurzeit bekannt - T45R und G106R
(Zhao et al. 2008). Diese wurden von Zhao und Kollegen in In-vitro- und In-vivo-Versuchen
auf ihre Charakteristik und Funktionalitat hin untersucht. Das mutierte Genprodukt reicherte
sich vor allem im ER an, erzeugte dort Stress und fiihrte zu Anzeichen von Apoptose. In vivo
zeigten Nematoden (Caenorhabditis elegans), die das mutierte NIPAT1 exprimierten, im
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Gegensatz zum Wildtyp eine progressive neuronale Degeneration. Diese flihrte nach neun
Tagen zu einer kompletten Paralyse der Nematoden. Die Mutante T45R verlor jedoch nicht
signifikant die Eigenschaft zum Transport von Magnesium. Diese Versuche fuhrten zum
Schluss, dass Mutationen in NIPA1 Uber einen ,gain-of-function“-Mechanismus zu einem
zellularen und funktionalen Defizit fiihren, indem sie die Akkumulation toxischer NIPA1-
Proteine im ER auslésen und somit das Apoptose-Programm beeinflussen.

2.4.10 Melastatin-Related Transient Receptor Potential Cation Channel 6
u. 7 (TRPM6 / TRPM7)

TRPM6 und TRPM7 gehdren zur Superfamilie der Transient Receptor Potential Melastatin
Kationen Kanéle. Beide Gene sind zu 52 % homolog. TRPM6 wird dem Genort 9921.13
zugeordnet, TRPM7 dem Genort 15921. Eine besondere Eigenschaft dieser beiden
Mitglieder der Superfamilie M ist, dass nur sie eine Threonin/Serin-Kinase am COOH-Ende
aufweisen. Die Funktion der Kinase wird bis heute kontrovers diskutiert, aber durch ihr
Vorhandensein werden die beiden Proteine auch ,Chanzyme® genannt (Montell 2003). Die
Proteinstruktur beider Proteine ist gut bekannt. Sie besitzen sechs TMD mit einer
hydrophoben Region zwischen TMD 4 und TMD 5, welche die Pore bildet. Die anderen vier
Domanen formen den Transporter. Beide Gene haben alternative Splicevarianten, M6-
Kinasen genannt, deren physiologische Rolle noch unklar ist (Chubanov et al. 2004,
Chubanov et al. 2005).

TRPM6 wurde vorrangig in der apikalen Membran der Epithelzellen entlang des gesamten
Darms und des Nephrons (hauptsachlich im distalen Konvolut) nachgewiesen (Schlingmann
et al. 2002). Transkripte des Transporters wurden auch in der Lunge und in den Hoden
dokumentiert (Voets et al. 2004). Dagegen ist TRPM7 ein multifunktionales, ubiquitéres
Protein mit weit verbreiteter Gewebeexpression (Walder et al. 2002).

TRPM6 und TRPM7 besitzen die Fahigkeit zur Komplexbildung. Es bilden sich sowohl
funktionelle homomere Kanale als auch heteromere TRPM6/7-Komplexe (Schmitz et al.
2005; Li et al. 2006). Die beiden Proteine unterscheiden sich nur leicht in ihren
biophysikalischen Eigenschaften. Beide vermitteln den Ca®*- und Mg?*-Einstrom, aber auch
den Einstrom verschiedener, vornehmlich divalenter Spurenelemente wie Zn?*, Mn? und
Co®. In Abwesenheit von Ca® und Mg?* wird ebenfalls Na* transportiert (Monteilh-Zoller et
al. 2003; Schlingmann et al. 2007). Die divalenten Kationen passieren den Kanal aufgrund
des elektrochemischen Gradienten. Der zytosolische Mg-Gehalt ist ein wichtiger Regulator
der Kanalfunktion. Ein erhdhter zytoplasmatischer Gehalt an freiem Mg und Mg-ATP ist in
der Lage, die Aktivitat der Kanale zu unterdriicken (Penner und Fleig 2007).
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TRPM6 ist hauptsachlich in den epithelialen Mg-Transport im Darm (Absorption) und den
Nieren (Reabsorption) involviert (Schlingmann et al. 2007). TRPM7 spielt eine essentielle
Rolle in der zellularen Mg-Hom@ostase. Eine zielgerichtete Deletion von TRPM?7 in einer
aviaren Zelllinie fihrte zu einem Wachstumsstillstand und einer intrazellularen Mg-
Verarmung unter normalen extrazelluldaren Mg-Bedingungen (Schmitz et al. 2003).

Beide Proteine kénnen sich gegenseitig in ihrer biologischen Aktivitdt beeinflussen. So
bendtigt TRPM6 z. B. TRPM7 fur seine Expression an der Zelloberflache in HEK-Zellen.
Weiterhin ist TRPM6 in der Lage, TRPM7 zu phosphorylieren. Aber TRPM7 kann nicht durch
TRPM6 komplementér ersetzt werden. Sie erscheinen daher nicht funktionell redundant,
sondern als zwei eigenstéandige und essentielle Komponenten in der Regulation der Mg-
Homdostase (Schmitz et al. 2005).

Die mit dem Kanal verbundene alpha-Kinase-Aktivitat bleibt ein weit diskutiertes Thema. Es
existieren mehrere Hypothesen zu deren funktionaler Bedeutung: Die Kinase dient
mdglicherweise als Mg®*-Sensor mit nachfolgender Modulation der Kanalaktivitat
(Scharenberg 2005) oder allgemein als ein Kationen-Sensor-Signal mit Verlinkung zu vielen
verschiedenen Zellfunktionen (Clark et al. 2006). Weiterhin kénnten die Kinasen eine Rolle
im Aufbau bzw. Struktur des Kanals, bei der subzellularen Anordnung in der
Plasmamembran (Matsushita et al. 2005) und bei der Selbstphosphorylierung als Antwort auf
Veranderung der intrazellularen cAMP-Konzentration spielen (Takezawa et al. 2004).
Diskutiert wird auch eine Interaktion mit Mg-ATP mit einem hemmenden Effekt auf die
Kanalaktivitat (Kanalblock)(Demeuse et al. 2006). Eine Rolle in der Signaltransduktion via
Phospholipase C (Interaktion mit einer Doméane der PLC) ist auch denkbar (Takezawa et al.
2004).

Aufgrund der Funktion der Kinase als Ca®'-Sensor wird TRPM7 eine Rolle in der
Zelladhasion, Motilitat, Metastasierung, Apoptose und dem ischamischen Zelltod
zugeschrieben (Dorovkov und Ryazanov 2004; Su et al. 2006). Eine weitere mdgliche
Funktion von TRPM7 wurde von Krapivinsky, Mochida et al. (2006) vorgeschlagen. Sie
fanden das Protein in der Membran acetylcholinsezernierender synaptischer Vesikel in
sympathischen Neuronen. Die TRPM7-Kinase in der Funktion als Kationensensor kdnnte
demzufolge die Sekretion von Acetylcholin beeinflussen.

Aufgrund ihrer Bedeutung und Verbreitung sind beide Membranproteine auch in eine Reihe
von Erkrankungen involviert, wie zum Beispiel Diabetes mellitus (siehe Kapitel 2.5.1),
Bluthochdruck (siehe Kapitel 2.5.2), Osteoporose und in neuronale ischéamische
Schéadigungen. Zahlreiche Hormone und Faktoren beeinflussen die Aktivitat der Kanale,
darunter Angiotensin Il (He et al. 2005), Aldosteron (Langeslag et al. 2007), Thrombin
(Takezawa et al. 2004), Epidermaler Wachstumsfaktor (Thebault et al. 2009) und Ostrogen
(Groenestege et al. 2006).
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Die funktionale Bedeutung des TRPM6-Transporters wird durch seine Beteiligung an der
autosomal rezessiv vererblichen Erkrankung ,Hypomagnesiamie mit sekundarer
Hypokalzamie“ (HSH, [MIM 602014]) offensichtlich (Schlingmann et al. 2002; Walder et al.
2002). Diese wird durch eine Mutation im TRPM6-Gen hervorgerufen und ist gekennzeichnet
durch z.T. extrem niedrige Serum-Mg-Werte infolge verminderter Absorption bzw.
Reabsorption im Darmtrakt und in der Niere. Sie manifestiert sich in der frihen Kindheit und
geht mit generalisierten Krampfen wund anderen Symptomen einer erhdhten
neuromuskularen Erregbarkeit (Muskelspasmen, Tetanie) einher. Anhaltend schwere
Hypomagnesiamie fihrt zu einem Hypoparathyreoidismus mit reduzierter Ausschiittung von
Parathormon und resultierender Hypokalzamie. Durch die tagliche Gabe hoher oraler
Magnesiumdosen kdnnen subnormale Serum-Mg-Werte erreicht werden. Der ,defekte”
transzellulare, aktive Transportmechanismus im Darm via TRPM6 kann durch hohe
Konzentrationen von Magnesium via parazellular passivem Weg umgangen werden (Shalev
et al. 1998). Das mutierte TRMP6-Protein kann funktional nicht durch TRPM7 ersetzt werden
(Schlingmann et al. 2007).

Eine mutierte Genvariante von TRPM7 wurde bei Patienten mit Amyothropher
Lateralsklerose-Parkinson-Demenz-Komplex  (einer  neurodegenerativen  Erkrankung,
[MIM 105500]) gefunden, die besonders haufig auf einzelnen Inseln im pazifischen Raum zu
finden ist (Hermosura und Garruto 2007).

2.4.11 Magnesiumhomobostase, Metabolismus und Regulation im Kérper

2.4.11.1 Absorption

Die Absorption von Magnesium findet beim Menschen hauptséachlich im distalen Dinndarm
statt, hier vor allem im Jejunum und lleum (Hardwick et al. 1990). Bei einigen anderen
Monogastriern zahlt der Dickdarm und Blinddarm zum Hauptabsorptionsort (Kayne und Lee
1993). Im Gegensatz dazu wird bei Wiederkduern Magnesium vorrangig im Pansen
absorbiert (Schweigel et al. 2000).

Die absolute Menge an absorbiertem Magnesium steigt mit einer héheren Zufuhr nahezu
linear an und ist direkt an die Energieaufnahme gebunden (Kayne und Lee 1993). Die
Verarbeitung von Lebensmitteln kann den Mineralstoffgehalt und damit eingeschlossen den
Magnesiumgehalt in der Nahrung um bis zu 85 % verringern. Ebenso fihrt Kochen und
Backen zu einem erheblichen Verlust an Magnesium, z. B durch Extraktion der Mineralstoffe
ins Kochwasser (Fawcett et al. 1999; Vormann 2003).

22



2 LiteraturlUbersicht Physiologie

Wird mit der Nahrung viel Magnesium aufgenommen, absorbiert der Kérper 11 % der
zugefuhrten Mg-Menge, bei geringem Mg-Gehalt in der Nahrung liegt die Absorptionsrate
dagegen bei 65% (Kayne und Lee 1993). Das ist auf zwei unterschiedliche
Transportmechanismen zuriickzufiihren. Bei normaler bis erhéhter Mg-Zufuhr werden 11 %
in ionisierter Form durch passive, parazellulare Diffusion absorbiert. Die Aufnahme folgt dem
,solvent drag“ und dem elektrochemischen Gradienten. Ist der Gehalt an Magnesium in der
zugefuhrten Nahrung gering, wird zuséatzlich zum passiven Transport ein aktiver, sattigbarer
transzellularer Aufnahmemechanismus hinzugeschaltet (Roth und Werner 1979; Fine et al.
1991). Man geht davon aus, dass auf der luminalen Seite der Birstensaumzellen im
Diinndarm des Menschen ein Mg®/Anion-Transporter an der aktiven Mg**-Aufnahme
beteiligt ist. Das Transportprotein TRPM6 spielt ebenfalls eine wichtige Rolle. Auf der
basolateralen Seite der Biirstensaumzellen transportiert der Na*/Mg®*-Austauscher, kiirzlich
identifiziert als Transportprotein SLC41A1, Magnesium in die Blutbahn (Kolisek et al. 2012).
Die Mechanismen, die die Magnesiumabsorption kontrollieren, sind noch unklar. Hormone
wie Vitamin-D-Metaboliten, PTH, Calcitonin, Insulin und vasoaktives Peptid kénnen von
Bedeutung sein (Laurant und Touyz 2000).

2.4.11.2 Reabsorption

Die Niere als der sensitivste Regulator der Mg-Bilanz spielt eine wesentliche Rolle bei der
Aufrechterhaltung der Plasma-Mg-Konzentration im Kérper. Der Mg-Transport in der Niere
erfolgt sowohl durch passive parazellulare Resorption in der Henle-Schleife als auch durch
aktive transzellulare Reabsorption im distalen Tubulus (Abb. 3).

Etwa 70 — 80 % des gesamten Plasma-Mg wird ultrafiltriert (entspricht 100 % ultrafiltriertem
Mg®" im Priméarharn in Abb. 3). Von diesem Ultrafiltrat werden nur 10 — 15 % im proximalen
Tubulus UOber parazellularen Transport reabsorbiert (Dai et al. 2001). Es scheint in erster
Linie ein uni-direktionaler, passiver Vorgang zu sein, der abhangig ist von der Natrium-
/Wasser-Reabsorption und der luminalen Mg-Konzentration. Der groBte Teil (60 — 70 %) des
gefilterten Magnesium wird im kortikalen dicken aufsteigenden Schenkel der Henle-Schleife
Uber Paracellin-1 (Claudin 16), einem porenbildenden parazellularen Protein, resorbiert
(Schmitz et al. 2007; Hou und Goodenough 2010). Neuere Studien deuten auf dessen
entscheidende Rolle im parazellularen Mg-Transport hin (Will et al. 2010; Kasapkara et al.
2011). Der Mg-Transport ist hier direkt an die NaCl-Rickresorption und die positive luminale
Spannung in diesem Segment gebunden. Die eigentliche Steuerung der Plasma-Mg-
Konzentration erfolgt wahrend der Resorption im distalen Tubulus. Von den dort
ankommenden 10— 15 % des ultrafiltrierten Magnesiums werden 70 —80 % reabsorbiert
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(Ferre et al. 2011). Die transzellulare Mg®*-Reabsorption im DCT ist der finale Schritt, bevor
Magnesium mit dem Urin ausgeschieden wird. Das erfordert eine Feinabstimmung Uber
streng regulierte Mechanismen. Die Reabsorption in diesem Abschnitt steht unter der
Kontrolle des Ca®*/Mg?*-Sensing-Rezeptors. Die Erhéhung der Plasma-Mg-Konzentration
fihrt zur Aktivierung dieses Rezeptors auf der peritubularen Seite der Zellen des DCT. Durch
seine Aktivierung wird die Mg-Resorption im friihdistalen Konvolut gehemmt. Dies flhrt zu
einem gesteigerten Verlust von Magnesium Uber den Harn. Der aktivierte Ca®/Mg*'-
Sensing-Rezeptor beeinflusst die hormonelle Regulation der Mg-Resorption wahrscheinlich
durch eine Hemmung der Hormon-induzierten cAMP-Bildung innerhalb der Signalkaskade
(Bapty et al. 1998; Dai et al. 2001; Schlingmann 2006).

Folgende Hormone spielen bei der renalen Mg-Ausscheidung eine Rolle: Parathormon
(PTH), Calcitonin, antidiuretisches Hormon (ADH), Glukagon, Insulin (de Rouffignac und
Quamme 1994), Vasopressin, Aldosteron, die Schilddriisenhormone und Vitamin-Ds;-
Metaboliten (Dai et al. 2001). Dartiber hinaus gibt es altersabhangige Unterschiede bei der
parazellularen Resorption im proximalen Tubulus. Bei jungen Tieren werden 50 — 60 % des
ultrafiltrierten Magnesiums resorbiert, bei adulten Tieren hingegen nur 10 — 15 % (Quamme
und de Rouffignac 2000).

24



2 LiteraturlUbersicht Physiologie

Basolaterale
Membran

. 0mv 0,75 mmol-I Mg2*

y¥-Untereinheit der
Na*/K*-ATPase

Transzellulare
Absorption
~10%
e

DCT

Glomerulum

0,25 mmol-It MgZ*
%
Parazellulare
Absorption
~15%

Apikale
Membran

roximaler Basolaterale

Membran

Apikale
Membran

Na*
K+

Paracellin-1
Claudin-19

[
¢ 0,75 mmol-I"' Mg2*

omv

Abb.3 Nicht-Protein-gebundenes Mg wird frei in das Glomerulum filtriert. Dargestellt sind die
ungefahren reabsorbierten Anteile des gefilterten Mg2+ (100 %) in verschiedenen Abschnitten
des Nephrons (in Prozent). Mg®* wird sowohl auf dem parazelluldren als auch transzellularen
Weg transportiert. Das endglltige Regulierungssegment, der DCT, kontrolliert etwa 10% der
gefilterten Mg®*-Menge. Unter physiologischen Bedingungen werden etwa 10% des gefilterten
Mg®* ausgeschieden (siehe Kapitel 2.4.11.2). Proteine, die aufgrund genetischer Mutationen
im Zusammenhang mit Erkrankungen mit z. T. schweren renalen Mg”-VerIusten stehen, sind
in der Abbildung rot dargestellt. Mutationen im Paracellin-1- und Claudin-19-Gen sind
ursachlich fur die familidre Hypomagnesidmie mit Hyperkalziurie und Nephrokalzinose
(FHHNC) (Weber et al. 2000; Konrad et al. 2006). Mutationen im TRPM6-Gen fihren zur
Erberkrankung HSH (siehe Kapitel 2.4.10). Mutationen des Na'-Cl-Kotransporters sind
Ursache des Gitelman-Syndroms (Cole und Quamme 2000; Knoers und Levtchenko 2008)
und Mutationen in der y-Untereinheit der Na'/K'-ATPase haben die autosomal-dominante
renale Hypomagnesiamie mit Hypokalziurie (ADRHH) zur Folge (Meij et al. 2000). Die
zugrundeliegenden Mechanismen fiir den Mg®*-Verlust sind bislang noch unklar. Aktivierende
Mutationen des CaSR-Gens flihren zum autosomal dominanten Hypoparathyreoidismus
(ADH) mit regelmaBig auftretender Hypomagnesiamie (Pearce et al. 1996; Konrad et al.
2004). Das Fragezeichen markiert einen noch nicht vollstindig nachgewiesenen
Transportmechanismus. NKCC2 = Na'-K*-2CI -Kotransporter, NCC = Na'-Cl-Kotransporter,
CaSR = Ca**/Mg**-Sensing-Rezeptor (modifiziert nach Wolf et al. 2009)
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2.4.11.3 Magnesiumgleichgewicht des Korpers

Mg-Homdoostase ist das Gleichgewicht zwischen der Absorption im Darm und der renalen
Ausscheidung (Cole und Quamme 2000). Die Niere spielt eine dominierende Rolle in der
Mg-Homoostase. Die Plasma-Mg-Konzentration ist dabei eine wichtige Determinante.
Hypermagnesiamie ist mit einem Anstieg im gefilterten Urin und einer reduzierten
Reabsorption verbunden. Dementsprechend verringert sich die Ausscheidung des gefilterten
Magnesiums unter hypomagnesidmischen Bedingungen infolge eines Anstiegs der
Reabsorption drastisch. Zur gleichen Zeit wird die Absorption von Magnesium im Dinndarm
erhéht, um das Gleichgewicht zu erhalten. Fihrt der Mangel zu einer verminderten Mg-
Konzentration im Serum, wird Mg aus dem gréBten Speicher, dem Knochen, mobilisiert
und der Gehalt im Serum so wieder angehoben (al-Ghamdi et al. 1994; Ishimi 2010). Im
Knochen wird Magnesium in zwei unterschiedlichen Bereichen gespeichert: im
Knochenkortex und im Trabekelwerk. Das im Trabekelwerk gespeicherte Magnesium kann
bei einer akuten Hypomagnesiamie zunéachst leicht mobilisiert werden (dynamischer Pool)
und die Plasma-Mg-Konzentration wieder anheben (Navarro und Mora-Fernandez 2006). Bei
einem langer andauernden Ungleichgewicht (erhéhte Exkretion, verminderte Resorption) ist
der dynamische Pool im Knochen erschépft und es kommt zu einem chronischen Mg-Defizit,
auch mit negativen Folgen fir den Knochenstoffwechsel (Verdanderung der Knochenstruktur).
Das Mg-Defizit beeinflusst den Ca-Metabolismus und stellt somit einen Risikofaktor fir die
Entwicklung einer Osteoporose dar (Fatemi et al. 1991). Der intrazellulare Mg-Stoffwechsel
wird durch kurzfristige Veranderungen der extrazellularen Mg-Konzentration nicht betroffen.
Selbst wenn die Konzentration im Serum stark abnimmt, gibt es nur geringe Mg-Verluste in
den Zellen (Vormann et al. 1992).

2.4.11.4 Hormonelle Regulation des Magnesiumtransports und der
Magnesiumhomgostase

Nach derzeitigem Kenntnisstand gibt es keinen hormonellen Faktor, der spezifisch den Mg-
Metabolismus reguliert. Zahlreiche Hormone und Faktoren haben jedoch einen Einfluss auf
die Mg-Balance und den Mg-Transport beispielsweise PTH, Antidiuretisches Hormon (ADH),
Aldosteron, Angiotensin Il, Calcitonin, Katecholamine, Glukagon und Insulin (Lostroh und
Krahl 1973; Paolisso et al. 1986; Okada et al. 1992; Hwang et al. 1993; Romani et al. 1993;
Barbagallo et al. 1997; Touyz et al. 2001). Unter ihrer Wirkung kommt es entweder zur Mg-
Ausschittung aus der Zelle bzw. dem Gewebe oder zur intrazellularen Mg-Anreicherung. Die
Fluxrichtung ist dabei abh&ngig vom Gewebe und dem Signalweg, Uber den das Hormon
wirkt. Wahrend Katecholamine (Epinephrin, Norepinephrin) (Vormann und Gunther 1987),
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PGE und Arachidonsaure (Wolf et al. 1994; 1997) die Mg-Ausschittung stimulieren,
aktivieren z. B. Insulin, Vasopressin und Angiotensin Il die zelluldre Mg?*-Akkumulation. Eine
Ubersicht ist in der Verdffentlichung von Romani und Scarpa (2000) zu finden.

Ein allgemeiner Signalweg fir die Wirkung von Hormonen ist der cAMP-vermittelte
Signalweg. Eine Erhéhung der zelluldren cAMP-Konzentration, ausgelést durch
verschiedene exogene Reize, kann eine Ausschleusung von Mg®" (ber einen Na-
abhangigen Mechanismus zur Folge haben, wahrscheinlich aufgrund einer Erhéhung der
Aktivitatsrate des Na*/Mg?*-Transporters durch seine Phosphorylierung (Fagan und Romani
2000; 2001).

Des Weiteren spielt intrazellulares ATP eine wichtige Rolle bei der Regulierung der Mg-
Ausschleusung. ATP ist der Hauptbindungspartner fir Mg®* in der Zelle. Stoffe, die den
zellularen ATP-Gehalt verringern bzw. die Umwandlung von ATP zu ADP oder AMP férdern,
senken indirekt die intrazellulare Mg-Konzentration. Ein Absinken der zytosolischen ATP-
Konzentration hat eine erhdhte Dissoziation und damit eine Erhéhung der freien
zytosolischen Mg?*-Konzentration zur Folge. Der Anstieg des freien Mg® im Zytosol bewirkt
eine Mg?*-Ausschiittung aus der Zelle. Im Gegensatz dazu fiihren Bedingungen, die den
cAMP-Gehalt senken oder den PKC-Signalweg aktivieren zu einer Akkumulation von
Magnesium im Gewebe oder der Zelle (Romani und Scarpa 2000; Romani 2011). Ebenso ist
es moglich, dass die gleichen Hormone, die in verschiedenen Zellen und Geweben eine Mg-
Ausschleusung stimulieren, im TAL eine Mg®*-Reabsorption induzieren, um den Kérper vor
einem Verlust zu bewahren. Es existieren Hinweise, dass die Zelle in der Lage ist, die
zytosolische Mg?*-Konzentration zu messen und dynamisch zu modulieren. Diese werden
gestitzt durch die Beobachtungen Quammes und Kollegen bei ventrikularen
Herzmuskelzellen, murinen DKC-Zellen oder murinen DCT-Zellen. Diese Zellen reagierten
mit einer Umkehr der Fluxrichtung in Abhangigkeit vom extrazellularen Mg-Gehalt (Quamme
und Rabkin 1990; Quamme et al. 1993; de Rouffignac und Quamme 1994).

2.4.11.4.1 Parathormon (PTH)

Es gibt eine wichtige funktionale Verbindung zwischen Magnesium und calcitropen
Hormonen wie z. B. dem PTH und Calcitonin. Das in der Nebenschilddriise gebildete PTH
stimuliert die aktive Rickresorption von Kalzium und Magnesium aus dem distalen Tubulus
und dem dicken aufsteigenden Schenkel in der Niere sowie deren Aufnahme im Darm.
Besonders die Erhéhung des Ca-Blutplasma-Spiegels steht in Verbindung mit dem Mg-
Metabolismus (Norman und Litwack 1997). Im Knochen ist PTH an der Freisetzung von
Magnesium und Kalzium beteiligt. Die PTH-Wirkung auf die Osteoklasten erfolgt indirekt
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Uber die Stimulierung der Osteoblasten, da nur sie PTH-Rezeptoren besitzen. Die
Osteoblasten sezernieren als Folge der Stimulierung durch PTH das Protein RANKL
(Receptor Activator of NF-kB Ligand), das an den RANK-Rezeptor monozytarer
Osteoklasten-Vorlauferzellen bindet, was deren Differenzierung zu Osteoklasten veranlasst
(Uy et al. 1995; Fuller et al. 1998; Shinoda et al. 2010). Dies flUhrt zu einer
Knochenresorption und einem Anstieg der Mg- und Ca-Konzentration im Blut. Umgekehrt ist
Magnesium essentiell fir die normale Funktion der Nebenschilddriisen, des Stoffwechsels
von Vitamin D und fiir eine ausreichende Empfindlichkeit der Zielgewebe auf PTH und aktive
Vitamin-D-Metaboliten. Milde Abnahmen der [Mg*Tpsma-Konzentration stimulieren lber den
Ca**-Sensing-Rezeptor die Freisetzung von PTH aus der Nebenschilddriise. Ein Mg-
Uberschuss hemmt &hnlich wie Kalzium die PTH-Sekretion (Norman und Litwack 1997).
PTH entfaltet seine Wirkung Uber G-Protein-gekoppelte Rezeptoren und nachfolgend
entweder Uber eine Aktivierung des PKA-Signalweges (CAMP-vermittelter Prozess) oder
Uber die Aktivierung des PLC-Signalweges (IP;-vermittelter Prozess) (Guo et al. 2010).

Die Auswirkungen eines Mg-Defizits auf PTH und Vitamin D-Metaboliten werden wie folgt
beschrieben: Ein Mg-Defizit ist in der Regel assoziiert mit einer verringerten Sekretion von
PTH (Hypoparathyreoidismus) (Anast et al. 1976) und einer geringen Produktion von aktivem
Vitamin D-Metaboliten infolge einer geringeren Umwandlung (insbesondere 1,25-(OH),-
Vitamin Dj) (Fatemi et al. 1991; Risco et al. 1995). Weiterhin gibt es Hinweise auf eine
Endorgan-Resistenz gegeniber PTH und Vitamin D (Estep et al. 1969; Rude et al. 1976;
Freitag et al. 1979). Ein verandertes PTH-Gleichgewicht hat Auswirkungen auf die Mg-
Homoostase. Bei einem primaren Hyperparathyreoidismus assoziiert mit einer
Hyperkalzémie findet sich infolge einer verminderten renalen Mg-Reabsorption ein
verminderter Mg-Gehalt im Serum und in den Blutzellen. Des Weiteren kann sich nach einer
Parathyreoidektomie eine Hypomagnesiamie als ein Effekt des ,hungry bone syndroms®
entwickeln (Swaminathan 2003).

2.4.11.4.2 Calcitonin

Calcitonin stellt im Knochengewebe einen direkten Antagonisten zum PTH dar. Es wird in
den C-Zellen der Schilddriise gebildet. Die Freisetzung wird vor allem durch erhdhte
Plasmakonzentrationen von Kalzium oder Magnesium getriggert. Eine primére Funktion
besteht darin, eine durch Osteoklasten aktivierte Knochenresorption zu hemmen, indem es
deren Aktivitdt herunterreguliert. Infolgedessen wird die Kalzium-, Magnesium- und
Phophatfreisetzung aus dem Knochen gehemmt (Horne et al. 1994; Norman und Litwack
1997). Im Gegensatz zu der PTH-antagonistischen Wirkung im Knochen verstarkt Calcitonin
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in der Niere die Reabsorption von Magnesium und Kalzium in der Henle-Schleife unabhangig
vom PTH (Poujeol et al. 1980; Quamme 1980; Di Stefano et al. 1985; Di Stefano et al. 1990).
Infolge hoher Ca- bzw. Mg-Konzentrationen im Serum werden parallel zur
Calcitoninausschittung die Sekretion von PTH und die davon gesteuerte Produktion von
VitD; verhindert (Mundy und Guise 1999). Die Signaltransduktion erfolgt Gber multiple G-
Proteine, die verschiedene Signalproteine, darunter die PKC, cAMP-abhangige
Proteinkinasen und Calcium/Calmodulin-abhangige Proteinkinasen, aktivieren (Horne et al.
1994).

2.4.11.4.3 Katecholamine

Die Stimulation alpha- und beta-adrenerger Rezeptoren durch Katecholamine fiihrte in
verschiedenen Studien zu einer Erhéhung der zirkulierenden Serum-Mg-Konzentration. So
konnte an perfundierten Rattenherzen eine Ausschiittung von Mg aus dem Organ in das
Perfusat nachgewiesen werden (Vormann und Ginther 1987; Fatholahi et al. 2000).
Untersuchungen an Leberzellen, Erythrozyten, Lymphozyten und Thymozyten erbrachten
ahnliche Befunde (Romani und Scarpa 1990; Gunther und Vormann 1992; Matsuura et al.
1993; Wolf et al. 1997). Generell lasst sich sagen, dass Bedingungen, die den zellulédren
cAMP-Spiegel durch Stimulierung der adrenergen Rezeptoren (via Adenylatzyklase)
erhdhen, zu einer Ausschleusung von Mg®" in das Blut filhren. Gleichzeitig stimulieren
Katecholamine Uber beta-adrenerge Rezeptoren die Mg-Reabsorption in der Niere (Gesek
und White 1997).

2.4.11.4.4 Insulin

Der Zusammenhang zwischen Insulin und Magnesium Ilasst sich folgendermaBen
ausdricken: Magnesium dient als Modulator der Insulinwirkung und Insulinsensitivitat.
Gleichzeitig agiert Insulin als ein regulatorisches Hormon des Mg-Stoffwechsels. In
Abhangigkeit vom Gewebe und den experimentellen Bedingungen férderte Insulin in
verschiedenen Versuchen die Aufnahme von Mg in die Zelle. Insulin induziert eine
signifikante Erhdhung der intrazellularen Mg?*-Konzentration in Muskelzellen (Lostroh und
Krahl 1973), am isolierten perfundierten Herzen (Romani et al. 2000), in humanen
Thrombozyten (Hwang et al. 1993) und Lymphozyten (Delva et al. 1998). Barbagallo, Gupta
et al. (1993; 1997) inkubierten isolierte Erythrozyten gesunder Probanden mit 200 mU/ml
Insulin. Der intrazellulare Mg-Gehalt stieg um 26%. Die Insulinwirkung auf die [Mgz"]imra—

Konzentration war dabei unabhangig von der zelluldren Glukoseaufnahme.
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Als zugrundeliegende Mechanismen wurden zum einen eine Stimulierung der
plasmamembranstandigen ATPase angenommen (Paolisso et al. 1986) als auch eine
Beteiligung der Insulin-Rezeptor-Tyrosin-Kinase (IRTK). Die Erhéhung der [MgQ"]intra—
Konzentration wurde durch monoklonale Antikérper gegen den Insulin-Rezeptor komplett
unterdriickt, was darauf schlieBen lieB, dass der Mg-Transport ein Insulin-Rezeptor-
vermittelter Prozess war (Hwang et al. 1993).

Das Magnesiumion spielt eine Schlusselrolle bei der Insulinsekretion der Beta-Zellen des
Pankreas. Der erste Schritt in der Insulinsekretion durch die Beta-Zellen ist die intrazellulare
Aufnahme von Glukose via insulinunabhangigen, niederaffinen GLUT 2. Glukose wird Uber
die Glykolyse, den Citratzyclus und die Atmungskette zu ATP metabolisiert. Mg bindet an
das metabolisierte ATP und Mg-ATP fungiert als second messenger und schlieBt die ATP-
regulierten K*-Kanale. Durch die daraus resultierende Depolarisierung der Plasmamembran
werden spannungsabhangige Ca**-Kanale gedffnet und der intrazelluldre Ca**-Gehalt steigt.
Dies stimuliert die Membranintegration der insulinsekretorischen Vesikel und Insulin wird
sezerniert (Gunther 2010). Zur Wirkung von Magnesium auf den Plasma-Insulin-Spiegel
existieren widersprichliche Ergebnisse. Die vorherrschenden Resultate beschreiben
extrazelluldres Magnesium als einen kompetiven Hemmer des Kalzium-Einstroms in die
Zelle. Demzufolge ist bei einem Mangel an Magnesium der Ca®**-Influx verstarkt. Die daraus
resultierende erhdhte intrazellullare Ca®*-Konzentration stimuliert die Insulinausschiittung.
Erhdhte (Plasma)-Insulin-Konzentrationen konnten gemessen werden (Berggren et al. 1983;
Murakami et al. 1992; Chaudhary et al. 2004). Die Ergebnisse von Versuchen an
magnesiumdefizienten Ratten zeigten wiederum keine Veranderung der Plasma-Insulin-
Konzentration (McNeill et al. 1982; Gueux und Rayssiguier 1983; Lowney et al. 1995). In
einer méglichen Erklarung werden das AusmaB und die Dauer, in dem der Organismus einer
Mg-Mangelsituation ausgesetzt ist, zugrunde gelegt. Ein intrazellularer Mangel an
Magnesium inhibiert den Glukosemetabolismus und Proteinbiosynthese, unterdriickt die
ATP-Produktion, senkt die Bildung von Mg-ATP, verhindert die Inaktivierung der ATP-
regulierten K'-Kanale und bewirkt eine Unterdriickung der Insulinsekretion (Kumeda und
Inaba 2006).

Bindet Insulin an den Insulinrezeptor (IR) werden intrazellular eine Reihe von
Signalkaskaden ausgeldst. Die durch Autophosphorylierung aktivierte IRTK aktiviert
ihrerseits zahlreiche Proteine und Kinasen via Tyrosin-Kinase-aktiviertem IRS (Insulin-
Rezeptor-Substrate 1-6). Magnesium stellt zusammen mit ATP das Substrat der Kinasen dar
(Ginther 2010). Eine zentrale Rolle spielt die durch IRS aktivierte Phospatidyl-Inositol-3-
Kinase (PI3K). Der PI3K-Signalweg fihrt zu einem Absinken des Blutglukosespiegels zum
einen durch die Foérderung der Glukoseaufnahme in Muskel- und Fettgewebe (GLUT4-
Translokation zur Zelloberflache tber CAP und die Aktivierung der GLUT4-Transporter) zum
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anderen Uber die Férderung der Glukose-Speicherung (Glykogen-Synthese Uber aktiviertes
Akt) in der Leber und den Muskeln (de Luca und Olefsky 2008).

Magnesium hat also eine wichtige Rolle im Glukose- und Insulinstoffwechsel sowie bei der
Insulinsekretion,  Insulinbindung und  -aktivitdt und in der Insulin-vermittelten
Glukoseaufnahme (Barbagallo et al. 2003). Ferner besitzt Insulin wachstumsférdernde und
mitogene Effekte, so dass ein Mg-Mangel auch hier Auswirkungen hat (Straus 1984; Hill und
Milner 1985).

Die Bindung von Insulin an seinen Rezeptor ist unabhangig von extrazellularem freiem Mg®*
(Boni-Schnetzler et al. 1987). Im Gegensatz dazu moduliert Magnesium jedoch effektiv die
Insulinwirkung. Als Teil des aktivierten Mg®*-ATP Komplexes ist es erforderlich fiir alle ,rate-
limiting-enzymes” in der Glykolyse und reguliert die Aktivitat aller Enzyme, die an
Phosphorylierungsreaktionen beteiligt sind. Ebenso wird die Affinitat der IRTK far Mg-ATP
durch die Bindung eines zweiten Mg?* an der regulatorischen Einheit der Kinase erhdht. Eine
Zunahme der Konzentration von freiem intrazellularem Mg®* steigert die Affinitat der IRTK fir
Mg-ATP, andersherum verstarkt eine héhere Konzentration von Mg-ATP die Affinitat der
IRTK fiir freies Mg®* (Vicario und Bennun 1990). Ein zweites Mg®* ist sowohl ein essentieller
Aktivator flr Protein-Tyrosin-Kinasen vom Rezeptortyp, als auch fir I6sliche Protein-Tyrosin-
Kinasen (Sun und Budde 1997).

Ferreira und Romero (2004) zeigten, dass Insulin einen durch den Na‘/Mg?*-Austauscher
vermittelten Mg-Efflux induziert und dessen Affinitat zum extrazellularen Na® erhoht. Die
Insulinwirkung auf den Na'/Mg?*-Austauscher wird (ber den PI3K-Signalweg vermittelt.
Diese Beobachtung steht im Gegensatz zur insulininduzierten Steigerung des intrazellularen
Mg-Gehalts anderer Untersuchungen (Keenan et al. 1996; Romani et al. 2000). Unter den
Hormonen, die eine Mg-Akkumulation im Gewebe induzieren oder zumindest den Mg-
mobilisierenden Effekten der adrenergen Agonisten bzw. Katecholaminen entgegenwirken,
hat Insulin eine dominierende Rolle (Romani und Scarpa 2000).

2.4.12 Magnesiumdefizit des Korpers

Mg-Defizite sind weit verbreitet, aber aufgrund homdostatischer Regulation oftmals schwer
zu diagnostizieren. Eine verminderte Serum-Mg-Konzentration ist ein entsprechend
zuverlassiges MaB fur einen schweren Mg-Mangel. Das Auftreten einer Hypomagnesiamie
variiert in Abh&ngigkeit begleitender Umstande. Bei Studien mit 621 zuféllig ausgewahlten
Krankenhauspatienten in den USA und 223 alteren Klinikpatienten in Irland wurden jeweils in
11 % der Falle eine Hypomagnesiamie diagnostiziert (Wong et al. 1983; Hayes et al. 1989).
Treten K-, Na- und Ca-lmbalanzen auf, steigt die Pravalenz einer zusatzlichen
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Hypomagnesiamie auf 23—-42% (Whang et al. 1984; Kingston et al. 1986). Bei
schwerkranken Patienten erreicht sie einen Anteil von bis zu 65 % und ist assoziiert mit
erhdhter Mortalitdt (Ryzen 1989; Noronha und Matuschak 2002). Weil Magnesium far
zahlreiche metabolische Prozesse unverzichtbar ist, kann ein Mangel ganze Organsysteme
betreffen und sich klinisch verschiedenartig darstellen. Oft treten klinische, meist
unspezifische Symptome viel friher auf, werden aber nicht mit einer Hypomagnesiéamie in
Verbindung gebracht. Trotzdem sind viele der Symptome so schwer, dass sie einer
medizinischen Behandlung bediirfen wie z. B. Stérungen der neuromuskularen Erregbarkeit
(Muskelkrampfe, Tetanie, Tremor), Herzrhythmusstérungen, erhdhte Digitalissensibilitat,
Magen-Darm- und urologische Erkrankungen, Vasospasmen und vorzeitiges Einsetzen der
Wehen. Selbst bei akuten Erkrankungen wie einem akuten Myokardinfarkt oder einer
Herzinsuffizienz kann sich klinisch ein Mg-Mangel bemerkbar machen (Reinhart 1992).

Im Allgemeinen deckt die tagliche Mg-Aufnahme Gber die Nahrung in der westlichen
Erndhrungsweise den Grundbedarf und beugt Mangelerscheinungen vor, scheint jedoch als
Schutz vor verschiedenen Erkrankungen nicht ausreichend zu sein (Vormann 2003).
Zunehmend sind vor allem veranderte Ernahrungsgewohnheiten mit gesteigertem Verzehr
behandelter und konservierter Lebensmittel und einseitige Didten Ursache fur eine mehr und
mehr auftretende Unterversorgung (Vormann 2003). Gerade altere Menschen haben eine
generell verminderte Nahrungsaufnahme. Eine Mg-Mangelversorgung gilt als ein
Risikofaktor insbesondere fir diese Altersgruppe (Costello und Moser-Veillon 1992). Auch
der gesunkene Mg-Gehalt natlrlicher Nahrungsmittel aufgrund der Verarmung der Bdéden an
Mineralstoffen flhrt zu einer verminderten oralen Mg-Aufnahme. Eine Hypomagnesiamie
infolge einer Umverteilung von Magnesium innerhalb des Kérpers wird beobachtet bei akuter
Pankreatitis (Mg lagert sich in den nekrotischen Bereichen ab) (Ryzen und Rude 1990),
wahrend der Behandlung einer metabolischen Azidose und beim ,Refeeding Syndrom*
(Umverteilung von extrazellularem Magnesium in die Zelle oder den Knochen bei
beginnender, normaler Nahrungsaufnahme stark untererndhrter Menschen). Des Weiteren
kann eine Hypomagnesiamie nach Herzoperationen und bei angeborenen Herzfehlern
auftreten (hohe Konzentration an Katecholaminen bewirken am Herzmuskel einen
intrazellularen Shift) (Satur et al. 1995; zusammengefasst in Swaminathan 2003). Ein
verminderter Gehalt an Magnesium im Plasma wurde bei Alkoholikern (Flink 1986),
Diabetes-mellitus-Patienten (siehe Kapitel 2.5.1) und Patienten mit Osteoporose festgestellt
(Rude und Gruber 2004).

Gastrointestinale Ursachen fir eine verringerte Mg-Absorption sind vor allem Erkrankungen,
die mit schwerer chronischer Diarrhée einhergehen. Weiterhin fihrt eine Mutation im
TRPM6-Gen zu einer um 35 % reduzierten Mg-Absorption im Dinndarm, die jedoch durch
eine erhdhte tagliche Zufuhr relativ gut ausgeglichen werden kann (Schlingmann et al. 2002).
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Die Niere hat den grdBten Einfluss auf den Mg-Haushalt. Akutes und chronisches
Nierenversagen flihren zu einem Verlust an Magnesium durch die verringerte Rickresorption
v. a. im proximalen Tubulus der Niere. Weiterhin verursachen verschiedene Medikamente
eine Hypomagnesiamie, darunter Chemotherapeutika und Antibiotika (Zaloga et al. 1984).
Ebenso ist der Langzeiteinsatz von Diuretika ein bekannter Faktor, der zu einem Mg-Mangel
fuhrt. Diese Medikamente verursachen Stérungen im Elektrolyt- und Saure-Base-Haushalt
(Hypokaliamie, Hyponatriamie, metabolische Alkalose) mit gleichzeitiger Entgleisung des
Mg-Haushalts (Hypomagnesiamie) (Hollifield 1987).

Magnesium beeinflusst die Kontraktilitdt der Skelett- und glatten Muskulatur, den
Herzrhythmus, den GeféBtonus und die neuronale Reizleitung direkt und indirekt: direkt Gber
die Na'/K*-ATPase, indirekt Uber seine Ca-antagonistische Eigenschaft. So beruht die
Pathophysiologie eines Mg-Mangels wahrscheinlich auf einem Ungleichgewicht in der
zellularen K- und Na-Konzentration durch die Beeintrachtigung der Na*/K*-ATPase und auf
Veranderungen im Ca-Haushalt. Dies resultiert in einer Membrandestabilisierung und
Ubererregbarkeit. Im Myokard kénnen diese Stérungen atriale und ventrikulare Arrhythmien
zur Folge haben (Tso und Barish 1992). An den Synapsen ist die Ausschittung des
Neurotransmitters Acetylcholin erhdht, was eine gesteigerte neuronale Erregbarkeit nach
sich zieht (Del Castillo und Engbaek 1953). Weiterhin sind der GeféBtonus und die
Reaktivitdt der glatten Muskulatur hinaufgesetzt, ursachlich fur eine Hypertonie (Tso und
Barish 1992).

Die Stoffwechselerkrankungen Diabetes mellitus Typ | und Typ Il zahlen zu den haufigsten
Ursachen eines Mg-Mangels. Zwischen 25— 39 % der Diabetes-Patienten sind von einer
Hypomagnesiamie betroffen (de Valk 1999). Dieser klinische Aspekt wird als ein Faktor mit
pathogener Signifikanz bei der Entstehung von Komplikationen im Rahmen der Erkrankung
angesehen. Darlber hinaus wird ein chronischer Mg-Mangel mit der Entwicklung einer
Insulinresistenz in Verbindung gebracht. Einzelne Ursachen fir einen Mg-Mangel sind in
Abbildung 4 aufgeflhrt.
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Renale Magnesiumverluste durch;:

= Diuretika (ausgenommen Kalium/Magnesiumsparende Praparate)
= Osmotische Agenzien (einschlieBlich Hyperglykdmie)

= Antibiotika (Carbenicillin, Gentamycin, Tobramycin, Amphotericin B
= Cisplatin (Zytostatika)

= Cyclosporine

= Alkohal

= Diabetes mellitus und Diabetische Ketoazidose

= Renale tubuldre Azidose

= Hyperparathyroidismus {und andere Ursachen von Hyperkalzamie)
= Postobstruktive Diurese

= Hyperaldosteronismus

= Hyperthyreodismus

Reduzierte Zufuhr und verminderte
intestinale Absorption durch:

= Hungern

= anhaltende intravendse Therapie ohne Magnesiumsupplementierung
= chronische Diarrhoe

= [leumresektion

= Malabsorptionssyndrom

= AbfUhrmittel

= Morbus Crohn

Abb.4 Ubersicht liber mégliche Ursachen eines Mg-Mangels (modifiziert nach Tso und Barish 1992;
Swaminathan 2003)

2.5 ERKRANKUNGEN MIT MAGNESIUMDEFIZIT

In den letzten Jahren hat sich das Auftreten sogenannter Zivilisationskrankheiten wie
Ubergewicht, Fettstoffwechselstérungen, Insulinresistenz und damit Niichtern-Hyperglykamie
und Bluthochdruck aufgrund einer Anderung des Lebensstils, verdnderten
Ernahrungsgewohnheiten und kérperlicher Inaktivitat stetig erhdht. Diese medizinischen
Stérungen sind Teil der komplexen Erkrankung ,Metabolisches Syndrom®, auch als
,Metabolisches Syndrom X*, ,X-Syndrom“ oder ,Insulinresistenz-Syndrom* bekannt. Die zu
Beginn dieses Kapitels genannten Erkrankungen sind einzeln oder in Kombination auftretend
mit einem erhdéhten Risiko fur die Entwicklung von Typ-lI-Diabetes und kardiovaskuléaren
Stérungen verknilpft, auf die im nachsten Kapitel besonders eingegangen werden soll.
Abbildung 5 verdeutlicht den Zusammenhang zwischen einem Mg-Mangel und dem

Metabolischen Syndrom auf verschiedenen Wegen.
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Mg?*-Mangel )

Mangel an intrazellularem Mg+

/

Anstieg der intrazellularen

/ Ca*/Mg*-Ratio

= Beschleunigung des Tonus der

glatten Gefalmuskulatur = Nachlassen der Tyrosin-Kinase-Aktivitat Stérungen der:
= Verstarkte Ausschuttung von = Probleme bei der Insulin-Rezeptor- = Lipoproteinlipase-Aktivitat
Katecholaminen aus den Autophosphorylierung = Lecithin-Cholesterol-
sympathischen Nervenendigungen = Stérungen der infrazellularen Enzymaktivitat Acytransferase-Aktivitat
v
L = Stérung der Insulinsekretion
= Blutdruckerhéhung * Insulinresistenz

= Aktivierung des Sympathikus

v
\ = Veschlechterung der Glucoseintoleranz

= Diabetes mellitus Typ 2

v v

Hypertonie Hyperlipidamie

v
Anzeichen eines

Metaholischen Syndroms

Abb.5 Ubersicht Giber den Zusammenhang zwischen Mg-Mangel und Metabolischem Syndrom
(modifiziert nach Kumeda und Inaba 2005)

2.5.1 Diabetes mellitus Typ Il

Magnesium spielt eine sehr wichtige Rolle bei der Entwicklung eines Diabetes mellitus Typ II,
Insulinresistenz und Glukoseintoleranz. Ein Defizit in der Versorgung mit dem Mikron&hrstoff
Magnesium hat in der Regel eine Sekundarsymptomatik zur Folge und verschlechtert den
Verlauf einer Diabetes-mellitus-Erkrankung. Niedrige Plasma-Mg-Konzentrationen werden
haufig sowohl bei Typ Il als auch bei Typ | nachgewiesen. Zwei mdgliche Ursachen kommen
dafr in Frage: (1) eine verringerte Zufuhr Uber die Nahrung und (2) ein erhéhter Verlust tUber
die Niere. Studien in den USA und Dé&nemark zufolge war die Mg-Zufuhr Uber die Nahrung
aufgrund der Veranderung der Erndhrungsgewohnheiten bei Diabetikern unzureichend
(Paolisso und Barbagallo 1997). Weitere groBe epidemiologische Studien belegten, dass
eine ,Verwestlichung“ der Erndhrung in vielen Fallen zu einer taglichen Mg-Aufnahme
unterhalb der empfohlenen téglichen Bedarfsgrenze fihrt. In der Nurses Health Study
untersuchten Colditz, Manson et al. (1992) den Einfluss von Ernahrungsfaktoren auf die
Inzidenz des Insulin-unabhangigen Diabetes mellitus. Die Forscher fanden eine inverse

Korrelation zwischen der Mg-Einnahme und dem Risiko, einen Diabetes mellitus Typ Il zu
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entwickeln. Spater bestatigen die meisten Studien, dass eine hohe Mg-Zufuhr einen
positiven Effekt auf die Risikominderung einer Erkrankung an Diabetes mellitus hat (Yang et
al. 1999; He et al. 2006).

Dartber hinaus hat eine schwere Hyperglykédmie einen erhdhten Verlust von Magnesium im
Urin zur Folge, da die Nieren die Fahigkeit verlieren, Magnesium rickzuresorbieren
(osmotische Diurese). McNair, Christensen et al. (1982) fanden in einer Studie an 215
Patienten mit Diabetes bei 39 % der Patienten eine Hypomagnesiamie und bei 55 % eine
Hypermagnesurie. Eine Hyperglykdmie erhdht die renale Ausscheidung von Magnesium
unabhéangig vom Insulinspiegel (Djurhuus et al. 2000). Ebenso fiihrte eine Insulininfusion bei
gesunden Probanden zu einer erhéhten renalen Mg-Ausscheidung (Djurhuus et al. 1995).
Verschiedene Studien haben gezeigt, dass es bei niedrigem Mg-Gehalt nicht nur zu einer
Hyperglykdmie und Hyperinsulindmie kommt, sondern auch zu einer Hypertriglyzeridamie
und Hypertonie (Chaudhary et al. 2010). Evangelopoulos, Vallianou et al. (2008)
beobachteten eine stark inverse Beziehung zwischen Magnesium im Serum und dem
Auftreten des metabolischen Syndroms. Mg-Messungen bei Patienten mit Metabolischem
Syndrom ergaben eine Hypomagnesiamie in 23,3 % und einen intrazellularen Mg-Mangel bei
36,1 % der Patienten (Lima Mde et al. 2009).

Die Atherosclerosis-Risk-in-Communities-Studie (ARIC), eine groBe Kohortenstudie mit
15248 Teilnehmern, ergab, dass der Serum-Mg-Gehalt und die Mg-Zufuhr Uber die Nahrung
invers assoziiert sind mit dem Nuchterninsulinspiegel und dem Nuichternglukosegehalt im
Blut. Daraus lasst sich ein Zusammenhang zwischen einem Mg-Mangel und der
Nuchternhyperinsulinamie und der Insulinresistenz herstellen (Ma et al. 1995). Je niedriger
der basale Mg-Wert, desto gréBer ist die bendtigte Menge an Insulin, um die gleiche
Glukose-Belastung zu verstoffwechseln, was auf eine verringerte Insulinsensitivitat und eine
verminderte zellulare Glukoseverwertung hinweist (Kolterman et al. 1981). Andersherum
kann eine Insulinresistenz auch ein intrazellulares Mg-Defizit beginstigen, da Insulin die Mg-
Aufnahme férdert (Alzaid et al. 1995).

Die Insulinresistenz ist ein Zustand, in welchem eine gegebene Konzentration von Insulin
einen geringeren als den erwarteten biologischen Effekt erzielt. Sie ist auch definiert als die
notwendige Gabe von mehr als 200 Einheiten Insulin pro Tag flr eine ausreichende
glykdmische Kontrolle und einer Vorbeugung der Ketose. Die Symptome einer
Insulinresistenz reichen Uber ein breites Spekitrum und beinhalten Fettleibigkeit,
Glukoseintoleranz, Diabetes mellitus und das Metabolische Syndrom (Belin und He 2007;
Volpe 2008).

Mg-Mangel fuhrt zu einer Verminderung der insulinvermittelten Signaltransduktion und zu
einer verminderten Glukoseverstoffwechselung und ATP-Produktion (Kandeel et al. 1996).
Bei Mg-Mangel ist eine erhdhte Insulinkonzentration im Blut nachweisbar (Song et al. 2004).
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In Experimenten mit einer Insulinoma-Zelllinie konnte gezeigt werden, dass eine
Reduzierung des extrazellularen freien Mg®* einen gesteigerten Einstrom von Ca®* in die
Zelle zur Folge hat, da extrazellulares Mg?* normalerweise den Ca?*-Einstrom kompetitiv
hemmt. Die erhdhte intrazellulare Ca®**-Konzentration stimuliert die Insulinsekretion der Beta-
Zellen (Murakami et al. 1992; Skelin et al. 2010). Die erhéhte Insulinkonzentration im Blut
verringert die Sensitivitat der Rezeptoren und senkt deren Anzahl. Gleichzeitig hemmt eine
erhdhte Ca®-Konzentration die IRTK in den Zielzellen kompetitiv. Eine weitere Folge
gesteigerter intrazellularen Ca®"-Konzentration ist eine erhdhte Kontraktilitdt mit verstarkter
Vasokonstriktion. Hypertonie ist haufig assoziiert mit einer Insulinresistenz und Diabetes
mellitus. Weiterhin gibt es signifikante Beweise dafir, dass eine gesteigerte PKC-Aktivitat
aufgrund eines erhdhten intrazelluldaren Ca-Spiegels zu einer Insulinresistenz beitragt (Itani
et al. 2000; ltani et al. 2001). Als Ursachen einer Insulinresistenz ist auch eine Erh6hung der
Membranfluiditat durch einen Mangel an Magnesium in der Diskussion. Dies beeinflusst die
Bindung von Insulin an seinen Rezeptor negativ (Paolisso et al. 1987). Interessanterweise
zeigten Hwang, Yen et al. (1993), dass die Insulinwirkung auf intrazellulares Magnesium
vollig durch die Blockierung des Insulin-Rezeptors mit einem monoklonalen Antikérper
aufgehoben wird.

Weiterhin scheint Glukose insulinunabh&ngig den zytosolischen Mg-Gehalt zu modulieren.
Barbagallo und Dominguez (2007) wiesen sowohl in vivo als auch in vitro an Erythrozyten
eine Abhangigkeit der intrazellularen Mg-Konzentration vom Glukosespiegel nach. Sie
fanden eine von Insulin unabhéngige Verringerung der intrazellularen Mg®*-Konzentration bei
Hyperglykédmie. Eine vorUbergehende Hyperglykédmie (durch orale Glukoseaufnahme) bei
gesunden Probanden verursachte denselben intrazellularen Abfall der Mg?*-Konzentration
und denselben Ca*-Anstieg wie bei chronisch kranken Diabetes-mellitus-Patienten. Auch in
insulinunabh&ngigen glatten Muskelzellen der GefaBe und in Erythrozyten war dieser Effekt
zu beobachten. Er trat bei Glukosekonzentrationen auf, die klinisch bei Patienten mit
verminderter Glukosetoleranz erreicht werden (10 mmol/l).

2.5.2 Kardiovaskuldre Erkrankungen und Bluthochdruck

Magnesium ist als ein essentielles Element stark in die Funktionen des Herz-Kreislauf-
Systems involviert. Es beeinflusst den GefaBtonus und die Reaktivitat Gber modulierende
Na'-, K*- und Ca®*-Fluxe, ist beteiligt an der Produktion vasoaktiver Stoffe, an der
Regulierung wichtiger Hormone und Enzyme und wirkt vasodilatatorisch, blutdrucksenkend

und antikonvulsiv.
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Ergebnisse aus epidemiologischen, klinischen und experimentellen Studien deuten auf eine
inverse Beziehung zwischen der Mg-Konzentration im Serum und Gewebe und dem
Blutdruck hin (Witteman et al. 1989; Ascherio et al. 1992; Ma et al. 1995; Song et al. 2006).
Zum gleichen Ergebnis kam die Artherosclerosis-Risk-in-Communities-Studie (ARIC, 15248
Probanden): Mg-Zufuhr Uber die Nahrung und Serum-Mg-Gehalt waren negativ mit dem
systolischen / diastolischen Blutdruck korreliert (Liao et al. 1998; Kao et al. 1999; Rosamond
et al. 2001). Dasselbe Verhéltnis wird auch fir die Beziehung zwischen dem Renin-
Angiotensin-System, der Serum-Mg-Konzentration und dem Blutdruck beschrieben.
Bluthochdruckpatienten mit hohem Renin-Wert zeigten eine signifikant niedrigere Serum-Mg-
Konzentration im Vergleich zu Probanden mit normalem Blutdruck. Somit ist der Serum-Mg-
Gehalt invers assoziiert mit der Plasma-Renin-Aktivitat (Resnick et al. 1983). Durch eine Mg-
Supplementierung wurde der Blutdruck signifikant gesenkt (Widman et al. 1993; Kawasaki et
al. 1998). Mehrere Studien belegten eine erhdhte Inzidenz von Erkrankungen an Hypertonie
in Gegenden, in denen der Mg-Gehalt des Wassers gering ist (Nadler und Rude 1995; Yang
und Chiu 1999).

Die zugrunde liegenden molekularen Mechanismen der Wirkungsweise des lons sind bis
jetzt noch nicht vollkommen geklart. Diskutiert werden eine Stimulierung der Produktion der
Vasodilatatoren Prostazyklin und Stickoxid. Darlber hinaus verandert Magnesium die
vaskulare Reaktion auf vasoaktive Agonisten, dampft die Bildung reaktiver Sauerstoffspezies
(ROS) und pro-inflammatorischer Mediatoren (Landau et al. 2004; Satake et al. 2004; Soltani
et al. 2005). In Bluthochdruckmodellen unter experimentellen Bedingungen scheinen die
Aktivitat des Na*/Mg?*-Austauschers und die TRPM7-Expression bzw. -Aktivitat verandert zu
sein. Insbesondere ein erhdhter Mg®*-Efflux, hervorgerufen durch eine veranderte Regulation
des vaskularen Na'/Mg*-Austauschers, und ein verringerter Mg*-Influx infolge einer
unzureichenden Expression bzw. Aktivitat der Transportproteine TRPM6 und TRPM7 in den
Plasmamembranen der GeféB- und Nierenzellen kann fur die Entstehung der Hypertonie
wichtig sein (Picado et al. 1994; Kisters et al. 2003; Kisters et al. 2008).

Myokardiale und vaskulare Verletzungen fihren zu Stérungen im Elektrolyttransport durch
die Zellmembran, wobei der Na*- und Ca®*-Einstrom erhéht ist. Zeitgleich gehen Mg®* und K*
verloren (Altura und Altura 1984). Im Zytosol entsteht der Zustand einer erhdhten Ca®*-
Konzentration und einer verringerten Mg®*-Konzentration. In der Behandlung eines akuten
Myokardinfarktes wurde die therapeutische Anwendung von Magnesium beflirwortet, da ein
Mg-Mangel den akuten Zustand verschlechtern bzw. auch hervorrufen kann. Ein Mg-Defizit
kann Arrhythmien auslésen, Reperfusionsschaden verstarken und ist mit erhéhten oxidativen
Gewebeschaden durch freie Radikale verbunden (Freedman et al. 1991). Magnesium hat
hauptsachlich aufgrund seiner Ca-antagonistischen Eigenschaften einen limitierenden Effekt
auf die InfarktgréBe unabhangig von hamodynamischen Veranderungen (Ravn et al. 1999).
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Die InfarkigréBe ist der Hauptgrund flir die Mortalitat bei akutem Myokardinfarkt und ein
zugrundeliegender Ca-Uberschuss im Myokardium ist der wichtigste Faktor beim Auftreten
von Reperfusionsschaden. Weitere nitzliche Effekte von Magnesium sind eine koronare
Vasodilatation, Hemmung der Katecholaminausschittung und Hemmung der
Thrombozytenaggregation (Hasebe und Kikuchi 2006; Li et al. 2007).

In seiner Funktion als Ca-Antagonist schitzt es die glatten Muskelzellen und
Herzmuskelzellen vor Hyperexzitation und wirkt vasodilatatorisch. Mg antagonisiert Ca®*
durch eine Hemmung des transmembranen Ca®*-Einstroms und der Modulation seiner
vasokonstriktorischen Wirkung (D'Angelo et al. 1992; Zhang et al. 1992; McHugh und Beech
1996; Runyan et al. 2005). Eine niedrige Mg-Konzentration verursacht einen Anstieg der
intrazellularen Ca-Konzentration mit einer damit verbundenen vaskulédren Kontraktion und
der daraus folgenden Erhdéhung des GefaBtonus. Eine intravendse Verabreichung von
Magnesium bei Schlaganfall-Patienten induziert eine signifikante vasodilatatorische Antwort
verbunden mit einer Senkung des Blutdrucks (Aslanyan et al. 2007).

Nadler, Buchanan et al (1993) untersuchen die Auswirkungen eines Mg-Mangels auf
verschiedene Hormone und Mediatoren und verzeichneten eine Erhdhung der Angiotensin-
ll-induzierten Plasma-Aldosteron-Konzentration, eine erhdhte Produktion von Thromboxan
und dem Vasokonstriktor Prostaglandin. Eine Mg-Supplementierung kann die
blutdrucksteigernde Wirkung von Angiotensin Il reduzieren und die Produktion des
Vasodilatators Prostazyklin stimulieren. Ein weiterer Bereich fir den Einsatz von Magnesium
ist wahrend der Schwangerschaft. Aufgrund seiner nachgewiesenen positiven Wirkung
verringert es das Risiko einer Préaeklampsie bzw. Eklampsie. Praeklampsie ist definiert als
Hypertonie nach 20 Wochen der Schwangerschaft mit einhergehender Proteinurie.
Ursachlich werden u. a. endotheliale Dysfunktionen und Schaden vermutet. Die Gabe von
Magnesium halbiert das Risiko einer Eklampsie und ist in den USA die am haufigsten
angewendete Behandlung einer Praeklampsie (Lucas et al. 1995; The-Eclampsia-Trail-
Collaborative-Group 1995; Coetzee et al. 1998). Es hat sich gezeigt, dass Magnesium die
endotheliale Funktion verbessert, indem es die Ausschittung des Vasodilatators Prostazyklin
stimuliert. Dieser stellt die GefaBe weit und hemmt die Thrombozytenanlagerung und -
aggregation (Watson et al. 1986; Belfort und Moise 1992). Aufgrund seiner
blutdrucksenkenden und antikonvulsiven Wirkung kann Magnesium zur Behandlung einer
Eklampsie intravends verabreicht werden (Mason et al. 1996; Jurcovicova et al. 1998).
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2.6 BEDEUTUNG DER LITERATUR FUR DIE EIGENE FRAGESTELLUNG

Magnesium ist ein essentieller Mineralstoff mit universeller Bedeutung. Keine lebende Zelle
kann ihre vielfaltigen physiologischen Funktionen ohne ausreichende Mg-Zufuhr erfillen. Ein
Mg-Mangel spielt unter anderem eine wichtige Rolle in der Atiologie des Diabetes mellitus,
dem Metabolischen Syndrom, zahlreichen Herz-Kreislauferkrankungen wie Bluthochdruck,
Arrhythmien, Atherosklerose und ischamischen Herzerkrankungen, sowie Osteoporose und
bei einigen Therapieformen (z. B. Einnahme von Diuretika) (Swaminathan 2003). Die exakte
Bestimmung des Mg-Status ist daher essentiell fir eine gezielte Therapie bei Mg-
Mangelzustanden. Klinisch-chemisch messbar ist routinemaBig nur die extrazellulare Mg-
Konzentration im Serum bzw. Plasma. Diese wird als Marker fiir den Mg-Status des Korpers
herangezogen. Allerdings ist dieser Wert nicht sehr zuverldssig, wenn man bedenkt, dass
sich nur 1% des gesamten Kdérpermagnesiums im Blut befinden und die Plasma-Mg-
Konzentration einem zirkadianen Rhythmus und stressbedingten Schwankungen unterliegt.
Der Uberwiegende Teil des Koérpermagnesiums liegt intrazellular (35%) und in der
Knochenmatrix (60%) vor und kann zum Ausgleich fir erniedrigtes Plasmamagnesium
herangezogen werden (Vormann 2003). Eine niedrige Plasma-Mg-Konzentration ist deshalb
zwar beweisend flir ein Mg-Defizit, eine normale Plasmakonzentration schlieBt einen Mg-
Mangel jedoch nicht aus. Die fir die physiologische Funktion des Magnesiums wichtige
intrazelluldre Konzentration des ionisierten Mg?* ist nur mit aufwendigen und kostspieligen
Methoden messbar und deshalb fir die klinische Routine nicht zugangig (Elin 2010).

Auf der Suche nach praziseren Mdglichkeiten zur Routinemessung des Mg-Gehalts im
Kérper stellte sich die Frage, ob es Mg-sensitive Gene gibt, deren Expressionen in
Abhangigkeit vom Mg-Status reguliert werden. Ist es mdglich, die Expression Mg-sensitiver
Gene als Biomarker in der klinischen Routine zu nutzen? Diese Fragen sind Grundlage der
vorliegenden Arbeit. Bereits 2005 konnten Goytain und Quamme an M&usen, die unter
hypomagnesiamischen Bedingen gehalten wurden, den Zusammenhang zwischen der
Expression spezifischer Gene und dem Mg-Status zeigen (Goytain und Quamme 2005). Mit
einer genaueren Methode zur Bestimmung des Mg-Status ist es mdglich, eine Verminderung
des Gesamt-Mg-Bestandes frihzeitig zu erkennen und durch eine gezielte Mg-
Supplementierung das Risiko fir z. B. eine Diabetes-mellitus- oder Herz-Kreislauf-
Erkrankung zu senken bzw. deren Verlauf positiv zu beeinflussen.

Fidr die in der vorliegenden Arbeit vorgestellte In-vivo-Studie wurden Patienten mit Diabetes
mellitus Typ |l ausgewahlt. Schatzungen =zufolge sind im Jahr 2010 6,4 % der
Weltbevélkerung an behandlungsbedirftigem Diabetes mellitus erkrankt, mit hoher
gesundheitlicher und volkswirtschaftlicher Bedeutung (Deutschland (2007) 8,9%). Die
Tendenz ist steigend mit einem geschatzten Anteil von 7,7 % der Weltbevdlkerung im Jahr
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2030 (IDF 2009). In den letzten Jahren hat sich gezeigt, dass Magnesium signifikant das
Auftreten, die Entwicklung und den Verlauf von Diabetes mellitus Typ Il beeinflusst
(Barbagallo et al. 2007). Diese Stoffwechselerkrankung z&hlt zu den haufigsten Ursachen
eines Mg-Mangels. Zwischen 25—39 % der Diabetes-Patienten sind von einer
Hypomagnesiamie betroffen (de Valk 1999). Studien haben ergeben, dass Magnesium einen
positiven Einfluss auf die Parameter der Blutzuckerkontrolle hat und einer Insulin-Resistenz
entgegenwirkt (Volpe 2008; Gunther 2010). Gleichfalls mindert eine optimale Versorgung
des Kdrpers mit dem Mikronahrstoff das Risiko einer Erkrankung an Diabetes mellitus (Yang
et al. 1999; He et al. 2006). Die gesundheitsbkonomische Tragweite, verbunden mit den
beschriebenen Verknipfungspunkten zum Magnesium-Themen-Komplex machten Diabetes-
mellitus-Patienten zum idealen Probandenkreis fir diese Studie.
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3 MATERIAL UND METHODEN

3.1 IN-VITRO-STUDIE AN JURKAT- UND JVM-13-ZELLEN

3.1.1 Zelllinien und Kulturmedium

Tab.3 Ubersicht tiber die verwendeten Zelllinien und ihrer Charakteristiken

DSMZ

Zelllinie Zelltyp Ursprung Morphologie +
r.

Etabliert aus dem peripheren Blut Runde Zellen:

humane eines 14-jahrigen Jungen mit akuter :
Jurkat leuk&mische lymphoblastischer Leuk&mie (ALL) wach_sen elnze!n ACC
- - oder in Haufen in 282
T-Zellen zum Zeitpunkt des ersten Rezidivs ,
1976 Suspension

Etabliert aus dem peripheren Blut Lymphoblastoide

JVM-13 r;%rlz];rr;?sche eines mannlichen Patienten mit B- Zellen; wachsen ACC
B-Zellen prolymphozytischer Leukamie in Clustern in 19

(PLL) zum Zeitpunkt der Diagnose = Suspension

Fir die Zellexperimente wurden Zellen einer humanen Leuk&mie-Zelllinie verwendet
(Tab. 3). Die JVM-13-Zelllinie wurde bei der Deutschen Sammlung fur Mikroorganismen und
Zellkulturen bestellt (DSMZ, Braunschweig, Deutschland). Die Jurkat-Zelllinie stammte aus
dem Leibnitz Institut fir Nutztierbiologie (FBN, Dummerstorf, Deutschland). Das
Wachstumsmedium fir beide Zelllinien bestand aus RPMI 1640 Medium (Biochrom AG),
10 % bovinem Kalberserum (PAN Biotech GmbH) und 100 pg/ml Penicillin/Streptomycin
(PAN Biotech GmbH). Die exakte Zusammensetzung des Wachstumsmediums ist in
Tabelle 17 (im Anhang) aufgefiihrt. Wahrend der Anzucht und der gesamten Versuchszeit
wurden die Zellen in 25-cm? und 75-cm?-Zellkulturflachen mit FilterschraubverschluB (TPP,
Schweiz) bei 37 °C und 5% CO, im Brutschrank kultiviert. Alle 2 -3 Tage erfolgte ein
Zellsplitting im Verhéltnis 1 : 3 nach den Standards der Zellkultivierung. Ziel war es, die
Zellen in der exponentiellen Wachstumsphase zu halten. Die Bestimmung der Zellzahl und
der Viabilitat erfolgte durch das Auszahlen in der Neubauer-Zdhlkammer und die
Trypanblau-Farbung (nach Freshney 1987). Die In-vitro-Studie wurde am Institut fir
Veterinarphysiologie der FU Berlin durchgefiihrt.
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3.1.2 Experimentelles Setup

Die Jurkat- und JVM-13-Zellen wurden bis zur maximalen Dichte von ca. 1 - 2 x 10° Zellen/ml
im  Wachstumsmedium  kultiviert (Tab.17 im Anhang). Zur Bestimmung der
Gesamtzellmenge wurde der Inhalt aller Flaschen gepoolt, bei 2400 rpm (4 °C) flir 4 min
zentrifugiert und der Uberstand verworfen. Die Zellen wurden in 20 ml frischen Kulturmedium
resuspendiert und ausgezahlt (Neubauer-Zahlkammer). Zur Vorbereitung der
Versuchsdurchfilhrung  wurden  etwa 2,2x 10% Zellen der JVM-13-Zellinie und
3,4 x 10% Zellen der Jurkat-Zelllinie bei 1600 rpm (4 °C) fiir 8 min zentrifugiert, in Hank’s
Balanced Salt Solution (HBSS, PAN Biotech GmbH) mit 1 mmol/l MgCl, und 1 mmol/I CaCl,
resuspendiet und bei 37°C fir 30min inkubiert.  Dieser  30-minutige
Inkubationszwischenschritt in HBSS-Medium mit Mg® und Ca** diente der Adaption der
Zellen an das Versuchsmedium, um unspezifische Veranderungen zu verhindern. Zur
vollstandigen Entfernung aller Spuren von FBS wurden die Zellen erneut bei 1600 rpm (4 °C)
fir 8 min zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen und das Zellpellet in Mg-freiem
Versuchsmedium (HBSS ohne Mg®, 10 % dialysiertes FBS) resuspendiert (Tab. 18 im
Anhang). AnschlieBend wurden in jede Probenflasche ~0,8 x 10° Zellen/ml (7 ml
Gesamtvolumen) (berfiihrt. Das entsprach einer Gesamtzellzahl von ca. 5,6 x 10° Zellen pro
Probe. Die Probenflaschen wurden anschlieBend bei 37 °C und 5 % CO, im Brutschrank
inkubiert. Die Probennahme erfolgte zu festgelegten Zeitpunkten innerhalb eines Zeitfensters
von 72 h, jeweils zwei Proben pro Zeitpunkt. Eine Ubersicht ist in Tabelle 4 dargestellt. Zu
folgenden Zeitpunkten wurde die Inkubation der Zellen in Mg-freiem Medium gestoppt: 0,
30 min, 60 min, 90 min, 120 min, 150 min, 180 min, 5h, 8 h, 12 h, 24 h, 48 h und 72 h. Das
,Ernten” der Zellen erfolgte in folgenden Schritten: Der Inhalt der Zellkulturflasche wurde bei
2500 rom (4 °C) fiur 4 min zentrifugiert, der Uberstand entfernt und die Zellen in
700 pl RA1 Lysepuffer + 7 pl B-Mercaptoethanol lysiert (RA1-Lysepuffer ist Teil des
NucleoSpin RNA Isolation Kit Il der Firma Macherey-Nagel). Wahrend der anschlieBenden
Inkubation auf Eis wurde das Zelllysat mehrfach kraftig gevortext, um eine effektive
Zerstorung der Zellen zu erreichen, die Menge an isolierter RNA zu erhéhen und eine
optimale Stabilisierung zu gewahrleisten. Nach der 10-mindtigen Inkubation auf Eis wurden
die Proben auf eine NucleoSpin-Saule (NucleoSpin RNA Isolation Kit Il; Macherey-Nagel)
pipettiert, bei 13200 rpm 1 min bei Raumtemperatur (RT) zentrifugiert (Homogenisierung der
Probe) und bei -70 °C gelagert.
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Tab.4 Tabellarische Darstellung der Probennahme Uber 72 h im Zellkulturversuch

Probennummer
Zeitpunkt
Probennahme g imol 0 mmol M92+
Mg?®* (2. Probe)
0 1 14
30 min 2 15
60 min 3 16
90 min 4 17
120 min 5 18
150 min 6 19
180 min 7 20
5h 8 21
8h 9 22
12h 10 23
24 h 11 24
48 h 12 25
72h 13 26

3.1.3 Isolierung der Gesamt-RNA

Zur lIsolierung der Gesamt-RNA wurde das NucleoSpin® RNA Il Kit von Macherey-Nagel
verwendet. Alle Schritte wurden nach Anweisung des Herstellers durchgefiihrt. Pro Saule
wurden ca. 5x 10° eukaryotische Zellen verwendet. Fir bessere Ergebnisse in den
Downstream-Analysen wurde ein rDNAse-Schritt zur Beseitigung kontaminierender
genomischer DNA eingeschoben. Die in dem NucleoSpin® RNA Il Kit enthaltene RNAse-
freie rDNAse wurde nach den Vorgaben des Herstellers mit RNAse-freiem Wasser verdinnt
und diese Reaktionsmischung auf den Filter der Saule pipettiert. Die Inkubationszeit betrug
20 min bei RT. Nach dem rDNAse-Schritt wurde der Filter mit der RNA mit 55 pl RNAse-
freiem Wasser Uberschichtet und anschlieBend 1,5 min bei 13200 rpm und RT zentrifugiert.
Zur Erhdhung der RNA-Ausbeute wurde das Eluat ein zweites Mal auf die Saule aufgetragen
und erneut zentrifugiert. Das Endvolumen betrug nach der Zentrifugierung 50 pl. Zur
Gewahrleistung einer RNAse-freien Umgebung wahrend der Isolierung wurden die
Arbeitsflachen und Kunststoffoberflaichen mit RNAZap behandelt. Weiterhin kamen nur
RNAse-freie Filterspitzen und DEPC-behandeltes Wasser zum Einsatz. Die RNA wurde
wahrend der nachfolgenden Schritte auf Eis gehalten bzw. bei -70 °C gelagert.
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3.1.4 Bestimmung der Quantitat und Qualitat der RNA

Zur Bestimmung dieser Parameter wurde sowohl ein UV-Absorptions-Photometer als auch
die Bioanalyzer Lab-on-chip Technologie der Fa. Agilent verwendet.

3.1.4.1 Photometrische Bestimmung der RNA-Konzentration

Unmittelbar nach der RNA-Praparation erfolgte bei einigen Proben eine erste Uberpriifung
der Qualitat und Quantitat mittels UV-Absorptionsmessung bei verschiedenen Wellenlangen.
Die OD-Verhéltnisse 260/280 und OD 260/230 wurden bestimmt. RNA absorbiert bei
260 nm. Eine Absorption bei 280 nm zeigt das Vorhandensein von kontaminierenden
Proteinen, die Absorption bei 230 nm deutet auf eine Kontaminierung durch Salze, Phenolat-
lonen, Thiocyanate und andere organische Verbindungen hin. RNA mit einer guten Qualitét
hat einen OD 260/280-Wert von 1,8 bis 2,0. Die OD-Werte dienten als ein erster Hinweis auf
Proben schlechter Qualitat. Generell wurden alle Proben nachfolgend mit dem Bioanalyzer
von Agilent Uberprift. Als Ausschlusskriterium flr weitere Analysen wurde die RIN
herangezogen (siehe nachstes Kapitel). Wenn die Konzentration der RNA zu hoch und die
Messung nicht mdglich war, wurden die Proben auf 500 pl um 1 : 10 verdunnt. Wahrend der
Arbeit wurden die Proben auf Eis gehalten.

3.1.4.2 Messung mit dem Bioanalyzer von Agilent

Die mittels Bioanalyzer ermittelten Werte waren ausschlaggebend flr alle weiteren
Downstream-Anwendungen. Aufgrund einer zu erwartenden RNA-Konzentration zwischen
25 und 500 ng/pl wurde das RNA 6000 Nano Kit verwendet. Das Agilent RNA Kit und die
RNA Integrity Number (RIN) als ein MaB fir die Qualitéat sind Standard bei der Beurteilung
der Proben hinsichtlich der Qualitat und Quantitat. Die Durchfiihrung der Messung erfolgte
nach den Vorgaben des Herstellers. Die Proben wurden vor dem Aufbringen auf den Chip
2min bei 72°C erhitzt, um Sekundarstrukturen aufzulésen. Wegen der geringen
Probenmenge (1 pl) wurden die Proben durch inverses Pipettieren auf den Chip aufgetragen.
Zur Bestimmung der RIN wurde die 2100 Expert Software von Agilent verwendet. RIN-Werte
zwischen 8 - 10 weisen auf eine Probe mit sehr hoher Qualitat und Integritat hin. Dahingegen
sind Proben mit RIN-Werten unter 3 als qualitativ unzureichend anzusehen. In der
vorliegenden Arbeit wurden Proben mit einer RIN < 6,5 ausgeschlossen. Nach der
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Konzentrationsbestimmung wurden alle Proben auf 100 ng/ul verdiinnt, so dass jede die
gleiche Konzentration an Gesamt-RNA fiir die cDNA-Synthese enthielt.

3.1.5 cDNA-Synthese

Die cDNA-Synthese wurde unter Verwendung des kommerziell erhaltlichen cDNA-Synthese
Kits ,iScript® der Fa. BioRad durchgefliihrt. Es enthalt eine fertige Reaktionsmischung (ein
Mix aus zufélligen Hexameren und oligo (dT) Primern). Pro Reaktionsansatz wurden 100 ng
RNA eingesetzt. Es wurde steriles, RNAse-freies Wasser benutzt. Als Letztes wurde 1 pl
Reverse Transkriptase dem Reaktionsansatz zugegeben. Das Gesamtvolumen pro cDNA-
Synthese-Ansatz betrug 20 pl. Die Transkriptionsreaktion erfolgte im Thermocycler Cyclone
25 der Fa. PEQLAB Biotechnologies GmbH. Das Protokoll des Reaktionsansatzes und das
Thermocyclerprogramm sind im Anhang zu finden (Tab. 19, 20) Nach Ablauf der Reaktion
wurde die cDNA 1 : 5 verdiinnt und bei -20 °C gelagert.

3.1.6 Konventionelle PCR und Agarosegel-Elektrophorese

Zur Uberpriifung der Genexpression der ausgewahlten Gene in beiden Zelllinien und in den
Leukozyten der Diabetes-mellitus-Patienten wurde eine konventionelle PCR (kPCR)
durchgefuhrt, die Produkte anschlieBend auf ein Agarosegel aufgetragen und im elektrischen
Feld aufgetrennt. Gleichzeitig dienten die Ergebnisse der Uberpriifung der Spezifitat der
Primer. Fur die kPCR wurde das Tag PCR Master Mix Kit der Fa. Qiagen verwendet. Der
Reaktionsmix enthélt eine Mischung aus Tag DNA Polymerase, 1x Qiagen PCR-Puffer,
dNTPs und MgCl, (1,5 mmol/l). Die Primer wurden auf 20 pmol/ul verdinnt (in dieser
Verdinnung auch fir die qPCR eingesetzt). Als Template dienten die cDNAs einer Jurkat-
Zell-Probe, einer JVM-13-Zell-Probe, sowie einer Probe der getesteten Patienten (Tab. 21 im
Anhang). Das endglltige Reaktionsgemisch wurde im Cyclon 25 Thermocycler (PEQLAB
Biotechnologie GmbH) bei einer Annealingtemperatur von 58 °C fir 35 Zyklen inkubiert
(Tab. 22 im Anhang). Die amplifizierten Fragmente wurden anschlieBend mit einem Farbstoff
gemischt (6x Orange Loading Dye, Fa. Fermentas) und auf ein 2-prozentiges TAE-
Agarosegel aufgetragen. Zur Detektion der DNA-Fragmente wurde das Gel mit
Ethidiumbromid versetzt (Endkonzentrationen von 1pug/ml). Als GréBenstandard wurden 5 pl
der O’'RangeRuler 20 bp DNA Ladder und der GeneRuler™ Ultra Low Range DNA Ladder
der Fa. Fermentas verwendet. Die Laufzeit des Gels betrug 50 min bei 100 V und 10 min bei
88 V. Nach erfolgreicher Migration der DNA-Proben wurde das Gel unter UV-Licht mit der
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Wellenlange 300 nm untersucht und fotografiert (Chemilmager ™ 5500, Alpha Innotech;
FluorChem Software)

3.1.7 AQuantitative RT-PCR

Fir die Durchflihrung der quantitative Real-Time-PCR wurde der iQ SYBR Green Supermix
(Fa. BioRad) verwendet. Dieser enthalt SYBR Green I|-Farbstoff, Hot-Start iTag DNA-
Polymerase, Puffer und dNTPs (Protokoll Tab.23 im Anhang). Fur die vorliegenden
Experimente wurde Tubulin alpha 1b als Housekeeping-Gen (HKG) aus vorangegangenen
Pilotstudien (durchgefiihrt von Frederike Rolle, Institut fir Veterinar-Physiologie, FU Berlin)
Ubernommen, um die Vergleichbarkeit der Ergebnisse zu gewahrleisten. Eine Optimierung
der HKGs mittels eines Auswahlverfahrens nach den MIQE-Richtlinien wird im Kapitel 3.3
naher erlautert. Die verwendeten Primer der ausgewahlten Gene (Housekeeping-Gen und
Zielgene) waren im Hinblick auf Spezifitat, Effektivitat und optimaler Annealingtemperatur
bereits etabliert. Tabelle 5 zeigt eine Ubersicht (iber die verwendeten Primer.

Jedes einzelne Experiment wurde in einer 96-Well-Platte unter Verwendung des iQ iCycler
und der iCycler Software (Fa. BioRad) durchgefiihrt. Aus Grinden der Genauigkeit und
Reproduzierbarkeit des Real-Time-PCR-Assay beinhaltete das Plattensetup die Proben aller
Zeitpunkte Uber 72 h, jeweils flir Zielgen und Housekeeping-Gen. Zusétzlich wurden noch
jeweils eine Positiv-Kontrolle und eine Negativ-Kontrolle auf der Platte mitgefiihrt. Ein
typisches Plattensetup ist in Abbildung 6 dargestellt.

Jede Probe wurde als Triplett pipettiert. Fir jedes Gen wurde ein Mastermix hergestellt und
auf einer harten 96-Well Platte vorgelegt (Framestar 96, Fa. 4titude). Die Praparation der
Mastermixe erfolgte unter einer sterilen Werkbank um Kontaminationen zu vermeiden. Fir
jede PCR-Reaktion wurde 5 pl cDNA verwendet.
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Tab.5 Primersequenzen und AmplikongréBe der untersuchten Gene

) Oligo- Amplikon
Zielgen Accession- ) . ) )
Primersequenz (5> 3) gréBe -gréBe
(GOI) nummer
(bp) (bp)
Fwd: GATTCTCCTGTACATCGCAGAC 22
SLC41A1 NM_173854 155
Rev: CCCCTATGAGCCAGAGAACA 20
Fwd: ATCAAGCTGCAGCCAAAAGT 20
SLC41A2 NM_032148 204
Rev: GCTAGCAAAAAGGGCACAAG 20
NM_ 001008485 Fwd: CACAAAGATAGTCGGTATCTGACG 24
SLC41A3 144
Isoform 1 Rev: GACCATGGCCAGGATGATT 19
NM_017649 Fwd: TGCAGGTGATCTTCATTTCG 20
CNNM2 189
Isoform 1 Rev: GCAGTGAGCACAGCAGGTAG 20
Fwd: GGGATTGCTTTTGGCTGTTA 20
MagTi  NM_032121 164
Rev: TATGGGCATATGGTGGTCCT 20
NM_144599 Fwd: AACAACCCGTCCAGTCAGAG 20
NIPA1 141
Isoform 1 Rev: GTAGTAGATGGCCCCGAACA 20
- NM_006765 Fwd: ATGGAATGGAGTTCCAGACG 20 o
Isoform a Rev: TCATTAGCTTGCCTGCACAC 20
'NM_017662  Fwd: GGATCTCTCTGCCCTGACTG 20
TRPM6 177
 Isoform a Rev: TTCTCTCCAGCGATCTCCAT 20
Fwd: TGGGAAGGCTGAATATGAGG 20
TRPM7 ~ NM 017672 157
Rev: TCGCTGTCATCCATTGTCAT 20
 Fwd: GCCCTACAACTCCATCCTCA 20
Tubalb  NM_006082 205
- GTCAACATTCAGGGCTCCAT

Rev

20
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v 2 3| 4| s | e | 7| 8 | o | 10| 11| 12
Probe Probe Probe Probe Probe Probe Tubalb Tubalb Tubalb Tubalb Tubalb Tubalb
A O O O O O O O O O O O O
1 1 1 9 9 9 1 1 1 9 9 9
Probe Probe Probe Probe Probe Probe Tubalb Tubalb Tubalb Tubalb Tubalb Tubalb
B O O O O O O O O O O O O
2 2 2 10 10 10 2 2 2 10 10 10

Probe Probe Probe Probe Probe Probe Tubalb Tubalb Tubalb Tubaib Tubailb Tubalb
C O O O O O O O O O O O O
3 3 3 11 11 11 3 3 3 11 11 11

Probe Probe Probe Probe Probe Probe Tubalb Tubalb Tubalb Tubalb Tubailb Tubalb

D O O O O O O O O O O O O

4 4 4 12 12 12 4 4 4 12 12 12
Probe Probe Probe Probe Probe Probe Tubalb Tubalb Tubalb Tubalb Tubalb Tubalb

E O O O O O O O O O O O O

5 5 5 13 13 13 5 5 5 13 13 13
Probe Probe Probe Control Control Control Tubalb Tubalb Tubalb Control Control Control

F O O O O O O O O O O O O
6 6 6 PosC PosC PosC 6 6 6 PosC PosC PosC
Probe Probe Probe Control Control Control Tubalb Tubalb Tubalb Control Control Control

G O O O O O O O O O O O O
7 7 7 NRC NRC NRC 7 7 7 NRC NRC NRC
Probe Probe Probe Control Control Control Tubalb Tubalb Tubalb Control Control Control

H O O O O O O O O O O O O
8 8 8 NTC NTC NTC 8 8 8 NTC NTC NTC

Abb.6 Beispiel eines typischen 96-Well-Plattensetups (Control PosC = Positiv-Kontrolle, Control
NRC = No-Reaction-Kontrolle, Control NTC — No-Template-Kontrolle)

Kontrollen

NTC (No-Template-Control)
Die NTC setzte sich aus dem Mastermix und 5 pl DEPC-Wasser zusammen. Sie enthalt kein

Template (cDNA). Die NTC ist unverzichtbar beim Aufspiren von kontaminierender DNA und
der Bildung von Primerdimeren. In der NTC findet im optimalen Fall keine Amplifizierung
statt. Es kommt jedoch vor, dass auch hier aufgrund einer Kontaminierung oder einer
Dimerbildung der Primer eine Amplifizierungsreaktion ablauft. Dieses Fluoreszenzsignal
kann vernachlassigt werden, wenn die Differenz der Ct-Werte der NTC und der Probe mit
dem héchsten Ct-Wert groBer als 5 ist. Das wird an folgender Berechnung deutlich: Bei einer
Ausgangsmenge von einer Kopie und einer Verdopplung der Kopienzahl bei jedem Zyklus
liegen nach 5 Zyklen 32 Kopien (nach 6 Zyklen 64 Kopien) vor. Das bedeutet bei einer
beliebigen Zyklusanzahl n ist die Kopienanzahl der Probe mehr als 32 mal (64 mal) gréBer
als die Kopienanzahl in der NTC. Bei 5 Zyklen Differenz betragt der Anteil an ungewolltem
Signal 3,125 % (nach 6 Zyklen nur noch 1,56 %). Dieser Prozentsatz liegt unterhalb des
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technischen Fehlers innerhalb der PCR-Replikate. Die gleiche Berechnung ist auch flr die
Amplifizierung der NRC gultig (siehe nachster Absatz).

NRC (No-Reaction-Control, minus Reverse Transkriptase, -RTC)

Zum Ausschluss einer Verfélschung der Ergebnisse durch die Amplifizierung potentiell
vorhandener genomischer DNA wurde stichprobenartig eine zuséatzliche negative Kontrolle
durchgefuhrt. Bei der NRC dient RNA als Template. Die NRC durchlaufen ebenfalls die
cDNA-Synthese, jedoch wurde das Enzym Reverse Transkriptase dem Reaktionsansatz
nicht hinzugefiigt. Die RNA wird nicht umgeschrieben und nur potentiell vorhandene
genomische DNA fUhrt dann in der nachfolgenden gPCR zu einer Amplifizierung. Aufgrund
der Tatsache, dass die verfligbaren RNA-Mengen teilweise begrenzt waren, wurden nur
Stichproben durchgefihrt. Auch hier gilt: eine Amplifizierung in der NCR kann bei einer
Differenz der Ct-Werte von NRC und héchstem Proben-Ct-Wert > 5 vernachléssigt werden.

Positiv Kontrolle

Positiv-Kontrollen sind nitzlich im Falle negativer Amplifizierungsergebnisse. Sie dienen
dann als Nachweis, wenn eine gPCR-Reaktion aufgrund eines Cyclerproblems oder
Problemen mit dem Reaktionsgemisch fehlschlagt bzw. negative Ergebnisse liefert. Diese
Kontrolle sollte dieselben Komponenten enthalten wie die Probenreaktion, aber das
Template muB mit Sicherheit amplifizierbar sein, wenn der gPCR-Lauf wie geplant ablauft.
Als Positiv-Kontrolle diente die sechste Verdlinnungsstufe einer Verdiinnungsreihe eines
konventionellen PCR-Produktes des entsprechenden Zielgens. Sie diente im Plattensetup
gleichzeitig als Inter-Run-Calibrator (IRC).

IRC (Inter-Run-Calibrator)
Ein IRC ist dann erforderlich, wenn nicht alle Proben flir ein zu untersuchendes Gen im

selben PCR-Lauf analysiert werden. IRC sind identische Proben, die immer wieder
mitgefuhrt werden, von hdchster Qualitdt sein sollten und idealerweise immer dasselbe
Ergebnis aufweisen (Ct-Wert).

Der IRC korrigiert die technischen Variationen zwischen den L&ufen. Hierzu wird aus den
(normalisierten)  relativen  Expressionsdifferenzen  der  verschiedenen IRCs der
Kalibrierungsfaktor als geometrisches Mittel errechnet. Dieser Faktor kalibriert die relativen
Expressionsdifferenzen aller Proben eines qPCR-Laufs und Zielgens. So kénnen fiur ein
Zielgen die Ergebnisse der Proben, die in verschiedenen qPCR-Laufen gewonnen wurden,

zuverlassig verglichen werden.
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Nach dem Bestlicken wurden die Platten unter Benutzung eines Thermosealers mit einer
Folie versiegelt (Clear Seal Diamond) und bei 3000 rpm (2 min, 4 °C) zentrifugiert. Danach
erfolgte die Amplifizierung im iCycler (Fa. BioRad) in einem 2-Step-Protokoll (Tab. 24 im
Anhang).

3.1.8 Berechnung der Genexpressions-Ct-Differenz

3.1.8.1 Allgemeine Kinetik der PCR

Generell laufen in jeder PCR vier unterschiedliche kinetische Phasen nacheinander ab. In
der ersten Phase (,Lag-Phase®) findet bereits eine exponentielle Amplifizierung statt, aber
das Fluoreszenssignal liegt noch unterhalb des Hintergrundsignals. Die zweite Phase ist die
logarithmische (log) Phase. In dieser Phase verdoppelt sich idealerweise das PCR-Produkt
bei jedem Zyklus, entsprechend auch das Fluoreszenssignal. Die dritte Phase ist die Phase
der Hemmung (Retardierung). Eine Anh&ufung des PCR-Produkts hemmt wichtige Faktoren
und Enzym und Substrat sind fast aufgebraucht. Die vierte Phase ist die stady-state Phase,
in der keine Amplifizierung mehr erfolgt. Fur die Analyse der Daten einer PCR ist die zweite
Phase, die logarithmische Phase, entscheidend und kann mathematisch mit folgender
Gleichung 1 beschrieben werden:

Fluoreszenssignal nach n Zyklen
Fluoreszenssignhal zu Beginn (nach 0 Zyklen)
Anzahl der Zyklen

Effizienz der Reaktion (0= E = 1)

b }

R,= Ry (1+E)" (1)

m= %

Wichtige Parameter zur Berechnung:

Far die Auswertung einer PCR missen grundséatzlich pro Well zwei Werte bestimmt werden:
der Ct-Wert und die Effizienz einer PCR.

Ct-Wert

Der Ct-Wert oder auch Cp-Wert (Cycle Threshold bzw. Crossing Point) ist die Anzahl der
PCR-Zyklen, die nétig sind, um ein konstant definiertes Fluoreszenzniveau zu erreichen
(Schwellenwert, Threshold). Dieser Schwellenwert muss immer in der exponentiellen
(logarithmischen) Phase gesetzt werden: tGiber dem Hintergrundsignal und vor dem Erreichen
der Hemmphase (Abb. 7). Fir die Bestimmung der Ct-Werte in der vorliegenden Arbeit
wurde der Threshold bei allen PCR-Laufen auf 100 eingestellt, um die Ct-Werte
untereinander vergleichen zu kénnen. Im Falle einer 100% Effizienz einer PCR zeigt ein um

eine Einheit geringerer Ct-Wert die doppelte Menge an spezifischer cDNA an.
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Abb.7 Kinetik der gPCR. Die Fluoreszenz R, (y-Achse) wird gegen die Zyklenzahl n (x-Achse) linear
(linke Grafik) und halb-logarithmisch (rechte Grafik, y-Achse logarithmiert) aufgetragen. Der
Ct-Wert wird in der exponentiellen Phase gesetzt (farbiges Rechteck). Ry ist das
Fluoreszenzsignal nach Ct-Zyklen (modifiziert nach Schefe et al. 2006).

Effizienz

Theoretisch gesehen verdoppelt sich das PCR-Produkt in der exponentiellen Phase der PCR
bei jedem Zyklus. Das stellt einen optimalen Verlauf dar und entspricht einer Effizienz von
100 % bzw. E = 1. Praktisch liegen die Effizienzen jedoch zwischen 0,65 und 0,95 (65 und
95 %), da viele Faktoren die Reaktion beeinflussen und hemmen. Einige biologische qPCR-
Inhibitoren sind: Heparin (aus peritonealen Mastzellen), Polysaccharide (z. Bsp.
Glykogen >2 mg/ml), Proteine (z. Bsp. Hadmoglobin) (Bustin 2004). Aus diesem Grund ist es
fir eine exakte Analyse wichtig, die tatséchliche Effizienz zu ermitteln. Dafiir gibt es mehrere
maogliche Anséatze. Zum einen kann die Effizienz Uber eine Standardkurve bestimmt werden.
Mehrere Verdinnungsstufen einer Verdinnungsreihe werden zusatzlich auf der Platte
mitgeflihrt. Generell verhalt sich der Ct-Wert umgekehrt proportional zum Logarithmus der
Ausgangsmenge. Werden die Ct-Werte der einzelnen Verdiinnungen der Verdinnungsreihe
gegen den Logarithmus der inititalen DNA-Konzentration aufgetragen, kann grafisch eine
Regressionsgerade dargestellt werden. Anhand dieser Geraden kénnen dann unter anderem
der Regressionskoeffizient /, der Anstieg s (slope) und die Effizienz (E) berechnet werden.
In der vorliegenden Arbeit wurde jedoch ein Verfahren gewdhlt, bei dem es auch ohne eine
Standardkurve méglich ist, aus jeder Amplifizierung pro Well eine Regressionsgerade zu
erstellen. Dies basiert auf der Berechnung des Logarithmus der Fluoreszenzmenge bei
jedem Zyklus. In der exponentiellen Phase der PCR-Kurve ergibt sich dann eine lineare
Regression. Nun ist es mdglich, sowohl aus dem Anstieg s, als auch direkt aus den
Fluoreszenzwerten die Effizienz E zu ermitteln. Fur die genaue Berechnung der Effizienz
muss diese Gerade so definiert werden, dass sie drei bis sechs Datenpunkte beinhaltet, den
héchstmdglichen  Anstieg und gréBtmdglichen  Korrelationskoeffizienten  (Pearson-
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Korrelationskoeffizient , siehe Kapitel 3.1.8.3) aufweist. In der halb-logarithmischen
Darstellung Iasst sich eine Regressionsgerade bestimmen (Abb. 8).
logR,

' X
y=mx+b

m=s=log(1+ £E)

> N

Abb.8 Bestimmung der Effizienz der PCR. In der halb-logarithmischen Ansicht kann anhand der
Trendlinie in der exponentiellen Phase der Anstieg s (slope) und damit die Effizienz E
berechnet werden (modifiziert nach Schefe et al. 2006).

Mithilfe des Anstiegs s der Regressionsgerade lasst sich die Effizienz berechnen (nach
Schefe et al. 2006). Gleichung (1) ist die Basisformel jeder gPCR. Nach Bestimmung des
Logarithmus erhélt man Gleichung (2).

R,= Ry (1+E)" | 1g (1)

IgR, = Ig(1+E) - n +IgR, 2)
Durch einen Koeffizientenvergleich mit der allgemeinen Geradengleichung der Form

y = mx +b zeigt Gleichung (2) die Natur einer Geraden mit der Steigung s = Ig(1+E).
Umgestellt nach 1 + E ergibt sich Gleichung (3).

1+E=10° (3)

Fluoreszenssignal nach n Zyklen
Fluoreszenssignal zu Beginn (nach 0 Zyklen)
Anzahl der Zyklen

Anstieg (slope)

Effizienz der Reaktion (0= E£<1)

fre.

me = 30

In der vorliegenden Arbeit wurde die Effizienz direkt aus den Variablen R, und R, bestimmt.
Dafiir wurde die allgemeine Gleichung (1) fir eine qPCR R,= Ry- (1 + E), wiederum
logarithmiert und nach 1 + E umgestellt und man erhalt Gleichung (4), die zur Berechnung

der Effizienz verwendet wurde.
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4

3.1.8.2 Relative Quantifizierung

Bei der relativen Quantifizierung wird die Genexpression eines Zielgens auf ein weiteres
nicht reguliertes, ubiquitares Housekeeping-Gen (HKG) oder auf einen HKG-Index bezogen.
Dieser Vorgang wird als Normalisierung bezeichnet. Der HKG-Index bei mehreren
verwendeten HKGs entspricht dem Normalisierungsfaktor als geometrisches Mittel der
einzelnen HKG-Werte. Es werden keine Startkopienzahlen oder —konzentrationen bestimmt,
sondern die Expressionsdifferenz.

Die Berechnung der Expressionsdifferenz kann Gber die AACt-Methode (Effizienz der gPCR-
Reaktion ist eine angenommene Verdopplung der DNA bei jedem Schritt) oder eine
genauere, die Effizienz korrigierende, Methode erfolgen. Letztere ist die in dieser Arbeit
angewandte GED-Methode (Genexpressions-Ct-Differenz). Das allgemeine Prinzip wird im
Folgenden erldutert. Bei beiden Methoden wird im ersten Schritt fir jede untersuchte Probe
der Ct-Wert des HKGs vom Ct-Wert des Zielgens (GOI) subtrahiert (Normalisierung)
(Gleichung (5)).

ACt = Ct (GOI) — Ct (HKG) (5)

Nach dieser Normalisierung wird vom ACt-Wert der experimentell behandelten Probe der
ACt-Wert der Kontrolle abgezogen (Gleichung (6)).

AACt = ACt Behandlung — ACt Kontrolle (6)

Geht man von einer Verdopplung der DNA bei jedem Zyklus aus, kann die Berechnung des
Expressionsunterschieds mit Gleichung (7) beschrieben werden:
Rafio = 222 (7)

In Gleichung (5) und (6) wird fir alle Gene eine Effizienz von 100 % (E=1 bzw. E+1=2)
angenommen. Aufgrund dieser Verdopplung bei einer Effizienz von 100 % ist die Basis in
der exponentiellen Formel 2 (siehe Gleichung 7). Die Basis bei einer Effizienz ungleich
100 % wird als E + 1 beschrieben. In der Praxis liegen die realen Effizienzen unter optimalen
Reaktionsbedingungen bei 1,7 —1,9 (wenn E + 1; entspricht 70 - 90 %) Aus diesem Grund
wurde die effizienzkorrigierte relative Quantifizierungsmethode auf der Grundlage der AACt-
Methode entwickelt und als GED benannt (Schefe et al. 2006). Die GED-Methode
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berlcksichtigt die biologischen und technischen Schwankungen des exponentiellen
Fluoreszenzkurvenverlaufs und ist unabhangig von einer Standardkurve (6konomischer
Vorteil). Schefe, Lehmann et al. (2006) leiteten aus der allgemeinen Formel fiir die Kinetik
der PCR eine Formel ab, die die individuellen, realen Effizienzwerte einer Amplifizierung
berlcksichtigt. In ihrer Veréffentlichung werden die Begriffe ,relative Expressions-Ratio® und
,GED-Wert" definiert. Die Bestimmung der relativen Expressions-Ratio (rER) eines ,gene-of-
interest® GOI (relativ zu einem Housekeeping-Gen HKG) in einem ,sample(Probe)-of-
interest” SOI (relativ zu einer Referenzprobe ref) unter Verwendung der realen Effizienzen
der einzelnen Gene ergibt den GED-Wert. Der GED-Wert ist also gleichzusetzen mit der
relativen Expressionsratio rER.

Die Gleichung (8) gilt fiir die Anwendung bei einer aus allen Wells gemittelten Effizienz E fur
jedes Gen:

R (SOI) _ (1 + E(GO1))=(E2)

GED = /ER = = (8)
Ruarn (60 (14 E(HKG)

Fir den ACt-Wert in Gleichung (8) wird die Gleichung (9) (aquivalent zu Gleichung (4))
eingesetzt.

ACt{gene) = Cl{gene;SOI) — Ct{gene;ref) (9)

R relative Quantitat des GOl relativ zum HKG
Effizienz der Reaktion

SOl Sample-of-Interest (Versuchsprobe)

ref Referenz-Probe (unbehandelt, gesund etc.)
GO! Gene-of-Interest (Zielgen)

HKG Housekeeping Gen

fER  relative Expressions-Ratio

GED Gen-Expressions-Ct-Differenz

naren

Die Gleichung (10) gilt fir die Anwendung bei individuellen E fir jedes Gen und jedes Well:

GED = /ER (1 + E(HKG; SOf))C! (HKGSO) (1 + E(HKG; ref)) S (e o
=5 = .
(1+ E(GOLSON)TS50 (1 + E(GOLre)) ™/

Far die Auswertung der Expressionsdaten in der vorliegenden Arbeit wurde ein Excel-
basiertes Programm benutzt, in welchem die oben erlduterten Gleichungen zur relativen
Quantifizierung mit Effizienzkorrektur implementiert wurden. Dieses Programm wurde von
Katharina Wolf (Institut fiir Veterinar-Physiologie, FU Berlin) aus Grinden der Vereinfachung,
der Datenspeicherung und statistischen Auswertung erstellt und ist Grundlage fir alle hier
aufgefiihrten Expressionsanalysen.
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Fir die GED-Wert-Berechnung wurde der Wert der Referenzprobe (z. B. die unbehandelte
Probe) auf Null gesetzt und der Wert der Versuchsprobe somit zum Wert Null in Beziehung
gesetzt. Diese Berechnung erfolgt auf Grundlage der Gleichung (10). Setzt man in
Gleichung 10 sowohl fir das SOI als auch flr die ref die Referenzprobe ein, so ergibt sich
eine GED = 1. Von diesem GED-Wert wird 1 subtrahiert und die Referenzprobe erhalt damit
den Wert Null. Ausgehend von einem Null-Wert ist eine Auf- und Abregulierung des Zielgens
schnell erkennbar.

3.1.8.3 Statistische Betrachtungen

Es gibt zwei Mdglichkeiten, die fir jedes Well berechnete Effizienz in die weiteren
Berechnungen einzubinden. Zum einen kann mit einzelnen Effizienzen pro Well
weitergerechnet werden, zum anderen kann fir ein Gen aus den einzelnen Effizienz-Werten
ein Mittelwert E; gebildet werden, der dann far alle Wells einheitlich zur Berechnung des
GED-Werts genutzt wird.

Peirson et al. (2003) untersuchte beide Methoden hinsichtlich ihrer Genauigkeit und kam zu
dem Ergebnis, dass schon kleine Variationen in der Effizienz E zu einer ungenauen
Berechnung der GED fihren. Auf Grund dessen wird empfohlen, die GED-Werte mit einem
gemittelten Eg zu berechnen. Hierzu wird der geometrische Mittelwert errechnet (Gleichung

(11)).

G=Q/x1-x2-x3...-xn (11)

Bar et al. (2003) zeigten, dass Es einer Normalverteilung folgt. Folgende statistische
Anforderungen werden an eine Berechnung mit Eg gestellt:

E_+0,039; SD(E,) = 0,02; Konfidenzintervall 95%

Die Zahl der Zyklen, die in den Bereich der linearen Regression fallen, ist begrenzt. Wichtig
ist, stark abweichende Werte (AusreiBBer) aus der Effizienzberechnung herauszunehmen. Die
Anzahl der Kurvenwerte sollte nach Ramaker et al. (2003) zwischen drei und sechs liegen.
Far die hier zugrundeliegenden Berechnungen wurden acht Fluoreszenzwerte im Bereich
der linearen Regression ausgelesen und anhand des Regressionskoeffizienten /# von
AusreiBern bereinigt. Dieser zeigt an, wie genau die Daten auf der Regressionsgeraden
liegen bzw. wie linear die Daten sich verhalten. Dieser Wert ist ein MaB flr die Variabilitat
zwischen den Replikaten. Eine deutliche Differenz in den Ct-Werten der Replikate senkt den
r>-Wert. Ein r>Wert gréBer 0,980 ist erwiinscht. Gleichung (12) zeigt die Formel zur
Berechnung des r>-Werts
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~ 2 x  Zyklus
) 2((=-%) - (y;-5)) (12) y  Fluoreszenswerte
(logarithmiert)

\/Z(Xi_ %)° '\IZ(% -y x/y Mittelwerte

Als Grundlage fir die statistische Analyse wurden zur Verringerung des technischen Fehlers
in Tripletts pipettiert. Ausgehend von einem pipettierten Triplett wurden pro Gen (GOI bzw.
HKG) und Probe (SOI bzw. ref) jeweils drei einzelne Ct-Werte ermittelt (Ct;, Ct, und Ct3). Um
zwei Proben miteinander zu vergleichen wurden pro Gen und Probe aus diesen drei Ct-
Werten eines Tripletts drei verschiedene GED-Werte (mit gemittelter Es) bestimmt. Unter der
Annahme, dass die GED-Werte flir ein SOI normalverteilt sind (fiir die Ct-Werte und die E.-
Werte trifft dies zu), kdnnen daraus ein Mittelwert und die Standardabweichung (SD)
kalkuliert werden.

3.1.8.3.1 Signifikanzbestimmung

Basierend auf der im Abschnitt 3.1.8.2 beschriebenen Berechnung der GED-Werte pro
Probe und der dazugehdrigen SD-Werte wurde fur die Bestimmung der Signifikanzen der t-
Test nach Welch (unterschiedliche SD-Werte, mit gleicher oder ungleicher
StichprobengréBe) durchgefthrt. Daflr wurde fir die einzelne Probe aus den GED-Werten
der Wiederholungen bzw. Versuchsdurchlaufe der arithmetische Mittelwert gebildet. Die SD
wurde mit der Fehlerfortpflanzung ermittelt (Gleichung (13)).

SD =ySD} + SD2+..SD (13)
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3.2 IN-VIVO-STUDIE AN DIABETES-MELLITUS-PATIENTEN

3.2.1 Studienablauf und Probanden

Der Verlauf der In-vivo-Studie an Patienten mit einem nicht-insulinabh&ngigem Diabetes
mellitus Typ Il erfolgte in zwei Phasen. In der ersten Phase wurden die in die Studie
eingeschlossenen Patienten auf Veranderungen im Expressionsprofil potentieller Mg-
sensitiver Gene getestet. Die Beprobung erfolgte Uber eine Blutentnahme. Probanden, die in
Phase 1 eine erhdhte Expression eines oder mehrerer Mg-sensitiver Gene aufwiesen,
wurden in Phase 2 Uber vier Wochen mit 300 mg Magnesiumcitrat (Magnesium Diasporal
300, Fa. Protina Pharmaceutical GmbH, Deutschland) supplementiert. Als
Einschlusskriterium galt eine Erkrankung an einem nicht-insulinabhangigen Diabetes mellitus
Typ Il. Insgesamt wurden 115 Patienten in die Untersuchung eingeschlossen. Zusatzlich
dienten 15 gesunde Patienten als Referenzprobe. Diese Studie wurde von der Ethik-
Kommission des Zentralen Militarkrankenhauses/Fakultatshospital der Katholischen
Universitat in Ruzomberok/Slowakei genehmigt.

3.2.2 Experimentelles Setup

3.2.2.1 Blutentnahme und Leukozytenisolierung

Die Blutentnahme, Leukozytenisolierung und intrazellulire Mg?*-Messung wurde in einer
ambulanten Klinik in Ruzomberok/Slowakei durchgefiihrt. In ein Li-Heparin-beschichtetes
Blutentnahmerdéhrchen wurden 5 ml Blut entnommen. Davon diente 1 ml zur Bestimmung
der totalen Plasma-Mg-Konzentration mittels Atom-Absorptionsspektrometrie. Aus den
verbleibenden 4 ml Blut wurden mit Hilfe des Leukosep™-Systems (Fa. Greiner Bio One) die
Leukozyten nach dem Protokoll des Herstellers isoliert. Die isolierten Leukozyten wurden
danach zur Stabilisierung in RNALater (Fa. Ambion®) verbracht und bei -20°C bis zur RNA-
Aufreinigung gelagert.

3.2.2.2 |Isolierung der RNA

Zur lIsolierung der RNA aus den Leukozyten wurde das NucleoSpin® RNA Il Kit von
Macherey-Nagel (Duren, Deutschland) verwendet (Arbeitsschritte wie in Kapitel 3.1.3
beschrieben).
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3.2.2.3 Qualitats- und Quantitdtsbestimmung, cDNA-Synthese, kPCR,
Gelelektrophorese, gPCR

Die Integritat, Reinheit und der Gehalt an RNA in den Proben wurde, wie in Kapitel 3.1.4
beschrieben, bestimmt. Einige Messungen wurden mit dem Nanodrop ND-1000 (Fa. Peglab
Biotechnologie, Erlangen, Deutschland) durchgefiihrt. Die Protokolle der cDNA-Synthese
und gPCR entsprechen den in den Kapiteln 3.1.5 und 3.1.7 beschriebenen.

Einzig das Plattensetup unterschied sich leicht. Es wurden pro qPCR-Platte neun
Patientenproben, vier Proben einer Misch-RNA von 15 gesunden Probanden als
Referenzprobe, eine NTC, eine NRC und eine positiv Kontrolle pipettiert. Die Bestimmung
der Genexpression erfolgte ebenfalls nach der GED-Methode von Schefe, Lehmann et al.
(2006).

3.2.3 Magnesiumbestimmung im Plasma und in Leukozyten

Die Bestimmung der Plasma-Mg-Werte erfolgte aus dem Serum mittels Atom-
Absorptionsspektrometrie (Flammen-AM-Spektrometer M Serie, Fa. Thermo Scientific).
Hierbei wurde der extrazellulare Gesamt-Mg-Wert ([Mg]pasma) bestimmt. Die Messung wurde
an der Klinik fur Klauentiere der FU Berlin unter Leitung von Herrn Dr. Hilmert durchgefihrt.
Die intrazellulare Mg®*-Bestimmung (freies intrazellulares Mg®, [Mg®'Tina) Wurde unmittelbar
im Anschluss an die Probenentnahme von Herrn Dr. Kolisek (Institut fir Veterinar-
Physiologie, FU Berlin) durchgefiihrt. Dazu wurden die isolierten Leukozyten (siehe Kapitel
3.2.2.1) mit Mag-Fura-2 beladen und im Spektrofluorometer gemessen. Mag-Fura-2 ist ein
Fluoreszenzfarbstoff (Indikator) zur intrazellularen Mg?*-Bestimmung. Die Zellen werden
dabei mit der Esterform des Farbstoffes beladen, der innerhalb der Zelle durch Esterasen
hydrolytisch gespalten wird. Mag-Fura-2 bindet freies Mg® und verandert dabei die
Exzitationswellenlange. Das Exzitationsmaximum fir Mag-Fura-2 liegt bei einer Wellenlange
von 380 nm. Mit zunehmender Mg®*-Konzentration und damit steigender Konzentration an
Mag-Fura-2-Mg®*-Komplexen in der Messlésung verschiebt sich das Exzitationsmaximum
von A=380 nm auf A=340 nm (,excitation shift“), d. h. die Fluoreszenzintensitat nimmt bei 340
nm zu und bei 380 nm ab. Zur Berechnung der lonenkonzentration wurde das Verhaltnis der
Fluoreszenzintensitaten bei den Exzitationsmaxima fir freies Mag-Fura-2 und Mag-Fura-2-
Mg®*-Komplex in der zu untersuchenden Probe bei 340 nm und 380 nm bestimmt (ratio
340/380). Der Vorteil der Bestimmung des Verhaltnisses der Fluoreszenzintensitaten zweier
unterschiedlicher Wellenlangen liegt darin, dass Veranderungen des Farbstoffes,
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Anderungen der absoluten Farbstoffkonzentration und bleaching-Effekte keine Auswirkung
auf die Berechnung der lonenkonzentrationen haben.

Vor der Durchfihrung der Messung wurden die Leukozyten in PBS gewaschen und
schlieBlich in einer Ca®*- und Mg?'-freien Hank’s Balanced Salt Solution (CMF-HBSS, pH
7,4) resuspendiert. Das Beladen der Zellen mit 7,5 mmol/l Mag-Fura-2 AM erfolgt fir 30 min
bei RT in Gegenwart von Pluronic F-127 (1 pl pro 200 pl Reaktionsgemisch). Nach einem
erneuten Waschen in CMF-HBSS wurden die Zellen fir weitere 30 min inkubiert, um die
vollstandige Entesterung des Fluoreszensfarbstoffes zu ermdglichen. AnschlieBend wurden
die Zellen zweimal in CMF-HBSS gewaschen, um extrazellulares Mag-Fura-2 zu entfernen
und danach in CMF-HBSS mit Zusatz von 0,3 mmol/l Mg®* (HBSS") tberfiihrt, wo sie bis zur
Messung der intrazellularen freien Mg®*-Konzentration ([Mg*]wa) verblieben. Die Messungen
erfolgten in 3 ml-Kivetten bei RT. Die Zellsuspension (2 ml, HBSS®) wurde durch Rihren in
Bewegung gehalten. [Mg*]i.wa Wurde durch Messen der Fluoreszenz der beladenen Zellen in
einem Spektrofluorometer (LS55 Fa. PerkinElmer) bestimmt. Dies erfolgte unter Verwendung
des schnellen Filtersystems (fast filter), das es ermdglicht, in 20-ms-Intervallen Exzitationen
bei 340 und 380 nm und Emission bei 515 nm zu messen.

Die [Mg®|nwa-Werte wurden aus dem Verhaltnis 340/380 nm nach der Formel von
Grynkiewicz et al. (1985) (Gleichung (74)) unter Verwendung der Software FL WinLab V
4.00.03 (Fa. PerkinElmer) berechnet.

R- Rmin Sf?
flon] = K,* . (14)
Rmax_ R Sb?
R (ratio) Verhaltnis der Fluoreszenzintensitaten bei den Exzitationsmaxima flr

den freien Indikator und den Indikator-lonen-Komplex in der zu
untersuchenden Probe

R Verhaltnis der Fluoreszenzintensitaten fur den vollstandig mit lonen
gesattigten Indikator
R Verhaltnis der Fluoreszenzintensitaten fur den freien Indikator

S, bzw. 5,  Maximale Fluoreszenzintensitat des Indikators ohne divalente lonen
bzw., wenn divalente lonen im Uberschuss vorhanden sind
K4 Dissoziationskonstante des Indikator-lonen-Komplexes

Die zur Berechnung der lonenkonzentrationen benétigten Parameter Ryin und Rmax (Si2 See,
Kg) wurden am Ende jeder Messung gewonnen. Fir den Mag-Fura-2-Mg?*-Komplex wurde
eine Ky von 1,53 mmol/l fir die Berechnungen verwendet. Sy,/Sp; ist das Verhaltnis zwischen
der Exzitationsfluoreszenz der Wellenlange 2 (mit subtrahiertem Hintergrundsignal) ohne
Magnesium und mit gesattigter Mg-Konzentration. Das minimale (Rmin) und maximale (Rmax)-
Verhaltnis wurden am Ende jedes Experiments bestimmt. Rma« fir Mag-Fura-2 wurde durch
die Zugabe von SDS (10% w/v) zur Zelllyse und 30 mmol/l MgCl, ermittelt. R, wurde durch
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3 Material und Methoden Methodenoptimierung mit MIQE

Zugabe von 50 mmol/l EDTA (pH 7,4) detektiert. Durch EDTA wurden alle Mg-lonen aus der
Lésung entfernt. Die endgiltige [Mg®']ims—Konzentration wurde als Mittelwert aus den
[Mg®'Tina—Werten der ersten 30 sek der Messung berechnet.

3.3 METHODENOPTIMIERUNG MIT MIQE

3.3.1 MIQE

“The Minimum Information for Publication of Quantitative Real-Time PCR Experiments”
(MIQE)-Richtlinien wurden von einer Gruppe Wissenschaftlern um Stephen A. Bustin,
Michael W. Pfaffl, Jan Hellemans und anderen ins Leben gerufen. In diesen Richtlinien sind
die minimalen Informationen festgelegt, die nétig sind, um die Zuverlassigkeit und
Wiederholbarkeit publizierter gqPCR-Ergebnisse kritisch bewerten zu kénnen. Transparente
Arbeitsablaufe von der Probenentnahme bis hin zur Datenauswertung ermdglichen das
Aufdecken von Fehlern in allen Phasen der gPCR: vom fehlerhaften Design eines Versuchs
bis hin zur fehlerhaften Datenauswahl bei der Normalisierung (Bustin et al. 2009).

3.3.2 Bestimmung der Genexpressionsstabilitdt M der Housekeeping
Gene mit ,,geNorm*

Beziglich der Normalisierung stellt MIQE insbesondere die Anforderung einer kritischen
Hinterfragung der Eignung des HKGs. Es wurden Verfahren entwickelt, mit denen flr jedes
Gewebe und jeden physiologischen/pathologischen  Zustand die  optimalen
Normalisierungsgene gefunden werden kénnen. Wahrend bei den ersten Versuchen noch
mit nur einem, in der Literatur empfohlenen, HKG normalisiert wurde, erfolgte bei spateren
Versuchen die Messung mehrerer HKGs.

Entsprechend der MIQE-Richtlinien und unter Zuhilfenahme der Software gbase™ wurden
die in den Experimenten verwendeten Housekeeping-Gene erneut auf ihre Eignung getestet.
Die Expressionsstabilitat eines HKGs variiert je nach Zell- und Gewebetyp. Eine individuelle
Anzahl von stabilen HKGs ist Voraussetzung flr eine exakte Normalisierung der Proben, um
technische Variationen korrekt auszugleichen. Deswegen ist es wichtig, mittels einer
reprasentativen Probenauswahl die fir das spezifische Experiment optimale Anzahl an
stabilen HKGs zu ermitteln.

,geNorm“ ist eine Analysesoftware, die aus einer Zahl von getesteten HKGs zwei
wesentliche MaBe berechnet: den Wert M, als MaB fiir die Stabilitdt der Genexpression und
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3 Material und Methoden Methodenoptimierung mit MIQE

die paarweise Variation V, als MaB fur die Anzahl von Genen, die flr eine zuverlassige
Berechnung des Normalisierungsfaktors nétig sind. Das MaB fir die Genstabilitdt M eines
Gens ist das arithmetische Mittel der paarweisen Variation V dieses Gens mit allen anderen
getesteten HKGs. Das Programm erlaubt den Ausschluss der HKGs mit dem schlechtesten
M-Wert (héchster M-Wert) und berechnet fur die verbliebenen HKGs einen neuen M-Wert.
So entsteht eine Rangordnung innerhalb der Gene. Die HKGs mit dem niedrigsten M-Wert
weisen die stabilste Expression auf. Die der Berechnung zugrunde liegenden Formeln sind
bei Hellemans et al. (2007) nachzulesen.

M-Werte unter 0,5 weisen auf ein stabil exprimiertes Gen in einem relativ homogenen
Probenpool hin. Bei einem heterogenen Probenpool kann auch ein M-Wert von 1 noch auf
ein stabil exprimiertes Gen hinweisen. M-Werte unter 0,2 deuten auf eine sehr hohe Stabilitat
hin. Das wird gewdhnlich bei der Verwendung genomischer DNA als Probe oder bei sehr
stabil exprimierten Gene beobachtet. Hinsichtlich des V-Wertes ist bei einem Wert unter 0,15
ein zusatzliches HKG nicht mehr erforderlich.

An das Setup zur Bewertung der ausgewahlten HKGs werden folgende Anforderungen
gestellt:

An die Proben: Probenanzahl = 10, reprasentativ flr das aktuelle Experiment (Probentyp und
Probenqualitét), Einbeziehung aller Gruppen zu gleichen Anteilen

An die HKGs: Anzahl der zu testenden Gene = 8, Auswahl aus verschiedenen funktionalen
Klassen und unterschiedlichen Wegen zur Reduzierung der Wahrscheinlichkeit der Co-
Regulation

In der vorliegenden Arbeit wurden diese Vorgaben berlcksichtigt. Es wurden neun (fir die
Jurkat-/JVM-13-Zellen) bzw. elf (fir die humanen Leukozyten, Diabetes-Patienten)
potentielle HKGs getestet. Die Auswahl der Gene inklusive der Primersequenz wurde den
Veréffentlichungen von Vandesompele et al. (2002), Dhanasekaran et al. (2010) und
Radonic et al. (2004) entnommen (Tab. 6). Zusatzlich wurde das fir die vorliegenden
Versuche verwendete Tubulin alpha 1b auf seinen M-Wert getestet. Es wurden jeweils elf
Proben pro Zelllinie und elf Proben der Diabetes-mellitus-Patienten entsprechend den
Empfehlungen ausgewahlt. Die cDNA-Synthese erfolgte wie im Kapitel 3.1.5 beschrieben.
Alle Proben eines Versuchsansatzes wurden zusammen mit einer NTC in Dupletts auf eine
96-Well-Platte (Fa. Applied Biosystem) pipettiert. Es entspricht dem optimalen Plattensetup,
wenn alle Proben fir ein HKG auf derselben Platte gemessen werden (Proben-
Maximierungs-Setup; Abb. 37 im Anhang). Die gPCR lief im ViiA7 (Fa. Applied Biosystem)
mit einem 2-Step-Protokoll unter Verwendung von SybrGreen als Fluoreszenzfarbstoff
(Protokoll siehe Tab. 24 im Anhang).

Die Primer wurden bei der Firma Eurofins MWG Operon bestellt und vor der gPCR mittels
konventioneller PCR und Agarose-Gelelektrophorese (im Kapitel 3.1.6 beschrieben) auf ihre
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Spezifitat getestet. Die Annealingtemperatur betrug 58 °C, da die Primer aller verwendeten
GOls bei dieser Temperatur arbeiten. Die Auswertung der Daten erfolgte mit der in der

Plus

Software gbase™™ integrierten Applikation ,geNorm*® (Biogazelle).

Tab.6 Ubersicht tiber die getesteten HKGs zur Optimierung des qPCR-Assays

Accession- Amplikon-
Symbol N Name Primersequenz groBe
ummer
(bp)
, _ Fwd TGCTGTCTCCATGTTTGATGTATCT
B2M NM_004048 beta-2-microglobulin 86
Rev TCTCTGCTCCCCACCTCTAAGT
3. Fwd TGCACCACCAACTGCTTAGC
GAPDH  NM_002046.3 dGI)r/]c%raldehyde 3-phosphate 87
ehydrogenase Rev GGCATGGACTGTGGTCATGAG
_ Fwd GGCAATGCGGCTGCAA
HMBS NM_000190.3 Hydroxymethyl-bilane synthase 86
Rev GGGTACCCACGCGAATCAC
i ibosvl-  Fwd TGACACTGGCAAAACAATGCA
HPRT1  NM_000194.2 Hypofxanth|n1e phosphoribosyl 94
transferase Rev GGTCCTTTTCACCAGCAAGCT
N , Fwd CCTGGAGGAGAAGAGGAAAGAGA
RPL13A  NM_012423.2 - Ribosomal protein L13a ! : 126
Rev TTGAGGACCTCTGTGTATTTGTCAA
i Fwd TGGGAACAAGAGGGCATCTG
SDHA NM_004168.2 Sucmlnate d%hyqtroAgenase 86
compiex, subuni Rev CCACCACTGCATCAAATTCATG
_ Fwd CTGGAACGGTGAAGGTGACA
ACTB NM_001101.3 beta Actin 140
Rev AAGGGACTTCCTGTAACAACGCA
o Fwd ATTTGGGTCGCAGTTCTTG
uBC NM_021009.5 Ubiquitin C 133
Rev TGCCTTGACATTCTCGATGGT
Tyrosine 3-monooxygenase/ Fwd ACTTTTGGTACATTGTGGCTTCAA
YWHAZ  NM_001135699.1 lryptophan 5-monooxygenase 94
activation protein, zeta Rev CCGCCAGGACAAACCAGTAT
polypeptide
Fwd GCACCACGTCCAATGACAT
RP Il NM._000937.4 Polymerase (RNA) Il (DNA d 067
directed) polypeptide A Rev GTGCGGCTGCTTCCATAA
_ _ Fwd GCTTCCTGGAGGGTGTCC
HuPO NM_001002.3 Ribosomal protein, large, PO 105
Rev GGACTCGTTTGTACCCGTTG

_ Fwd GCCCTACAACTCCATCCTCA
Tubalb  NM_006082.2  Tubulin, alpha 1b . 205
Rev GTCAACATTCAGGGCTCCAT =

63



3 Material und Methoden Methodenoptimierung mit MIQE

3.3.3 Vergleichende Berechnungen im Hinblick auf eine Optimierung
des Housekeeping-Gens

In einem Vergleich wurden von 20 cDNA-Proben humaner Leukozyten die Expressionswerte
des Gens CNNMZ2 in Abhangigkeit des zur Normalisierung verwendeten HKGs bestimmt.
Daftr wurden die Ct-Werte der HKGs beta-Actin, B2M und Tubulin alpha 1b in 20 zufallig
ausgewahlten Proben mittels gPCR ermittelt. Die Zusammensetzung des Reaktionsansatzes
entspricht dem Protokoll in Tabelle 23 (im Anhang). Es wurde im Duplett pipettiert. Die
gPCR wurde im ViiA7 (Applied Biosystems) in einem 2-Step-Protokoll durchgefiihrt
(Protokoll sieche Tab. 24 im Anhang). Die Daten wurden mit der gbase™s-Software

ausgewertet.
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4 ERGEBNISSE

4.1 ZELLKULTURVERSUCH (IN VITRO)

Im folgenden Versuch wurden Jurkat- und JVM-13-Zellen verwendet. Es wurde das
Verhalten potentieller Mg-sensitiver Gene unter Mg-Mangelbedingungen auf mRNA-Ebene
untersucht. Die Zellen wurden 72 h in Mg-freiem Medium inkubiert. In exakten zeitlichen
Abstanden wurde aus den inkubierten Zellproben RNA isoliert und die Expressionrate
ausgewahlter Gene bestimmt.

RNA-Integritét
Die isolierten RNA-Proben waren von sehr hoher Qualitat. Im Mittel wurden bei den JVM-13-

Zellen eine RIN von 9,6 + 0,4 und bei den Jurkat-Zell-Proben eine RIN von 9,5 = 0,5 mit dem
Lab-on a-Chip-Verfahren der Fa. Agilent Technologies gemessen.

Qualitativer Nachweis der GOlIs

Vor der quantitativen Untersuchung der ausgewahlten Gene war zu klaren, ob sowohl die
Jurkat-Zellen als auch die JVM-13-Zellen diese exprimieren. Dazu wurde eine konventionelle
PCR durchgefiihrt und das Produkt dann im Agarose-Gel nachgewiesen (Abb. 9 und 10).
Beide Zelllinien exprimierten die Zielgene SLC41A1, SLC41A2, SLC41A3, CNNM2, TRPM?,
N33, NIPA1, MagT1 und die HKGs Tubulin alpha 1b (TUBA1B) und beta-Actin. Fiir das Gen
TRPM6 konnte zum Versuchszeitpunkt kein PCR-Protokoll etabliert werden, sodass es aus
diesem Versuch ausgeschlossen wurde.

Weiterhin zeigt die Auftrennung jeweils nur eine Bande pro Gen. Diese Tatsache und die
korrekte AmplikongréBe wurden als hinreichende Kriterien fir die Spezifitat der verwendeten

Primer angesehen.
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Jurkat Zellen
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SLC41A1
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SLC41A3
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Abb.9 Ethidiumbromid-Agarose-Gelelektrophorese der PCR-Produkte aller ausgewahlten Gene der
Jurkat-Zellen (GréBenstandard: O'RangeRuler™ 20 bp DNA Ladder Fa. Fermentas)
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Abb.10 Ethidiumbromid-Agarose-Gelelektrophorese der PCR-Produkte aller ausgewahlten Gene der
JVM-13-Zellen (GréBenstandard: O'RangeRuler™ 20 bp DNA Ladder Fa. Fermentas)
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4.1.1 Genexpressionsanalysen

Die Abbildungen auf den folgenden Seiten zeigen die Expressionsraten der einzelnen Gene
in Abhangigkeit von der Zeit. Jeweils fir beide Zelllinien sind die Verlaufe grafisch
dargestellt. Zur besseren Ubersichtlichkeit sind nur die Zeitpunkte 3h, 5h, 8h, 12h, 24 h
und 48 h abgebildet. Zur Normalisierung wurde in Anlehnung an vorherige Studien am
eigenen Institut (durchgefiihrt von Friederike Rolle) nur das HKG TUBA1B verwendet. Die
72 h-Werte wurden generell aus den vergleichenden Betrachtungen herausgenommen, da
die Ct-Werte des HKGs TUBAT1B fur diesen Zeitpunkt nicht stabil waren. Somit konnte keine
exakte Berechnung der GED-Werte vorgenommen werden.

Die in den Grafiken dargestellten GED-Werte fir ein GOl pro Zeitpunkt setzten sich als
arithmetische Mittelwerte (Beschreibung siehe Kapitel 3.1.8.3) aus den GED-Werten dreier
unabhangiger Einzelproben pro Zeitpunkt zusammen:

Far beide Zelllinien ergibt sich n=3. Die in der Grafik dargestellte Standardabweichung
wurde mittels Fehlerfortpflanzung aus den Werten der einzelnen Tripletts pro Gen und
Zeitpunkt errechnet und ergibt sich aus der Wurzel der Quadratsummen der
Einzelstandardabweichungen jedes Tripletts.

Als Referenzwert fir die Bestimmung der Expressionsdifferenz wurde der Zeitpunkt 0
herangezogen. Diese Differenz wird im Folgenden als x-Fach Uberexprimiert ausgedrickt.
Nahere Erlauterungen zum GED-Wert sind in Kapitel 3.1.8.2 zu finden.

Der Schwellenwert GED =1 wird im Folgenden mit einer gestrichelten Linie kenntlich
gemacht. Auf Ebene der Expression entspricht ein GED-Wert von 1 einer annahrenden
Verdopplung der Ausgangsmenge des Gens im Vergleich zum Referenzwert, wenn der
Expressionswert der Referenzprobe gleich Null gesetzt wird (wie in der vorliegenden Arbeit
erfolgt). Die Effizienzen der durchgefihrten gPCRs sind in Tabelle 25 im Anhang aufgefihrt.
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4.1.1.1 Solute Carrier Family 41 Member A1 (SLC41A1)

Abbildung 11 zeigt den zeitlichen Verlauf der mRNA-Expression des Gens SLC41A1 in den
Jurkat- und JVM-13-Zellen. Die Expression stieg im Verlauf des Experiments in beiden
Zelllinien Uber den Schwellenwert von GED =1 (JVM-13 nach 8 h, Jurkat nach 48 h). Die
JVM-13-Zellen zeigten eine sehr deutliche Uberexpression nach 12 h auf das 3,6-Fache des
Ausgangswerts. Im weiteren Verlauf erfolgte ein stetiger Anstieg bis auf das 7,3-Fache nach
48 h in Mg-freiem Medium. Die Veranderung der Expressionsrate in den Jurkat-Zellen war
gering und zu keinem Zeitpunkt signifikant. Tabelle 7 zeigt die Einzelwerte der
Genexpressionsbestimmung in beiden Zelllinien.

LN SLC41A1

b

GED

Zeit [h] —8— JVM13
— 57— — Jurkat
----------- Schwellenwert GED = 1

Abb.11 Expression des Gens SLC41A1 in Jurkat- und JVM-13-Zellen Uber eine Zeitdauer von 48 h in
Mg-freiem  Medium. Dargestellt sind die Mittelwerte und die SD (n=3)
(* entspricht p < 0,05, ** entspricht p < 0,01, *** entspricht p < 0,001).

Tab.7 Ubersicht iiber die in der Abbildung 11 dargestellten Mittelwerte der einzelnen Bestimmungen
der Expression des Gen SLC41A1 Uiber einen Zeitraum von 48 h in Mg-freiem Medium

JVM-13 : Jurkat
Zeitpunkt  GED SD n p-Werti GED SD n p-Wert
3h 0,0384  0,8110 3 | 0,944 : 0,0738 1,4210 3 0,941
5h 0,8104 1,3195 3 0,410 0,1519 0,8921 3 0,830
8h 1,3598 1,0104 3 0,157 { 0,3199 12633 3 0,728
12 h 3,5677 09350 3 0,025 i 0,5064 10,8732 3 @ 0,481
24 h 50726 08089 3 @ 0,002 08370 1,0145 3 0,308
48 h 7,2957 . 0,6514 3 0,000 i 1,4824  0,8401 3 0,081
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4.1.1.2 Solute Carrier Family 41 Member A2 (SLC41A2)

Abbildung 12 zeigt den zeitlichen Verlauf der mRNA-Expression des Gens SLC41A2 in den
Jurkat- und JVM-13-Zellen. Nur in den JVM-13-Zellen stieg die Expression des Gens
SLC41A2 im Verlauf signifikant an. In den Jurkat-Zellen wurde zu keinem Zeitpunkt eine
signifikante Anderung der Expression ermittelt. Die Expressionsrate in den JVM-13-Zellen
lag zwischen 5 und 8 h bei dem 1,4-Fachen, stieg nach 12 h auf einen Wert GED = 3,9 steil
an und erreichte nach 24 h in Mg-freiem Medium eine ca. 5-fache Uberexpression. Diese
veranderte sich innerhalb der nachsten 24 Stunden nicht mehr. Tabelle 8 zeigt die
Einzelwerte der Genexpressionsbestimmung in beiden Zelllinien.

10~ SLC41A2

GED

Zeit [h] —&— JVM-13
— — — Jurkat
44 e Schwellenwert GED = 1

Abb.12 Expression des Gens SLC41A2 in Jurkat- und JVM-13-Zellen Uber eine Zeitdauer von 48 h in
Mg-freiem  Medium. Dargestellt sind die Mittelwerte und die SD (n=3)
(* entspricht p < 0,05, ** entspricht p < 0,01).

Tab.8 Ubersicht iiber die in der Abbildung 12 dargestellten Mittelwerte der einzelnen Bestimmungen
der Expression des Gen SLC41A2 iber einen Zeitraum von 48 h in Mg-freiem Medium

JVM-13 : Jurkat

Zeitpunkt  GED SD n p-Wert i{ GED SD n p-Wert
3h 0,697 0917 3 0,338 { 0,137 1,449 3 0,905
5h 1,432 1,032 3 0,123 i -0,130 1,840 3 0,925
8h 1,455 0,851 3 0,087 i 0,141 1,375 3 0,900
12h 3,963 0,811 | 3 0,006 i 0,557 1,445 3 0,633
24 h 4927 0912 3 0,004 : 1,020 1,480 3 0,404
48 h 5093 0,819 3 0,003 : 0,491 1,274 3 0,651
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4.1.1.3 Solute Carrier Family 41 Member A3 (SLC41A3)

Abbildung 13 zeigt den zeitlichen Verlauf der mMRNA-Expression des Gens SLC41A3 in den
Jurkat- und JVM-13-Zellen. Im Gegensatz zu den Jurkat-Zellen, bei denen keine
signifikanten Veranderungen der Expression zu verzeichnen war, zeigten die JVM-13-Zellen
einen deutlichen Anstieg in der Expression des Gens SLC41A3 im Verlauf der Zeit. Von
einer 1,7-fachen Uberexpression zum Zeitpunkt 8 h stieg der GED-Wert kontinuierlich auf 5,1
zum Zeitpunkt 48 h. Tabelle 9 zeigt die Einzelwerte der Genexpressionsbestimmung in
beiden Zelllinien.

SLC41A3

6 1 ek

GED

Zeit [h] —e— JVM-13
— w7 — Jurkat
----------- Schwellenwert GED = 1

Abb.13 Expression des Gens SLC41AS3 in Jurkat- und JVM-13-Zellen Uber eine Zeitdauer von 48 h in
Mg-freiem  Medium. Dargestellt sind die Mittelwerte und die SD (n=3)
(* entspricht p < 0,05, ** entspricht p < 0,01, *** entspricht p < 0,001).

Tab.9 Ubersicht iiber die in der Abbildung 13 dargestellten Mittelwerte der einzelnen Bestimmungen
der Expression des Gen SLC41A3 Uiber einen Zeitraum von 48 h in Mg-freiem Medium

JVM-13 Jurkat
Zeitpunkt  GED SD n p-Wert i GED SD n p-Wert
3h 0,535 0,855 3 0,387 0,095 @ 0,901 3 0,890
5h 1,393 0,694 3 0,062 i 0,077 {0,987 @ 3 0,918
8 h 1,719 0,848 3 0,047 0,297 1,269 @ 3 0,743
12 h 2,738 | 0,761 3 0,011 ¢ 0,273 | 0,765 @ 3 0,662
24 h 3,469 0,875 3 0,008 0,038 0,926 . 3 0,957
48 h 5,085 | 0,629 3 0,001 : 0,277 @ 0,941 3 0,697
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4.1.1.4 Ancient Conserved Domain Protein Subtype 2 (ACDP2, CNNM2)

Abbildung 14 zeigt den zeitlichen Verlauf der mRNA-Expression des Gens CNNM2 in den
Jurkat- und JVM-13-Zellen. Im Zellversuch war CNNM2 eines der am starksten auf einen
Mg-Mangel reagierenden Gene Uber einen Zeitraum von 48 h. Beide Zelllinien reagierten mit
einer Erhdhung der Expressionsrate, besonders sensibel verhielten sich die JVM-13-Zellen.
Bereits nach 5 h lag bei ihnen die Expressionrate beim 2,8-Fachen des Ausgangswertes, um
7 h spater auf das 8,2-Fache (12 h) anzusteigen. Ab dem Zeitpunkt 12 h bleiben die GED-
Werte weiterhin auf diesem hohen Niveau (24 h 7,0-fach; 48 h 9,9-fach). Die Expression in
den Jurkat-Zellen erreicht in einem leichten, kontinuierlichen Anstieg ihr Maximum zum
Zeitpunkt 48 h mit dem 2,7-Fachen des Ausgangswertes. Tabelle 10 zeigt die Einzelwerte
der Genexpressionsbestimmung in beiden Zelllinien.

L CNNM?2

12 4

10 A

Zeit [h] —a— JVM-13
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----------- Schwellenwert GED =1

Abb.14 Expression des Gens CNNM2 in Jurkat- und JVM-13-Zellen Uber eine Zeitdauer von 48 h in
Mg-freiem  Medium. Dargestellt sind die Mittelwerte und die SD (n=3)
(* entspricht p < 0,05, ** entspricht p < 0,01, *** entspricht p < 0,001).

Tab.10 Ubersicht iiber die in der Abbildung 14 dargestellten Mittelwerte der einzelnen Bestimmungen
der Expression des Gen CNNM2 Uber einen Zeitraum von 48 h in Mg-freiem Medium

JVM-13 Jurkat
Zeitpunkt  GED SD n p-Wert i GED SD n p-Wert
3h 0,637 1,101 3 0,419 0,478 @ 0,966 @ 3 0,553
5h 2,815 0,740 3 0,011 : 0,560 0,935 3 0,483
8 h 3,445 0,965 3 0,011 0,731 1,191 3 0,434
12 h 8,175 0,853 3 0,001 ¢ 0,974 0,866 3 0,234
24 h 7,082 1,054 3 0,002 : 1,672 0,980 3 0,088
48 h 9,938 2,084 3 0,015 i 2654 0,900 3 0,020
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4.1.1.5 Melastatin-Related Transient Receptor Potential Cation Channel (TRPM7)

Abbildung 15 zeigt den zeitlichen Verlauf der mRNA-Expression des Gens TRPM7 in den
Jurkat- und JVM-13-Zellen. Die JVM-13-Zellen reagierten auf den Magnesiummangel mit
einem starken Anstieg der Expression des Gens TRPM7 auf das 9-Fache des
Ausgangswertes zum Zeitpunkt 24 h. Dieser signifikant hohe GED-Wert wurde auch 24 h
spater noch berechnet. Bei den Jurkat-Zellen lag die Genexpression zum Zeitpunkt 48 h mit
GED = 1,6 Gber dem Schwellenwert, war jedoch nicht signifikant erhdht. Tabelle 11 zeigt die
Einzelwerte der Genexpressionsbestimmung in beiden Zelllinien.

LN TRPM7

12 A

*kk ek

10 1

—®— JVM-13
— — — Jurkat
Schwellenwert GED = 1
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Abb.15 Expression des Gens TRPM?7 in Jurkat- und JVM-13-Zellen Uber eine Zeitdauer von 48 h in
Mg-freiem  Medium. Dargestellt sind die Mittelwerte und die SD (n=3)
(* entspricht p < 0,05, ** entspricht p < 0,01, *** entspricht p < 0,001).

Tab.11 Ubersicht iiber die in der Abbildung 15 dargestellten Mittelwerte der einzelnen Bestimmungen
der Expression des Gen TRPM?7 Uber einen Zeitraum von 48 h in Mg-freiem Medium

JVM-13 : Jurkat
Zeitpunkt  GED SD n p-Wert i GED SD n p-Wert
3h 0,904 1,183 3 0,346 i 0,249 1,131 3 0,769
5h 2,122 0,747 3 0,033 0,353 1,164 | 3 0,692
8 h 3,337 | 0,805 3 0,008 0,627 1,351 3 0,536
12 h 4,186 0,793 @ 3 0,004 0,534 1,045 . 3 0,517
24 h 9,063 1,192 3 0,000 0,840 1,114 | 3 0,345
48 h 9,066 @ 0,986 3 0,000 1,639 1,022 | 3 0,092
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4 Ergebnisse Zellkulturversuch (in vitro)

4.1.1.6 Magnesium Transporter Protein 1 (MagT1)

Abbildung 16 zeigt den zeitlichen Verlauf der mRNA-Expression des Gens MagT1 in den
Jurkat- und JVM-13-Zellen. In beiden Zelllinien wurde zu keinem Zeitpunkt eine signifikante
Veranderung der Expression gemessen. Lediglich in den JVM-13-Zellen erhdhte sich der
GED-Wert ab dem Zeitpunkt 24 h auf das 2-Fache des Ausgangswerts, ebenfalls ohne
Signifikanz. Tabelle 12 zeigt die Einzelwerte der Genexpressionsbestimmung in beiden
Zelllinien.

MagT1

GED
M

-2 Zeit [h] —8— JVM-13
— — — Jurkat
----------- Schwellenwert GED = 1

Abb.16 Expression des Gens MagT71 in Jurkat und JVM-13-Zellen (ber eine Zeitdauer von 48 h in Mg-
freiem Medium. Dargestellt sind die Mittelwerte und die SD (n = 3).

Tab.12 Ubersicht iiber die in der Abbildung 16 dargestellten Mittelwerte der einzelnen Bestimmungen
der Expression des Gen MagT1 (iber einen Zeitraum von 48 h in Mg-freiem Medium

JVM-13 Jurkat
Zeitpunkt . GED SD n p-Wert i GED SD n p-Wert
3h 0,269 1,276 3 0,768 -0,065 0,975 3 0,928
5h 0,580 0,832 3 0,402 : 0,065 1,066 3 0,933
8 h 0,382 1,298 3 0,682 0,327 1,268 3 0,714
12 h 1,171 0,931 3 0,158 : 0,316 0,891 3 0,639
24 h 1,985 1,071 3 0,073 0,622 1,080 3 0,449
48 h 1,824 1,020 3 0,082 : 1,136 | 0,709 3 0,103
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4.1.1.7 Non-Imprinted in Prader-Willi/ Angelman-Syndrom 1 (NIPA1)

Abbildung 17 zeigt den zeitlichen Verlauf der mRNA-Expression des Gens NIPAT in den
Jurkat- und JVM-13-Zellen. Die JVM-13-Zellen zeigten eine deutliche Reaktion auf den
Magnesiummangel. Die GED-Werte stiegen schnell auf das 2,5-Fache bis 3-Fache nach 5 h
bzw. 8 h an. Zum Zeitpunkt 12 h erreicht der GED-Wert ein signifikant hohes Niveau und
blieb im weiteren Verlauf in diesem Wertebereich. Die Expression in den Jurkat-Zellen war
nur gering ausgepragt und nur zum Zeitpunkt 48 h signifikant. Nach 8 h lag der GED-Wert
nur gering Uber dem Schwellenwert, stieg jedoch kontinuierlich auf einen GED-Wert von 1,8
zum Zeitpunkt 48 h an. Tabelle 13 zeigt die Einzelwerte der Genexpressionsbestimmung in
beiden Zelllinien.

L NIPA1
10 A

b

GED

30 36 42 48
-2 - Zeit [h] —8— JVM-13
— — — Jurkat

----------- Schwellenwert GED =1

Abb.17 Expression des Gens NIPA1 in Jurkat- und JVM-13-Zellen Uber eine Zeitdauer von 48 h in
Mg-freiem  Medium. Dargestellt sind die Mittelwerte und die SD (n=3)
(* entspricht p < 0,05, ** entspricht p < 0,01, *** entspricht p < 0,001).

Tab.13 Ubersicht iiber die in der Abbildung 17 dargestellten Mittelwerte der einzelnen Bestimmungen
der Expression des Gen NIPA1 lber einen Zeitraum von 48 h in Mg-freiem Medium

JVM-13 Jurkat

Zeitpunkt  GED SD n p-Wert i GED SD n p-Wert
3h 0,873 1,097 3 0,341 -0,017 | 0,922 @ 3 0,981
5h 2,534 . 0,907 3 0,025 i 0,405 0982 3 0,592
8 h 2,933 1,304 3 0,048 1,087 1,482 3 0,334
12 h 6,346 1,068 3 0,001 i 0,726 . 0,993 @ 3 0,359
24 h 7,075 1,395 3 0,005 1,180 | 0,839 @ 3 0,135
48 h 6,879 1,086 3 0,001 : 1,775 0,790 3 0,044
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4.1.1.8 Tumor Suppressor Candidate 3 (TUSC3, N33)

Abbildung 18 zeigt den zeitlichen Verlauf der mRNA-Expression des Gens N33 in den
Jurkat- und JVM-13-Zellen. Die Reaktion in den JVM-13-Zellen war auch hier starker als in
den Jurkat-Zellen. Deutlich erkennbar war der konstante Anstieg der GED-Werte auf 6,4
nach 48 h. Die Standardabweichung der GED-Werte war mit tber 2,00 in den JVM-13-Zellen
sehr hoch. In den Jurkat-Zellen war zu keinem Zeitpunkt eine signifikante Anderung der
Expression ermittelbar. Tabelle 14 zeigt die Einzelwerte der Genexpressionsbestimmung in

beiden Zelllinien

10 1

GED

N33

Abb.18 Expression des Gens N33 in Jurkat- und JVM-13-Zellen Uber eine Zeitdauer von 48 h in Mg-
sind die  Mittelwerte und

freiem

(* entspricht p < 0,05).

Tab.14 Ubersicht iiber die in der Abbildung 18 dargestellten Mittelwerte der einzelnen Bestimmungen

Medium.

Dargestellt

Zeit [h]

—8&— JVM-13
— — — Jurkat

----------- Schwellenwert GED = 1

die

SD

der Expression des Gen N33 Uiber einen Zeitraum von 48 h in Mg-freiem Medium

JVM-13 : Jurkat
Zeitpunkt . GED SD n p-Wert i GED SD n p-Wert
3h -0,257 1,997 3 0,874 { -0,068 0,917 3 0,925
5h 0,791 1,373 3 0,565 0,349 0,963 3 0,645
8 h 0,657 @ 2,178 3 0,702 i 0,641 1,374 | 3 0,529
12 h 1,721 2,765 3 0,427 0,397 1,182 ¢ 3 0,656
24 h 3,055 2,343 3 0,142 : 0,607 . 0,938 3 0,429
48 h 6,428 @ 2,104 3 0,015 i 1,149 | 0,891 3 0,162
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4.2 STUDIE AN DIABETES-MELLITUS-PATIENTEN (IN VIVO)

Die Patientenstudie gliedert sich in zwei Phasen. In der ersten Phase der Studie wurden 115
Diabetes-mellitus-Typ-ll-Patienten Blut entnommen. Es erfolgte die Bestimmung der Mg-
Konzentration im Plasma mittels Flammenabsorptionsspektrometrie. Anhand dieser Methode
wurde der Gesamt-Mg-Gehalt des Plasmas bestimmt ([Mg]piasma). Weiterhin wurde die
intrazelluldre  Mg®*-Konzentration der Leukozyten ([Mg®'liwa) mit  Hilfe des
Fluoreszenzfarbstoffes Mag-Fura-2 gemessen. Hierbei wurde der Gehalt an freiem,
ionisiertem Mg®" ermittelt. Von einem Teil der separierten Leukozyten erfolgten die Isolierung
der RNA und die Bestimmung der Expression Mg-sensitiver Gene. Wie schon im In-vitro-
Zellversuch wurde die Expression folgender Gene in den isolierten Leukozyten ermittelt:
SLC41A1, SLC41A2, SLC41A3, CNNM2, TRPM6, TRPM7, N33, NIPA1 und MagT1. Dabei
zeigte sich in Voruntersuchungen, dass CNNM2 wie auch schon im Zellversuch eines der
Mg-sensitivsten Gene war (Daten nicht gezeigt). In dieser Arbeit wurde entsprechend nur die
Expression des Gens CNNM2 untersucht. Die hier vorgelegten Resultate aus Phase 1 und 2
der Diabetes-mellitus-Studie betrachten somit die drei MessgréBen [Mg]piasma; [MG? Jinra UNd
die Expression des Gens CNNM2 und kléren die Frage nach einer Korrelation untereinander.
In Phase 2 der Patientenstudie erfolgte eine Mg-Supplementierung ausgewahlter Patienten
aus Phase 1. Auswahlkriterien waren eine Uberexpression des Gens CNNM2 und ein
[Mg®'Tinra-Wert < 0,55 mmol/l in Phase 1 der Studie. Der Fokus in der zweiten Phase lag auf
einer zu erwartenden Veranderung der drei MessgréBen nach 30-tagiger erhdhter Mg-
Zufuhr, insbesondere auf einer Normalisierung der MessgroBen [Mg*lma und der
Expressionrate des Gens CNNM2.

RNA-Integritét
Die isolierten RNA-Proben waren von hoher bis sehr hoher Qualitat. Im Mittel wurde eine

RIN von 8,5+ 0,9 (x = SD) mit einer Spanne von 6,8 bis 10 mit Hilfe des Lab-on a-Chip-
Verfahren der Fa. Agilent Technologies gemessen.

Qualtitativer Nachweis der GOIs

Vor der quantitativen Untersuchung der ausgewahlten Gene war zu kléaren, ob die isolierten
Leukozyten diese exprimieren. Dazu wurde eine konventionelle PCR durchgefiihrt und das
Produkt dann im Agarosegel nachgewiesen (Abb. 19). Die Leukozyten exprimierten die
Zielgene SLC41A1, SLC41A2, SLC41A3, CNNM2, TRPM6, TRPM7, N33, NIPA1, MagT1
und das HKG TUBA1B.

76
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Weiterhin zeigte die Auftrennung jeweils nur eine Bande pro Gen. Diese Tatsache und die
korrekte AmplikongréBe wurden als hinreichende Kriterien fir die Spezifitat der verwendeten

Primer angesehen.

Humane Leukozyten

SLC41A2
SLC41A3

-
<L
=
Q
=)
w

Abb.19 Ethidiumbromid-Agarose-Gelelektrophorese der PCR-Produkte aller ausgewéhlten Gene in
humanen Leukozyten isoliert aus Diabetes-mellitus-Patienten (GréBenstandard: GeneRuler™
Ultra Low Range DNA Ladder, Fa. Fermentas)

4.2.1 Phase 1 — Zusammenhang zwischen der CNNM2-Expression und
dem Magnesiumstatus

4.2.1.1 Magnesiummessungen im Blut

Plasmamagnesium

Die Plasma-Mg-Konzentrationen der einzelnen Patienten sind in Abbildung 20 dargestellt.
Eine Plasma-Mg-Konzentration unterhalb der Referenzgrenze (< 0,75 mmol/l) wurde nur bei
einem der 115 Patienten gemessen. Die mittlere Plasma-Mg-Konzentration der 115
Diabetes-mellitus-Typ-II-Patienten lag bei 0,94 + 0,01 mmol/l (x + SD) mit einer Spanne von
0,72 bis 1,12 mmol/l. Die obere Referenzgrenze liegt aufgrund variierender Angaben in der
Literatur zwischen 0,9 und 1,2 mmol/l und ist in Abb. 20 grau gestreift unterlegt (siehe auch
Kapitel 2.4.1).
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Intrazelluldre Magnesiumkonzentration

Die Verteilung der intrazellularen Mg-Konzentrationen bei 115 Probanden ist in Abbildung
21 dargestellt. Die intrazellularen Mg-Werte hatten eine viel hdéhere Variabilitdt als die
Plasma-Mg-Werte. Sie reichten von 0,32 bis 1,09 mmol/l. Der Mittelwert betrug
0,68 + 0,17 mmol/l (x = SD).
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Abb.20 Plasma-Mg-Konzentration gemessen
in Blutproben von 115 Probanden in
Phase 1 der  Studie. Der
Referenzbereich wurde grau bzw.
grau  gestreift  unterlegt. Die
gestrichelte Linie markiert den
unteren Referenzbereich fur die
[M@]piasma-Konzentration
(0,75 mmol/l).

Abb.21 Intrazellulére Mg”-Konzentration
gemessen in Blutproben von 115
Probanden in Phase 1 der Studie.
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4.2.1.2 Genexpressionsanalyse von CNNM2

Abbildung 22 zeigt die GED-Werte des Gens CNNM2 aller 115 Diabetes-Patienten kalibriert
gegen eine Misch-RNA von 15 gesunden Probanden. Bei 27 von 115 Patienten wurde eine
GED = 1 ermittelt (Referenzlinie).
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Abb.22 Expressionswerte des Gens CNNM2 fiir 115 Patienten in Phase 1 der Studie. Schwellenwert
GED = 1 (gestrichelte Linie)

Weiterhin wurde die Expression des Gens CNNM2 bei 115 Diabetes-mellitus-Patienten mit
den Plasma- und intrazellularen Magnesiumwerten in Beziehung gesetzt. Abbildung 23
veranschaulicht den Zusammenhang der Plasma-Mg-Konzentration mit den ermittelten
GED-Werten. Beide Parameter variierten sehr stark und es war keine Korrelation erkennbar
(r=0,05). Die horizontale Linie verdeutlicht den Schwellenwert GED =1 und die vertikale
Linie den unteren Referenzwert fir die Mg-Konzentration im Plasma (0,75 mmol/l).
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Abb.23 Plasma-Mg-Konzentration mit korrespondierenden Expressionswerten des Gens CNNM2 aller
Probanden in Phase 1 der Studie. Schwellenwert GED =1 (horizontale, gestrichelte Linie),
unterer Referenzwert fir die [MQlpasma-Konzentration (0,75 mmol/l) (vertikale, gestrichelte
Linie)

Im Gegensatz zu den Plasma-Mg-Werten korrelierten die intrazellularen Mg-Werte relativ
deutlich mit der Expression des Gens CNNM2 (r = -0,65) (Abb. 24). Es ergab sich folgender
Zusammenhang: Die Expression von CNNM2 stieg mit sinkender [Mg®],.wa-Konzentration an.
In der Literatur werden fir den intrazellularen Mg-Gehalt Werte zwischen
0,5 mmol/l - 1,0 mmol/l angegeben (siehe Kapitel 2.4.1). In den eigenen Untersuchungen
hatten 27 von 115 Patienten einen GED = 1. Von diesen 27 Patienten wurden bei 24
Patienten ein intrazellularer Mg-Wert < 0,55 mmol/l gemessen. Nur drei Probanden mit einer
leicht erhdéhten Expression von CNNM2 lagen oberhalb von 0,55 mmol/l (GED-
Wert/[MgQ"]imra—Wert: 1,64 /0,70 mmol/I; 1,31 /0,69 mmol/l; 1,26 / 0,73 mmol/l)

Entsprechend dieser Ergebnisse wurde fir alle weiteren Betrachtungen der untere
Referenzwert fiir die [Mg*].wa-Konzentration auf 0,55 mmol/l festgelegt (siche Abb. 24).
Dieser Grenzwert orientiert sich gleichzeitig auch an Angaben aus der Literatur (siehe
Kapitel 2.4.1) und ermdglicht bzw. vereinfacht vergleichende Betrachtungen der Methoden
zur Bestimmung des Mg-Status.
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Abb.24 Intrazellulare Mg®*-Konzentration mit korrespondierenden Expressionswerten des Gens
CNNM2 aller Probanden in Phase 1 der Studie. Schwellenwert GED =1 (horizontale,
gestrichelte Linie), unterer Referenzwert fir die [MgZ+]imra-Konzentration (0,55 mmol/l)

(vertikale, gestrichelte Linie)

Betrachtet man nun aufgrund der Daten und den Angaben in
0,55 mmol/l fir die intrazellulare Magnesiumkonzentration als

lasst sich die Abbildung 21 folgendermaBen erganzen (Abb. 25):
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Abb.25 Intrazellulare Mg®**-Konzentration gemessen in Blutproben von

140

115 Probanden in Phase 1 der

Studie. Der Referenzbereich ist grau unterlegt. Unterer Referenzwert fir die [Mgz+]imra-

Konzentration (0,55 mmol/l) (horizontale, gestrichelte Linie)
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Abbildung 25 zeigt, dass knapp ein Viertel der Patienten (24,3 %, 28 Patienten) einen
[Mg®*|inra-Wert unterhalb des Referenzbereichs aufweisen. 84 Probanden liegen innerhalb
des Normbereichs von 0,55 mmol/l bis 1,0 mmol/l und bei drei Probanden wurde ein
[Mg®']inva-Wert leicht oberhalb des Referenzbereichs gemessen.

Nachfolgend sollten die Fragen geklart werden, mit welcher Messmethode Patienten mit
einem Mg-Mangel am sensitivsten erkannt werden. Noch viel wichtiger war die Frage nach
dem Nichterkennen eines Mg-Defizits. Die zu vergleichenden Methoden sind zum einen die
Messung von Gesamtmagnesium im Plasma zum anderen die Bestimmung der Expression
des Gens CNNM2. Als entscheidendes Kriterium fur einen vorliegenden Mg-Mangel dient
der intrazellulare Mg”-Wert, d. h. ein [Mgz"]imra-Wert < 0,55 mmol/l entspricht einem Mg-
Defizit. Die 115 getesteten Patienten wurden sowohl anhand ihrer [Mg]piasma-KONnzentration
(< 0,75 mmol/l und = 0,75 mmol/l), als auch anhand des GED-Werts (GED < 1 und GED = 1)
in zwei Gruppen unterteilt. Nun wurde ermittelt, wie viele Patienten jeweils als positiv
(IMg**Tinza-Wert < 0,55 mmol/l), als negativ ([Mg* Jinra-Wert > 0,55 mmol/l), als falsch positiv
und falsch negativ eingestuft wurden (Tab. 15).
Folgendes ergab sich fir die Bestimmung der Expression des Gens CNNM2:

= Von 27 positiv eingestuften Patienten sind 24 richtig positiv und 3 falsch positiv.

= Von 88 negativ eingestuften Patienten sind 84 richtig negativ und 4 falsch negativ.
Fir die Plasmabestimmung ergab sich:

= Der eine als positiv eingestufte Patient ist positiv. Daraus folgt: es gibt keinen als

falsch positiv eingestuften Patienten.

= Von 114 negativ eingestuften Patienten sind 87 richtig negativ und 27 falsch negativ.
Unter den obigen Einstufungsvoraussetzungen errechnet sich eine Genauigkeit der
Analysemethode fir die GED-Methode von 88,9 % Positivgenauigkeit (24/27) und eine
Negativgenauigkeit von 95,5 % (84/87). Fur die Methode der Plasmamessung errechnet sich
eine Positivgenauigkeit von 100 % (1/1) und eine Negativgenauigkeit von 76,3 % (87/114).
Anders ausgedrickt: ist der GED-Wert gréBer als 1, dann liegt zu 88,9 % eine
[Mg®*Tinva-Konzentration unter 0,55 mmol/l vor. Ist der GED-Wert kleiner als 1, dann liegt zu
95,5 % eine [Mg®'lia-Konzentration dber 0,55 mmol/l vor. Analog dazu lasst sich fiir die
Gesamt-Mg-Bestimmung im Plasma folgendes ausdricken: Ist der Mg-Wert im Plasma
kleiner als 0,75 mmol/l, dann liegt zu 100 % eine [Mg*],.va-Konzentration unter 0,55 mmol/l
vor. Ist der Mg-Wert im Plasma hingegen tber 0,75 mmol/l, dann liegt zu 76 % eine
[Mg®']inva-Konzentration tiber 0,55 mmol/l vor.
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Analyse-
methw e GED =1 GED <14 [Maleiasma = 0,75 mmaoli] [Maleizems = 0.75 mmol/l
positiv negativ positiv negativ
Anzahl n 27 BB : 1 114
Kriterium [Mgz-‘-.lirrha [Mgzq]inta [Mgz-‘-.[iﬂta [Mgz-'—.lintm [Mgz"]lntm [Mgm]inha [Mgzjinha [Mgm}inim
Mg, < : > : > < : < : > % : <
™2 055mmoll | 055mmoll | 055mmoll i 055mmoll i 055mmoll i 055mmoll i 0.55mmoll | 055 mmoll
posiv falsch positiv : negativ falsch negativ positiv falsch posiiv negativ falsch negativ
Anzahln | 24 3 84 4 1 0 87 27
Genauighkeit [%)Ei B8 9 111 95 5 45 100 0 76,3 237
. Positiv- MNegativ- Positiv- Megativ-
genauigkeit genauigkeit genauigkeit genauigkeit

Tab.15 Gruppierung der 115 Patienten anhand der Kriterien GED-Wert, [Mg]piasma-Wert und
[MgZ+]intra-Wert in richtig oder falsch positiv bzw. negativ getestet, mit Angabe der
Analysegenauigkeit basierend auf dem [Mgz+]intra-Wert
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In einer zusammenfassenden Betrachtung der Resultate der Phase 1 der Patientenstudie
erscheint der GED-Wert des Gens CNNM2 als ein sensitives Kriterium zur Feststellung eines
Magnesiummangels. Er korreliert im Gegensatz zur Plasma-Mg-Konzentration (Abb. 23 und
26) deutlich mit der intrazellularen Mg?*-Konzentration (siche Abb. 24).

Beim Vergleich beider Methoden zur Bestimmung des Mg-Status wurden anhand des GED-
Werts nur 4 von 28 Patienten mit einem Mg-Defizit nicht erkannt. Dagegen blieben bei der
Plasma-Mg-Bestimmung nahezu alle Patienten mit Mg-Defizit unentdeckt. Dieses Verhaltnis
der im Normbereich liegenden [Mglpasma-Werte zu den korrespondierenden niedrigen
[Mg®*|inra-Werten (< 0,55 mmol/l) desselben Patienten veranschaulicht Abbildung 26. Von
28 Mg-defizienten Patienten wurde nur bei einem eine [Mg]psma-KOnzentration unterhalb
0,75 mmol/l gemessen.
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Abb.26 [Mg]piasma-Konzentration und korrespondierende [Mgz+]imra-Konzentration von 28 ausgewahlten
Probanden in Phase 1 der Studie mit Angabe des jeweiligen unteren Referenzwerts fir die
[Mg]piasma-Konzentration (0,75 mmol/l) und die [M92+]imra-Konzentration (0,55 mmol/l)
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4.2.2 Phase 2 — Einfluss einer Mg-Supplementierung auf die CNNM2-
Expression und den Magnesiumstatus

Das Ziel der Supplementierungsstudie war es, die Verédnderungen der drei Parameter
[Mg]riasma-Konzentration, [Mg*].wa-Konzentration und Expression des Gens CNNM2 nach
einer 30-tagigen erhdhten Mg-Zufuhr zu beschreiben. Es wurde die Hypothese aufgestellt,
dass eine Mg-Supplementierung iiber diesen Zeitraum die intrazellulare Mg?*-Konzentration
anhebt und die Uberexpression des Gens CNNM2 normalisiert. Die Auswabhlkriterien fiir den
Einschluss in die Phase 2 der Studie waren ein GED =2 fir das Gen CNNM2 und ein
[Mg®*Jinra-Wert < 0,55 mmol/l.  Insgesamt erhielten 19 Probanden taglich 300 mg
Magnesiumcitrat oral tber einen Zeitraum von 30 Tagen zuséatzlich zur gewohnten Nahrung.

Die Probennahme erfolgte zu Beginn und am Tag 30 der Supplementierung.

4.2.2.1 Blutuntersuchung

Abbildung 27 zeigt die [Mg]psma-KOnzentration der 19 Probanden zu Beginn der
Supplementierung am Tag 0 und 30 Tage spater. Die Mittelwerte sind durch eine horizontale
Linie markiert. Die mittlere Plasma-Mg-Konzentration der 19 Diabetes-mellitus-Typ-II-
Patienten lag am Tag 0 bei 0,94 + 0,08 mmol/l (x + SD) mit einer Spanne von 0,72 bis
1,09 mmol/l. Bis auf einen Wert lagen alle Werte im Normbereich.

Am Tag 30 betrug der Mittelwert unverandert 0,94 + 0,07 mmol/l (x £ SD) mit einer Spanne
von 0,78 bis 1,03 mmol/l. Die durchschnittliche Plasma-Mg-Konzentration der Probanden
andert sich durch die Mg-Supplementierung nicht.
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Abb.27 [Mg]piasma-Konzentration der 19 in den Supplemtierungsversuch eingeschlossenen Probanden
an den Tagen 0 und 30 mit Angabe des jeweiligen Mittelwertes (durchgezogene, horizontale
Linie) und des unteren Referenzwertes (0,75 mmol/l) (gepunktete, horizontale Linie).
p = Signifikanzwert 0 vs. 30 Tage

Die intrazellularen Mg-Werte vor und nach Supplementierung sind in Abbildung 28
dargestellt. Zu Beginn der Mg-Supplementierung wurden bei 18 von 19 Probanden ein
intrazellularer Mg-Gehalt unterhalb 0,55 mmol/l gemessen. Ein Proband lag mit einer
Konzentration von 0,552 mmol/l nur knapp oberhalb des unteren Referenzwertes. Die
einzelnen Werte am Tag 0 lagen zwischen 0,35 mmol/l und 0,55 mmol/l. Der Mittelwert
betrug 0,43 = 0,06 mmol/l (x = SD).

Am Tag 30 wurden bei 18 von 19 Probanden [Mg?']iwa-Werte oberhalb des Referenzwerts
gemessen. Sie reichten von 0,54 mmol/l bis 0,77 mmol/l. Nur ein Proband hatte eine
[Mg®'Tinwa-Wert von 0,54 mmol/l. Der Mittelwert betrug 0,61 0,06 mmol/l (x + SD). Die
durchschnittliche [Mg®*]i.wa-Konzentration erhdhte sich durch die Mg-Supplementierung
signifikant um 0,18 mmol/I.
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Abb.28 [Mg®*]wa-Konzentration der 19 in den Supplemtierungsversuch eingeschlossenen Probanden
an den Tagen 0 und 30 mit Angabe des jeweiligen Mittelwertes (durchgezogene, horizontale
Linie) und des unteren Referenzwertes (0,55 mmol/l) (gepunktete, horizontale Linie)
p = Signifikanzwert 0 vs. 30 Tage

4.2.2.2 Genexpressionsanalysen

In Abbildung 29 ist die Genexpression des Gens CNNM2 am Tag 0 und 30 dargestellt. Am
Tag 0 streuten die GED-Werte stark. Sie lagen alle oberhalb des Schwellenwerts GED = 1
und reichten von einer 2-fachen bis hin zu einer 17,5-fachen Uberexpression. Der Mittelwert
betrug 6,01 £4,36 (x+SD). Nach 30 Tagen der Mg-Supplementierung war der
durchschnittliche GED-Wert auf das Niveau der als Referenz verwendeten gesunden
Population gesunken und betrug -0,55+5,08 (x+SD). Der Mitelwert nach
Supplementierung lag damit signifikant unter dem Ausgangswert und ebenfalls unterhalb des
Schwellenwertes GED = 1. Somit war am Tag 30 keine Uberexpression mehr erkennbar. Die
einzelnen Werte lagen sehr eng beieinander und reichten von GED = -0,09 bis GED = -0,89.
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Abb.29 Expression des Gens CNNM2 der 19 in den Supplemtierungsversuch eingeschlossenen
Probanden an den Tagen 0 und 30 mit Angabe der jeweiligen Mittelwerte (durchgezogene,
horizontale Linie) und des Schwellenwerts GED =1 (gepunktete, horizontale Linie)
p = Signifikanzwert 0 vs. 30 Tage

4.3 VALIDIERUNG UND OPTIMIERUNG DES HOUSEKEEPING-GENS

4.3.1 Allgemeines zum Optimierungsverfahren

Aus den Ergebnissen beider Phasen der Patientenstudie ging hervor, dass die Bestimmung
der Expression des Gens CNNM2 den intrazellularen Mg®*-Status als ein zuverlassiges MaB
fir die Versorgung des Koérpers mit dem Mikronahrstoff Magnesium genauer widerspiegelt
als der Plasma-Mg-Wert. Dieser wird lange Zeit konstant gehalten, obwohl bereits ein
deutliches intrazellulares Defizit vorhanden sein kann. Entsprechend stellt die
Expressionsmessung des Gens CNNMZ2 eine potentielle MeBmethode zur zuverlassigen
Erkennung eines intrazellularen Magnesiummangels dar. Aus diesem Grund sollte die
Methode flr eine Anwendung in der Praxis weiter optimiert werden.

Im Rahmen der Optimierung des PCR-Assays fir weiterfihrende Untersuchungen wurden
anhand der MIQE-Richtlinien das in den Versuchen verwendete HKG Tubulin alpha 1b auf
seine Eignung Uberprift. Sowohl fiar die Jurkat- und JVM-13-Zellen, als auch fir die
humanen Leukozyten von Diabetes-mellitus-Patienten wurde die Stabilitait des HKGs
TUBA1B gemessen. Fir die Patienten-Studie wurde weiterhin geprift, ob durch andere
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HKGs eine bessere diagnostische CNNM2-Bestimmung mdéglich ware und die optimale
Anzahl an HKGs ermittelt. Zur Auswertung wurde die Analysesoftware ,geNorm*“ verwendet.

Vor der Bestimmung der Genstabilitdt und optimalen Anzahl war zu klaren, ob die Zellen
(Jurkat, JVM-13, Leukozyten) die ausgewahlten potentiellen HKGs exprimieren bzw. die
Primer spezifisch sind. Dazu wurde eine konventionelle PCR durchgefihrt und das Produkt
bei zehn von elf potentiellen HKGs im Agarosegel eindeutig nachgewiesen. Abbildung 30
zeigt exemplarisch das Ergebnis fiir die humanen Leukozyten. Das Gen RP Il konnte in
keinem Fall nachgewiesen werden und wurde aus den folgenden Untersuchungen
ausgeschlossen. Das Primerpaar wurde flar einen Tag-Man-Assay designed und
funktionierte nicht in einem SybrGreen-Assay. Weiterhin zeigt die Auftrennung bei neun
HKGs nur eine Bande pro Gen mit der korrekten AmplikongréBe. Das wurde als
hinreichendes Kriterium fir die Spezifitdt der verwendeten Primer angesehen. Nur bei UBC
war eine zweite, sehr schwache Bande erkennbar. Das Gen UBC wurde entsprechend von

den weiteren Betrachtungen ebenfalls ausgeschlossen.

Housekeeping-Gene (humane Leukozyten)

bp Ladder

=
[T
-
=
m
b
[=1
L3
oo ]
o4

Abb.30 Ethidiumbromid-Agarose-Gelelektrophorese  der  PCR-Produkte  der  ausgewahliten
Housekeeping Gene in humanen Leukozyten isoliert aus Diabetes-mellitus-Patienten
(GréBenstandard: O'RangeRuler™ 20 bp DNA Ladder Fa. Fermentas)

4.3.2 Quantitative und qualitative Analyse potentiell geeigneter
Housekeeping-Gene mit der Analysesoftware ,,geNorm*

FlOr die quantitative und qualitative Analyse potentieller HKGs wurden elf Proben von

Diabetes-mellitus-Patienten als Stichprobenauswahl mit elf potentiellen HKGs getestet. Die
ausgewahlten Proben reprasentierten die Gesamtheit der Proben der Expressionsstudie
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hinsichtlich der Qualitat (RIN-Wert) und Gruppenzugehdrigkeit (Kontrollprobe, unbekannte
Probe etc.) (siehe auch Kapitel 3.3.2).

Genstabililtédt M
Der Parameter M ist das MaB fir die Expressionsstabililtat und wird durch schrittweisen

Ausschluss des jeweils instabilsten Gens und einer Neuberechnung der verbleibenden Gene
ermittelt (siehe Kapitel 3.3.2). Die Gene sind in der Reihenfolge ihrer M-Werte aufgefiihrt,
von links nach rechts mit dem instabilsten Gen auf der linken Seite beginnend bis hin zum
stabilsten Gen auf der rechten Seite der Abbildung. Die grafische Darstellung entspricht der
der Analysesoftware ,geNorm*

JVM Der M-Wert fir Tubulin
alpha 1b in den JVM-13-
Zellen lag mit 0,417

unterhalb der Grenze von

0,45 -
0,40 +

0,35 4

M = 0,5 und weist auf ein

0,30 . .
stabil exprimiertes Gen

Genstabilitat M

0.95 innerhalb eines
homogenen Probenpools
hin (Abb. 31).

Die drei stabilsten HKGs
waren B2M, YWHAZ und

GAPDH.

0,20 4

0,15 1

0,10

HKG

Abb.31 Nach Genstabilitdt M geordnete HKGs in JVM-13-Zellen
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Abb.32 Nach Genstabilitat M geordnete HKGs in Jurkat-Zellen
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Zusammenfassend konnte mit der Bestimmung der Genstabilitdt gezeigt werden, dass die
Verwendung des HKGs Tubulin alpha 1b aufgrund seiner stabilen Expression in Jurkat-,
JVM-13-Zellen und humanen Leukozyten valide Ergebnisse lieferte. Im Rahmen der
Optimierung der GED-Wert-Bestimmung in humanen Leukozyten stellten sich die HKGs
B2M und ACTB als die beste Wahl fir zuklnftige Normalisierungen heraus. Die Ermittlung
der optimalen Anzahl an zu verwendenden HKGs fiir die Berechnung eines exakten
Normalisierungsfaktors im Falle humaner Leukozyten wird im folgenden Abschnitt erldutert.

Paarweise Variation V

Das Ergebnis der Berechnung der optimalen Anzahl an stabil exprimierten HKGs ist in
Abbildung 34 gezeigt. Von links nach rechts wird jeweils ein zusatzliches HKG in die
Berechnung des Normalisierungsfaktors (NF) einbezogen, die NFs mit n und n + 1 Genen in
Relation zueinander gebracht und die veranderte Variation V dargestellt. Bei einem Wert
V< 0,15 ist die Hinzunahme eines weiteren HKGs nicht mehr erforderlich. Die Variation V
liegt in dem gegebenen experimentellen Setup bei der Hinzunahme eines dritten HKGs
bereits unterhalb des Schwellenwerts 0,15 (Vo3 = 0,038). Der NF kann mit den Genen B2M
und ACTB zuverlassig errechnet werden (Abb. 33). Die Hinzunahme von YWHAZ hatte
aufgrund der niedrigen Variation V nur einen sehr geringen Einfluss auf den NF. Dieser kann
mit ausreichender Genauigkeit als geometrisches Mittel aus den beiden HKGs B2M und
ACTB berechnet werden.

Humane Leukozyten
0,06 1

0,05 A

0,04 -

0,03 ~

0,02 ~

Paarweise Variation V

0,01 4

0,00 -

NF, /NF, .,

Abb.34 Paarweise Variation V des Normalisierungsfaktors NF beim Vergleich des NF aus n Genen
und dem NF aus n + 1 Genen zur Bestimmung der optimalen Anzahl der Housekeeping-Gene
(NF = Normalisierungsfaktor, n = Anzahl der HKGs)
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4.3.3 Vergleichende Berechnungen unter Verwendung optimierter HKGs

Im Anschluss an die Ermittlung des optimalen Sets an Housekeeping-Genen wurde in einer
vergleichenden Berechnung das bisher verwendetet HKG Tubulin alpha 1b gegen die beiden
optimalen HKGs B2M und ACTB (beta-Actin) hinsichtlich Unterschieden bei der CNNM2-

Plus

Normalisierung getestet. Die Auswertung mithilfe des Programms gbase ™ ergab die in der
Abbildung 35 dargestellten Ergebnisse. Die einzelnen Expressionsdifferenzen sind im
Vergleich zum Durchschnittswert aller Proben berechnet. Dieser Durchschnittswert wurde
auf 1 gesetzt. Gleichzeitig zu den Expressionsdifferenzen errechnete gbase™ den
Standardfehler anhand des Algorithmus nach Hellemans et al. (2007). Der Standardfehler
(SE) wurde nachfolgend nach der Formel SD=SE-+n in die Standardabweichung
umwandelt. Die StichprobengréBe n betrug 20 Proben. Die GED-Werte der 20 Proben
wiesen keinen oder einen geringen Unterschied zwischen den zur Normalisierung
verwendeten HKGs auf. Die Einzelwerte sind in Tabelle 16 aufgefuhrt. Die Abweichungen
der relativen Expression lagen zwischen 0,004 und 0,384-fach mit einem Mittelwert von

0,109.

3.0 1

Vergleich der HKG in Leukozyten

2,5 1

2,0 -

GED CNNM2
o

0,5

0,0 -
12 3 4 5 6 7 8 9 101112 13 14 1516 17 18 19 20

Probe

I CNNM2 gegen TUBA1B normalisiert
[ CNNM2 gegen B2M und ACTB normalisiert

Abb.35 Vergleich der GED-Werte des Gens CNNM2 aus 20 Proben (humane Leukozyten) in
Abhangigkeit von der Wahl des HKGs. Dargestellt sind die Expressionsdifferenzen skaliert
zum Mittelwert aller Proben und die SD
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Tab.16 Ubersicht der Einzelwerte der Bestimmung der relativen Expression des Gens CNNM2 in

4.4

humanen Leukozyten in Abhéngigkeit von der Wahl des HKGs

Tubulin alpha 1b i B2Mund ACTB
Probe GED SD GED SD

1,474 1,176 1,371 1,096
0,691 0,283 0,695 0,288
2,055 0,057 1,811 0,202
0,820 0,350 0,935 0,382
1,165 0,810 1,106 0,772
1,875 0,098 1,517 0,065
0,581 0,173 0,677 0,193
0,696 0,219 0,720 0,238
1,046 0,227 1,009 0,200
1,071 0,246 1,081 0,183
0,997 0,187 0,990 0,117
0,797 0,145 0,793 0,158
2,028 0,211 1,644 0,175
0,649 0,102 0,797 0,054
0,652 0,307 0,728 0,342
0,996 0,194 1,013 0,189
1,103 0,381 1,020 0,295
1,148 0,274 1,052 0,351
0,732 0,103 0,980 0,153
0,934 0,098 0,870 0,145

BEalisaionisorNonswm -

ZUSAMMENFASSUNG DER ERGEBNISSE

Zellkulturversuch (in vitro)

Die JVM-13-Zellen reagierten wesentlich sensibler auf einen Mg-Mangel mit einer
Uberexpression Mg-sensitiver Gene als die Jurkat-Zellen.

Starke Uberexpression (GED>6): SLC41A1, CNNM2, TRPM7, NIPA1, N33

Mittlere Uberexpression (GED>4): SLC41A2, SLC41A3

Geringe Uberexpression (GED>1): MagT1

Diabetes-mellitus-Patienten (in vivo) - Phase 1

114 /115 (99 %) Patienten hatten einen [Mg]piasma-Wert im Normbereich.

28/ 115 (24 %) Patienten hatten einen [Mg?']insa-Wert < 0,55 mmol/l.

27 / 115 (24 %) Patienten hatten einen GED-Wert des Gens CNNM2 = 1.

24 | 27 (89 %) Patienten mit einer GED = 1 hatten einen [Mg*]i.wa-Wert < 0,55
mmol/l.

23 / 24 (96 %) mit einer GED = 1 und [Mg*'Jiwa-Wert < 0,55 mmol/l hatten einen
[M@]piasma-Wert im Normbereich.
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Diabetes-mellitus-Patienten (in vivo) - Supplementierung

Der mittlere [Mg]piasma—Wert anderte sich nicht.
Der mittlere [Mg®']wa-Wert stieg signifikant um 0,18 mmol/l auf 0,61 mmol/l (> 0,55
mmol/l).

Die mittlere Genexpression (CNNM2) sank signifikant unter den Wert GED=1.

Methodenoptimierung mittels ,geNorm*

Tubulin alpha 1b wurde in allen Zellen stabil exprimiert (M < 0,5).

Die optimale Anzahl an HKGs bei allen Zellen ist 2.

ideale HKGs fir Jurkat-Zellen: B2M, TUBA1B

ideale HKGs fur JVM-13-Zellen: B2M, YWHAZ

ideale HKGs fur humane Leukozyten: B2M, ACTB

Im Vergleich zeigten die 20 Proben (humane Leukozyten) keine bzw. nur geringe
Unterschiede in den GED-Werten (CNNM2) unter Verwendung des HKGs Tubulin
alpha 1b bzw. B2M und ACTB.
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5 DISKUSSION

5.1 DYNAMIK UND DIAGNOSTIK DER MAGNESIUMHOMOOSTASE

Der Mikronahrstoff Magnesium (Mg) ist fir ein einwandfreies Funktionieren aller
Komponenten innerhalb der Zelle lebenswichtig. Der Organismus halt dazu eine
Homdostase aufrecht, ein Gleichgewicht aus Absorption im Darm, Umverteilungsvorgangen
innerhalb des Koérpers und Reabsorption in der Niere (Cole und Quamme 2000). Stérungen
dieses Gleichgewichts etwa durch eine geringe Zufuhr Gber die Nahrung oder einen
erhéhten Verlust Gber die Nieren kann der Kérper Gber einen gewissen Zeitraum durch die
Aktivierung von Magnesium aus anderen Koérperkompartimenten (v.a. Knochen)
ausgleichen (siehe Kapitel 2.4.11.3). Studien von Alfrey, Miller et. al. (1974) zeigten eine
ausgepragte positive Korrelation zwischen dem Knochen-Mg-Gehalt und der Serum-Mg-
Konzentration. Daraus zog das Forscherteam die Schlussfolgerung, dass das austauschbare
Knochen-Magnesium als ein Reservoir zur Aufrechterhaltung einer normalen Serum-Mg-
Konzentration dient. Sabatier, Pont et al. (2003) entwickelten ein kinetisches
Kompatimentmodell des Mg-Metabolismus in gesunden Erwachsenen. Unter der
Verwendung der stabilen Isotope Mg und **Mg, oral bzw. intravends verabreicht, konnten
sie zeigen, dass innerhalb von 12 Tagen 25 % des Gesamt-Mg-Bestandes einem schnellen
Austausch unterliegen. Davon entfallen 3 % auf das Magnesium im Plasma, das mit drei
weiteren extraplasmatischen Kompartimenten im Austausch steht. Einer dieser drei
extraplasmatischen Speicher weist eine Austauschrate von 80 % auf. Anatomische
Zuordnungen waren mit diesem Kompartimentmodell schwierig.

Ein Absinken des Gesamt-Mg-Bestandes macht sich aufgrund der Mg-Austauchraten nicht
unmittelbar in einer verminderten Serum-Mg-Konzentration bemerkbar. Auftretende
unspezifische Symptome wie Mudigkeit, Reizbarkeit, Muskelkrampfe, Schlafstérungen und
Kopfschmerzen, darunter auch Migrane, werden oft nicht mit einem Mg-Mangel in
Verbindung gebracht (Tso und Barish 1992). Anhaltende Imbalancen fihren so unbemerkt
zu einem ausgepragten Mangelzustand des gesamten Kérpers, der erst Gber ein Abfallen
der Serum-Mg-Werte in der klinischen Routineuntersuchung auffallig wird. Eine
Hypomagnesiamie ist daher immer ein Zeichen eines massiven Mg-Mangels (Arnaud 2008).
Unter Beachtung der Tatsache, dass eine Hypomagnesiamie haufig in Verbindung mit
chronischen Erkrankungen wie Bluthochdruck, Diabetes mellitus, Metabolischem Syndrom
und kardiovaskularen Erkrankungen steht, ist es von groBer Bedeutung, friihzeitig eine
Verminderung des Gesamt-Mg-Gehalts des Kdrpers zu detektieren (siehe Kapitel 2.5).

Einer der Hauptgriinde, warum der Mg-Metabolismus nicht starker im Fokus der klinischen
Routineuntersuchungen steht, ist das Fehlen einer leicht zugénglichen, akkuraten und
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reproduzierbaren Methode zur Bestimmung des Mg-Status. Im Jahr 1987 zeigte Whang,
dass die Hypomagnesiamie eine der am  haufigsten unterdiagnostizierten
Elektrolytmangelzustande ist (Whang 1987). Die allgemein gangige Methode in der Praxis ist
zurzeit die Bestimmung des Gesamtserum-Mg. Im Kapitel 2.4.1 wurde die Mg-Verteilung im
Koérper erlautert. Der Referenzbereich liegt zwischen 0,75 und 1,2 mmol/l, wobei ca. 35 %
des Magnesiums im Plasma an Protein und ca. 10 % an andere Liganden gebunden sind.
Der Anteil des Gesamtserum-Mg von nur 1% am Mg-Gehalt des Kérpers und die
Aufrechterhaltung des Gleichgewichts zwischen den Kompartimenten machen diesen
Laborwert nur mit Einschrankungen aussagekraftig. Wie auch die Ergebnisse der
vorliegenden Arbeit sehr gut verdeutlichen, kénnen die Serum-Mg-Werte im Normbereich
liegen, obwohl der Kérper sich schon in einer deutlichen Mangelsituation befindet. Serum-
Mg-Werte oberhalb von 0,75 mmol/l schlieBen eine Mangelversorgung somit nicht aus,
Werte unterhalb der Referenz sind ein sicheres Zeichen dafur.

Mit der Entwicklung Mg-sensitiver Elekiroden ist die Bestimmung des ionisierten
Magnesiums im Serum mdglich, wobei der Vorteil gegentber der Gesamtserum-Mg-
Messung noch nicht geklart ist. Eine genaue und aussagekraftige Beurteilung des Mg-Status
erlaubt die Durchflihrung eines Magnesium-Loadingtests (Rude 1998). Dabei wird eine
definierte Menge Magnesium infundiert und die Mg-Ausscheidung im Urin Uber 24 h
gemessen. Die Aussagekraft dieses Tests wird allerdings wesentlich von der Nierenfunktion
beeinflusst. Nierenwirksame Medikamente und Krankheitszustdnde mit erhdhten
Magnesiumverlusten Uber den Urin (z. B. Diabetes mellitus) verfalschen den Test
(Swaminathan 2003).

Der Uberwiegende Mg-Anteil des Koérpers liegt intrazellular (ca. 40%) und in der
Knochenmatrix (ca. 60 %). Natdrlich existieren auch Methoden zur Bestimmung des
intrazellularen Mg-Gehaltes z. B. in Erythrozyten, Lymphozyten, Muskelzellen und Knochen.
Dabei ist nur die ionisierte Form des Magnesiums die biologisch aktive und damit die
reprasentative Form (Elin 1991).

Die Bestimmung von Magnesium in den fragilen Erythrozyten ist aufwendig und nur ein
schlechtes MaB fur den aktuellen Kérper-Mg-Bestand. Erythrozyten besitzen keinen Zellkern
und somit keinen Transkriptionsapparat. Darlu, Rao et al. (1982) stellten anhand ihrer
Untersuchungen die Hypothese auf, dass genetische Faktoren eine spezifische Steady-
State-Konzentration in reifen Erythrozyten aufrecht erhalten. Weiterhin sind Erythrozyten nur
mit einem Teil der Transportsysteme ausgestattet und kénnen Magnesium nur schlecht
aufnehmen. Nur Retikulozyten besitzen noch ein Influxsystem und nehmen Magnesium bis
zum Erreichen einer normalen intrazellularen Konzentration auf. Entsprechend ist im

Durchschnitt die Erythrozyten-Mg-Konzentration fir den Mg-Haushalt zur Zeit ihrer Bildung
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reprasentativ. Junge Erythrozyten besitzen selbst bei niedrigen Plasma-Mg-Werten normale
oder erhdhte intrazelluldare Mg-Werte (Elin et al. 1980).

Der Mg-Gehalt in Lymphozyten, Muskelzellen und Knochen korreliert zwar mit dem anderer
Gewebe, allerdings ist die Bestimmungsmethode (Biopsie in den letztgenannten Geweben)
fir den praktischen klinischen Alltag viel zu aufwendig (Elin 1987). Eine praktikablere
Bestimmung der intrazelluldren  Mg-Konzentration in  Einzelzellen ist die
rasterelektronenmikroskopische Roéntgenemissionsspektralanalyse. Es wurde festgestellt,
dass der Mg-Gehalt in Sublingualzellen sehr gut mit dem des Herzgewebes korreliert. Die
Zellgewinnung ist einfach und nicht invasiv. Die Untersuchungsmethode existiert jedoch
zurzeit nur in den USA und ist relativ teuer (Haigney et al. 1995; Haigney et al. 1997).
Methoden wie *'P-NMR-Spektroskopie, fast-filter-Mag-Fura-2-Spektrometrie und die Mg?*-
spezifische ionenselektive Elektrode finden nur in der Forschung Verwendung, da sie sehr
teuer sind, Spezialausristung und speziell ausgebildetes Personal erfordern.

Auf der Suche nach leicht verfugbaren, fir den klinischen Alltag anwendbaren und prazisen
Methoden zur Bewertung der Mg-Status eines Patienten stellte sich im Rahmen der
vorliegenden Arbeit die Frage, ob es mdglicherweise Gene gibt, deren Expression in
Abhé&ngigkeit von der intrazellularen Mg-Konzentration reguliert werden.

Die wissenschaftliche Arbeit von Goytain, Quamme et al. (2005) und Goytain, Hines et al.
(2007) war grundlegend fur die ldentifizierung méglicher Mg-sensitiver Gene. In den Jahren
2005 — 2007 untersuchten sie Gewebe von Mausen, die zuvor unter Mg-Mangelbedingungen
gehalten wurden, auf veranderte Expressionsprofile potentieller Kandidatengene. Dabei
fielen MagT1, SLC41A1, SLC41A2, NIPA1 und CNNM2 auf, die in zahlreichen Geweben
Uberexprimiert waren. Analoge Versuche mit Zellkulturen bestétigten das Ergebnis (naher
erlautert in den Kapiteln 2.4.4 — 2.4.10 in der Literaturtbersicht). In den letzten Jahren sind
noch einige weitere potentielle Mg-sensitive Gene dazugekommen. Dennoch ist noch sehr
wenig Uber die Transportvorgdnge und die zugrundeliegenden exakten Mechanismen des
Transports von Magnesium durch die Zellmembran bekannt. Die funktionale Identifikation
und Charakterisierung der Mg-transportierenden Proteine befindet sich noch im
Anfangsstadium.

5.2 VALIDIERUNG MG-SENSITIVER GENE IM IN-VITRO-ZELLVERSUCH

In der vorliegenden Arbeit wurde zur Uberpriifung der Eignung méglicher Kandidatengene
als Biomarker zur Detektion eines Mg-Defizits ein In-vitro-Zellsystem etabliert. Klinisch
relevante Routinetests nutzen in der Regel Blutproben als Probenmaterial, da es am
einfachsten zu gewinnen ist. Aus diesem Grund diente ein auf Zellen des Blutes basierendes
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In-vitro-Model als Grundlage fir den Zellversuch. Die humanen Leukamie-Zelllinien Jurkat-
und JVM-13 entstammen den T- bzw. B-Lymphozyten und stellen ein sehr gutes
Referenzmodel bei der Entwicklung einer leicht verfliigbaren und klinisch anwendbaren
Methode zur Bestimmung des Mg-Status dar. Hinzu kommt, dass der Mg-Gehalt der
Lymphozyten mit dem des Skelett- und Herzmuskels korreliert (Fatemi et al. 1991). Fir die
Probenentnahme, RNA-Isolierung und cDNA-Analyse sind spezielle, fir diesen Zweck
optimierte Entnahme- und Extraktionskits im Handel erhaltlich (siehe Material- und
Methodenteil).

Im vorliegenden Versuch sollten die Zellen Gber einen Zeitraum von 72 h in einem
Versuchsmedium (HBSS) ohne Magnesium verbleiben. Vorausgehende Tests hatten
gezeigt, dass die Zellen 2 - 3 Tage in diesem Minimalmedium Utberlebten, wobei die JVM-13-
Zellen auf den Mangel sensibler reagierten, sodass der Versuch im Endeffekt auf 48 h
begrenzt wurde. Die Vitalitat zeigte Uber die ersten zwei Tage hinweg keinen Unterschied zu
Zellen in Mg-haltigem Medium. Weiterhin wurde im Vorfeld untersucht, ob diese beiden
Zelllinien die uns interessierenden Gene grundsatzlich exprimieren. Auf den Abbildungen 9
und 10 ist zu erkennen, dass sowohl in den Jurkat- als auch in den JVM-13-Zellen die Gene
SLC41A1, SLC41A2, SLC41A3, CNNM2, TRPM7, NIPA1, N33 und MagT1 exprimiert
werden (Kapitel 4.1 im Ergebnisteil).

Bei der Auswertung der GED-Werte fiel auf, dass die JVM-13-Zellen wesentlich sensibler auf
den Mg-Mangel reagierten als die Jurkat-Zellen. Die Ursache daflrr ist méglicherweise im
Ursprung der Zelllinien zu finden. Die Jurkat Zelllinie wurde aus einem Patienten mit akuter
lymphoblastischer Leukadmie (ALL) etabliert. Untersuchungen an Patienten mit ALL haben
gezeigt, dass der Mg-Gehalt der Lymphozyten im Vergleich zu gesunden Probanden
erniedrigt ist (Rzymowska 1996). Die Mg-Homdostase ist dadurch vermutlich veréndert. Es
ist anzunehmen, dass dieser Veranderung eine genetische oder epigenetische Ursache
zugrunde liegt.

Eine andere Studie fand in den Haaren von ALL-Patienten eine ebenfalls erniedrigte
Mg-Konzentration (Sahin et al. 2000). Gleichzeitig wurden die Serum-Mg-Werte bestimmt,
die im Vergleich zu gesunden Probanden unverandert waren. Das Forscherteam sah in dem
Serum-Mg-Wert einen sehr variablen und instabilen Laborwert zur Bestimmung des Mg-
Gehalts und hielt die Messung der Haar-Mg-Konzentration flr einen besseren Indikator zur
Aufdeckung einer chronischen Mg-Defizienz. Carpentieri, Myers et al. (1988) beschrieben in
ihrer Arbeit Uber die Wachstumsbedingungen von humanen Lymphozyten in der Zellkultur,
dass B-Lymphozyten allgemein héhere Anforderungen an die Kalzium- und Mg-Versorgung
stellen als T-Lymphozyten. Mdglicherweise liegt der hdhere Bedarf an der starken
Proliferation in den Lymphknoten nach Antigen-Kontakt, der Bildung von Antikérpern und der
dadurch héheren metabolischen Aktivitat. Die Ergebnisse dieser Untersuchungen lassen den
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Schluss zu, dass die Jurkat-Zellen an einen niedrigen intrazellularen Mg-Gehalt bereits
adaptiert sind. Das erklart die gute Uberlebensrate nach 72 h in Mg-freiem Medium im
Vergleich zu den JVM-13-Zellen. Auch der oft nicht signifikante bzw. erst spat messbare
Anstieg der GED-Werte einiger Gene in den Jurkat-Zellen zum Zeitpunkt 48 h ist daraus
ableitbar. Gleichzeitig reagierten die JVM-13-Zellen aufgrund ihrer hdheren Anforderungen
sensibler auf den Mg-Mangel.

Die Gene SLC41A1, CNNM2, TRPM7, NIPA1 und N33 zeigten bei Mg-Mangel eine starke
Uberexpression (GED >6). Eine mittlere Uberexpression (GED >4) wiesen die Gene
SLC41A2 und SLC41A3 auf. Das Gen MagT1 war nicht signifikant Gberexprimiert.

Die Expression stieg bei drei von acht Genen bereits nach 5 h signifikant an. Bei der
Mehrzahl der Gene war dieser Anstieg jedoch erst spater messbar. Diese zeitliche
Verzbgerung kénnte zum einen auf der Tatsache beruhen, dass zu Beginn des Experiments
die intrazelluldren Mg-Speicher gefiillt sind. Intrazellulires Mg ist Uberwiegend in den
Mitochondrien, Golgi, ER und Mikrosomen gespeichert (Cittadini et al. 1991). Weiterhin
liegen Uber 98 % - 99 % des gesamten Magnesiums innerhalb der Zelle in Komplexen mit
Phosphonukleotiden, Bicarbonat und Citrat oder an Proteine gebunden vor (Romani 2011).
Zwischen den einzelnen Kompartimenten und der gebundenen und ionisierten Form herrscht
ein dynamisches Gleichgewicht, das von intrinsischen Mechanismen reguliert wird. Die
Freisetzung von Mg® aus den Speichern zum Ausgleich niedriger zytosolischer Mg?*-
Konzentrationen verandert die Konzentration des freien zytosolischen Mg?* stetig (Romani
2007). Es ist anzunehmen, dass es eine Zeit dauert, bis die intrazellularen Speicher entleert
sind und der zytosolische Mg-Gehalt absinkt. Ein weiterer Aspekt ist die Regulation der
Expression der Membrantransporter auf der Ebene der Transkription. Auch ist davon
auszugehen, dass vom Signal innerhalb der Zelle bis zur Transkription spezifischer Gene
einige Zeit vergeht.

Die Resultate des vorliegenden Zellkulturversuchs entsprechen denen verschiedener, in der
Literatur aufgefUhrter Expressionsanalysen in anderen Zellkulturen, die unter niedrigen Mg-
Konzentrationen gehalten wurden, wie z. B. TRPM6 in HC11-Zellen (Wolf et al. 2010),
SLC41A1, NIPA1, MagT1, CNNM2 in MDCT-Zellen (Goytain und Quamme 2005; 2007),
SLC41A1 in HEK-293-Zellen (Kolisek, unverdffentlichte Daten). Im Gegensatz zu den
Ergebnissen von Goytain und Quamme (2005) zeigte das Gen SLC41A2 in den JVM-13-
Zellen der vorliegenden Arbeit eine deutliche Uberexpression.
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Anhand der gewonnenen Ergebnisse aus dem Zellkulturversuch kann der Schluss gezogen
werden, dass es magnesiumsensitive Gene gibt, deren Expression in Abhangigkeit vom
zellularen Magnesiumstatus reguliert werden und die somit als mdgliche Biomarker zur
Aufdeckung eines Magnesiummangels in Betracht kommen. Am empfindlichsten reagierten
die Kandidatengene SLC41A1, CNNM2, TRPM7, NIPA1 und N33 in JVM-13-Zellen auf eine
Magnesiumdepletion.

5.3 CNNM2 ALS BIOMARKER BEI DIABETES-MELLITUS-PATIENTEN

5.3.1 Validierung von CNNM2 an einer Patientenkohorte

Diabetes mellitus ist die haufigste Stoffwechselerkrankung, die mit einem Mg-Mangel
assoziiert ist. Wahrend der letzten Jahre hat sich immer mehr gezeigt, dass Magnesium
signifikant die Haufigkeit des Auftretens, die Entwicklung und den Verlauf von Diabetes
mellitus beeinflusst (Chaudhary et al. 2010). Es wirkt positiv auf die Parameter der
glykédmischen Kontrolle, indem es die Tyrosin-Kinase-Aktivitat des Insulin-Rezeptors und die
postrezeptionale Signaltransduktion verbessert (Barbagallo et al. 2007)(siehe auch Kapitel
2.5.1). Jedoch zeigte sich in klinischen Studien, dass nicht alle Patienten mit Diabetes
gleichermaBen gut auf eine Mg-Supplementierung reagieren (Song et al. 2006). Einer der
hauptséachlichen Grinde dafir ist die Tatsache, dass vorrangig Mg-defiziente Patienten von
einer Supplementierung profitieren. Die Diagnose des Mg-Status basiert momentan noch auf
der Bestimmung der Plasma-Mg-Konzentration.

In einer systematischen Ubersicht beurteilten Witkowski, Hubert et al. (2011) die Effektivitat
20 verschiedener Biomarker zur Bestimmung des Mg-Status anhand veréffentlichter
Mg-Supplementierungs- bzw. Mg-Depletierungsversuche bei gesunden Probanden. Anhand
21 ausgewerteter Studien (hauptsachlich Supplementierungsstudien) kamen sie zu dem
Ergebnis, dass nur drei der 20 Biomarker sensitiv auf eine erhéhte bzw. verminderte Mg-
Zufuhr reagierten. So bewerteten sie die Serum/Plasma-Mg-Konzentration, die Erythrozyten-
Mg-Konzentration und die Mg-Konzentration im 24-Stunden-Urin als nitzliche Biomarker zur
Bestimmung des Mg-Status des Kdérpers. Andere Marker konnten aufgrund unzureichender
Daten nicht zuverlassig auf ihre Verwendbarkeit bewertet werden. Die Bestimmung der
Serum/Plasma-Mg-Konzentration ist insofern zuverlassig, als das ein unterhalb der Referenz
liegender Wert eindeutig auf einen schweren Mg-Mangel schlieBen lasst. Auch ist ein
Anstieg der Plasma-Mg-Konzentration nach Supplementierung zu erwarten, da der Korper
vorrangig bemdiht ist, diese konstant zu halten und dazu auch auf seine intrazellularen
Speicher zuriickgreift. Allerdings wird keine Aussage Uber den intrazellularen Status und die
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maogliche Verarmung groBer Mg-Speicher (insbesondere des Knochens) getroffen. Es bleibt
weiterhin die Frage offen, inwieweit anhand dieser Methoden zuverlassige Aussagen bei der
Detektion latent Mg-defizienter Menschen mit einer Plasma-Mg-Konzentration innerhalb der
Norm getroffen werden kénnen.

Somit ist die Plasma-Mg-Konzentration flr die Beurteilung des Mg-Status des Kdérpers nur
mit Einschrédnkungen aussagekraftig. Aufgrund dieser Problematik besteht eine
Notwendigkeit zur Entwicklung praxistauglicher Methoden zur Bewertung der intrazellularen
Speicher.

Die Entdeckung Mg-sensitiver Gene, deren Expression in Abhangigkeit vom Mg-Status
reguliert werden, macht diese Gene zu potentiellen Biomarkern zur Aufdeckung einer Mg-
Defizienz. Die in der vorliegenden Arbeit etablierte Methode mithilfe der qPCR soll spater der
Identifizierung von Diabetes-mellitus-Patienten dienen, die von einer alimentaren Mg-
Supplementierung profitieren wirden. Mit dem in dieser Arbeit vorgestellten In-vivo-Versuch
sollte herausgefunden werden, ob ausgewahlte Gene auch in humanen Leukozyten in
Abhéngigkeit vom Mg-Status reguliert werden. Dazu wurde die Expressionsrate eines im
Zellversuch am stérksten reagierenden Kandidatengens CNNM2 in den Leukozyten von
Diabetes-mellitus-Typ-1l-Patienten  bestimmt.  Gleichzeitig wurden die Plasma-Mg-
Konzentration und die intrazellulare freie Mg?*-Konzentration der Leukozyten gemessen. Die
Leukozyten wurden unmittelbar nach der Blutentnahme separiert und bis zur RNA-Isolierung
in RNALater gelagert, um das RNA-Expressionsprofil zu stabilisieren. Im Hinblick auf
zukinftige Patientenscreenings und auf die Anwendbarkeit der Genexpressionsanalyse in
der Routinepraxis wird es nicht immer mdéglich sein, unmittelbar nach der Blutentnahme die
Leukozyten zu isolieren, da in der Regel die Entnahme vom Praxis- bzw. Klinikpersonal
durchgefiihrt wird. Bis zur RNA-Isolierung kommt es dann zu einer zeitlichen Verzdgerung
von mehreren Stunden bis hin zu mehreren Tagen. In dieser Zeit kann sich das
Expressionsprofil einiger Zielgene signifikant verandern. Diese Instabilitat ist das Ergebnis
der fortschreitenden metabolischen Aktivitat in den gewonnenen Blutproben. In Versuchen
von Tanner, Berk et al. wurden bei verschiedenen Genen (vor allem Zytokine, Chemokine
und Transkriptionsfaktoren) signifikante Veranderungen der relativen Expression (sowohl
Hochregulierung als auch Herunterregulierung) aufgrund der Lagerung der Blutproben bei
Raumtemperatur nach der Probenentnahme gemessen. Beispielsweise lag die relative
Expression das Chemokins IL-8 nach einer Stunde bei RT um das 10-Fache héher, nach
vier Stunden bereits um das 100-Fache (Tanner et al. 2002). Fir eine akkurate Messung von
Expressionsprofilen auch Stunden nach der Blutentnahme ist es daher wichtig, dass das Blut
in ein Behaltnis enthommen wird, das ein RNA-stabilisierendes Reagenz enthalt, um das
Expressionsprofil zum Zeitpunkt der Entnahme zu fixieren. Daflr stehen bereits mehrere
kommerzielle Systeme fir zuklnftige Studien zur Auswahl. Zum Beispiel enthalten die
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Tempus™ Blood RNA Tubes ein Reagenz, dass die Blutzellen unverzuglich lysiert, RNAsen
inaktiviert und die RNA in einer Mizellenstruktur einschlieBt und so stabilisiert. So sind die
Proben bzw. die RNA bei Raumtemperatur bis zu 5 Tagen, bei 4 °C bis zu 7 Tagen und bei -
20 bis -80°C Uber Monate stabil. Die Notwendigkeit einer Leukozytenisolierung in
unmittelbarem Anschluss an die Blutentnahme sowie die sofortige RNA-Isolierung (bzw.
Lagerung in RNALater) kénnten dann in der Routinediagnostik entfallen.

Betrachtet man nun die Ergebnisse der ersten Phase der Studie zeigten 114 von 115
Patienten eine Plasma-Mg-Konzentration im Normbereich. Nur ein Patient lag mit einem
Wert von 0,72 mmol/l geringflgig unter dem Referenzwert 0,75 mmol/l, einem Wert, der
routinemaBig zur Differenzierung einer Unterversorgung herangezogen wird. Demnach
waren unter normalen Klinischen Praxisbedingungen ein Patient als auffallig und 114
Patienten als unauffallig diagnostiziert worden.

In der vorliegenden Studie konnte die Expression des Mg-sensitiven Gens CNNM2 als
wesentlich sensitiverer Indikator einer unzureichenden Mg-Versorgung etabliert werden. Bei
27 von 115 Patienten (23,5 %) wurde fir CNNM2 ein GED-Wert > 1, bezogen auf 15 klinisch
gesunde Probanden, ermittelt. Von den 27 Patienten mit CNNM2-Uberexpression zeigten 24
Patienten einen niedrigen intrazelluldaren Mg-Gehalt (< 0,55 mmol/l). Insgesamt lagen von
115 Patienten 28 unterhalb eines [Mg?']i.wa-Konzentration von 0,55 mmol/l und damit in
einem Bereich der Unterversorgung. Die Uberexpression einiger Gene bei Patienten mit
niedrigem intrazellularem Mg-Spiegel deutet darauf hin, dass die Zelle diesen niedrigen Mg-
Status zu kompensieren versucht. Dabei werden die Gene vermehrt exprimiert, die am
Transport von Magnesium durch die Zellmembran beteiligt sind.

Somit wurden Uber den GED-Wert des Gens CNNM2 24 von 28 Patienten (86 %) detektiert,
die sich in einer Mg-Mangelsituation befanden (Abb. 36 und Tab. 15 im Ergebnisteil). Der
Begriff ,Mangelsituation“ wird in der vorliegenden Arbeit lber einen intrazellularen Mg?*-
Gehalt = 0,55 mmol/l definiert. Patienten, deren Mg-Status anhand der GED-Methode
beurteilt wurde, befanden sich zu 88,9 % wirklich in einer Mangelsituation. Nur vier Falle
(4,6 %) wirden anhand des GED-Werts falsch negativ bewertet werden. Drei Patienten
wirden als falsch positiv eingestuft und ohne zwingenden Bedarf mit Magnesium
supplementiert werden. Ist der Koérper gut mit dem Mikrondhrstoff versorgt, steigt die
Ausscheidung Uber die Niere an und ein Zuviel an Magnesium wird bei intakter
Nierenfunktion einfach ausgeschieden. Eine zu hohe einmalige Einnahme fihrt zur Diarrhée
und zur Ausscheidung des Uberschissigen Magnesiums Uber den Darm (Elin 1988; Fine et
al. 1991). Eine Uberdosierung ist somit praktisch nicht méglich.

Im Vergleich dazu ist die Genauigkeit, mit der eine Mangelsituation detektiert wird bei der
Plasmamessung héher (100 %). Das bedeutet, wenn ein Plasmawert unter 0,75 mmol/l
gemessen wird, liegt zu 100 % eine Mangel vor, d. h. ein [Mg*]ia < 0,55 mmol/l. Es wurde
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jedoch nur 1 Patient von 28 (3,6 %) als positiv eingestuft (Abb. 36). Demzufolge wéaren 27
Patienten (96,4 %) als falsch negativ bewertet und ohne Supplementierung entlassen
worden. Damit ist die Anzahl derer, die von einer Supplementierung profitieren wirden, aber
als unauffallig bewertet wurden, mit 23,7 % weitaus héher als bei der relativen
Expressionsbestimmung von CNNM2 (siehe Tab. 15 im Kapitel 4.2.1.2). Demgegeniber
veranschaulicht Abbildung 26 (im Ergebnisteil) die Diskrepanz zwischen intrazellularem
Mg**-Status und Plasma-Mg-Werten. Zu dieser Feststellung gelangten auch zahlreiche
andere Untersuchungen (z. B. de Lordes Lima et al. 1998). Aus den Abbildungen 23 und 24
(im Ergebnisteil) geht hingegen deutlich hervor, dass die GED-Werte von CNNM2 gut mit
den intrazellularen Mg-Werten, aber nicht mit denen des Plasmas korrelieren.

Mg-Messung im Plasma Relative Expression
des Gens CNNM2

Mg-Mangel
erkannt /

Mg-Mangel

nicht erkannt
95:_49/6 Mg-Mangel
27128 nicht :

erkannt 14,3%

4128

Abb.36 Gegenlberstellung der Analysemethoden Plasma-Mg-Messung und Bestimmung der relativen
Genexpression des Gens CNNM2 im Hinblick auf die Detektion einer Mg-Unterversorgung
des Korpers.
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Die Ergebnisse des Screenings bei Patienten mit Diabetes mellitus belegen, dass ein
Magnesiummangel des Kérpers zuverlassiger durch die leukozytare Expression des Gens
CNNM2Z als durch den Plasmamagnesiumwert detektiert wird. Aufgrund dessen kommt das
Gen CNNM2 als ein mdglicher Biomarker fir die Bestimmung des Magnesiumstatus des
Kérpers in Frage.

5.3.2 Magnesiumsupplementierung und Erfolgskontrolle mittels
transkriptioneller Biomarker

Es war im Rahmen der vorliegenden Studie von besonderem Interesse, ob eine Erhéhung
der taglichen Mg-Zufuhr einen positiven Effekt auf die intrazellularen Mg-Werte bzw. auf die
Uberexpression des Gens CNNM2 bei ausgewahlten Patienten aus Phase 1 der Studie hat.
Nach Abschluss der ersten Phase wurden 19 Patienten mit einem GED-
Wert (CNNM2) Gber 2 und einer intrazellularen Mg-Konzentration unter 0,55 mmol/l fir eine
Supplementierungsstudie ausgewahlt. Nach 30 Tagen oraler Mg-Supplementierung anderte
sich der mittlere Plasma-Mg-Spiegel nicht (identische Mittelwerte vor und nach
Supplementierung). Der Plasma-Mg-Spiegel lag vor der Supplementierung bereits
gréBtenteils im Normbereich. Der Plasmawert eines Patienten, der anfangs unterhalb von
0,75 mmol/l lag, normalisierte sich nach der Supplementierung. Die GED-Werte fir CNNM2
fielen bei allen Patienten unter den Schwellenwert GED = 1, d. h. eine Uberexpression war
nicht mehr detektierbar. Die intrazellularen Mg®*-Werte stiegen bei 18 von 19 Patienten
(95 %) uber einen Wert von 0,55 mmol/l. Nur ein Patient wies zu Beginn eine derart niedrige
[Mg®*Tinva-Konzentration auf, dass er nach 30 Tagen nur knapp unterhalb der Referenz lag
(von 0,32 mmol/l auf 0,54 mmol/l).

Fir die Supplementierung der Patienten wurde Magnesium als Salz der organischen
Zitronensaure verwendet. Magnesium in Kombination mit organischen Salzen wie z. B.
Zitrat, Aspartat oder Orotat wird generell vom Korper besser aufgenommen als in
anorganischen Verbindungen (z. B. Chlorid, Oxid) (Walker et al. 2003). Das konnte durch
eine am Institut flr Veterinarphysiologie durchgefiihrte Studie Uber die Bioverflgbarkeit von
Magnesiumoxid im Vergleich zu Magnesiumcitrat bestatigt werden (unverdéffentlichte Daten).
Magnesiumcitrat zeigt unter den organischen Verbindungen die vergleichsweise hdchste
Bioverfligbarkeit, wird besonders gut vom Kdérper aufgenommen und fihrt schnell zu einem
deutlichen Anstieg der Mg-Konzentration im Blut. Gleichzeitig kann der ,basische Effekt” der
Citrate genutzt werden, um Schmerzen zu lindern und chronischen Erkrankungen

vorzubeugen (Vormann et al. 2001; Sun-Edelstein und Mauskop 2009).

105




5 Diskussion CNNMZ2 als Biomarker bei Diabetes-mellitus-Patienten

Magnesium als Therapeutikum wird bereits bei einigen Erkrankungen als fester Bestandteil
der Therapie angewandt. Als gesichert und etabliert gilt der Einsatz bei Muskelkrampfen
(Roffe et al. 2002), Pra-/Eklampsie (Witlin und Sibai 1998; Korish 2012), Torsade de Point
(Kaye und O'Sullivan 2002) und bei der arteriokoronaren Bypass-OP zur Pravention von
Vorhofflimmern (Casthely et al. 1994). Als gesichert, aber kaum etabliert ist die Anwendung
bei Asthma bronchiale (Tso und Barish 1992). Zahlreiche Studien (haufig mehrere
erfolgreich behandelte Einzelfalle) und die gute therapeutische Breite rechtfertigen in der
ambulanten Praxis den Einsatz der Mg-Therapie dartber hinaus bei Erkrankungen, fiir die
keine anderweitige, situationsangepasste Therapie geeignet ist, diese anderweitige Therapie
kontraindiziert oder nicht ausreichend wirksam ist: z. B. Tinnitus (Cevette et al. 2010), (akute)
Migréane (Pfaffenrath et al. 1996; Thomas et al. 2000), Epilepsie (Gupta et al. 1994; Yuen
und Sander 2012), Major Depression (Eby und Eby 2006; Nechifor 2009), ADHDS (Kozielec
und Starobrat-Hermelin 1997; Starobrat-Hermelin und Kozielec 1997), Restless-Leg-
Syndrom (RLS) (Hornyak et al. 1998) und schwere spastische Bronchitis wahrend der
Schwangerschaft (Skobeloff et al. 1993; von Ehrlich et al. 2010). Die Mg-Infusion ist die
Behandlung der Wahl im Fall einer Eklampsie, kann aber genauso effektiv in der Pravention
bei Frauen mit Praeklampsie (PE) eingesetzt werden. Geringe Mg-Zufuhr ist ein Risikofaktor
fur die Entwicklung einer PE. Untersuchungen von Standley et al. (1997) belegten eine
inverse Beziehung zwischen ionisiertem Magnesium und dem Gesamt-Mg im Serum und
einer fortschreitenden Schwangerschaft. Bei 71 % der Schwangeren wurden im Verlauf der
Schwangerschaft sinkende Serum-Mg-Konzentrationen gemessen und 29 % der Frauen
entwickelten eine Praeklampsie. Es ist sehr wahrscheinlich, dass eine orale
Supplementierung sehr effektiv bei der Reduzierung der Inzidenz von PE angewandt werden
kann. Schwangerschaftsinduzierter Bluthochdruck als ein Risikofaktor von PE kann dadurch
teilweise verhindert werden (Korish 2012). Auch hier kdnnte eine Diagnostik der Expression
Mg-sensitiver Gene in Zukunft Vorteile fir eine gezielte Therapie bringen. Kirzlich wurden
am Institut  fOr  Veterinarphysiologie innerhalb der AG  Magnesiumtransport
Genexpressionsstudien an Plazenten von gesunden und von PE betroffenen Schwangeren
durchgefiihrt. Es wurden verschiedene Mg-sensitive Gene getestet. In den Plazenten von
PE-betroffener Schwangeren war jedoch nur das Gen SLC41A1 signifikant Gberexprimiert im
Vergleich zu Plazenten von Frauen mit ungestéritem Schwangerschaftsverlauf
(unverdffentliche Daten). Der Na*/Mg?*-Austauscher scheint signifikant am maternal/fetalen
Mg-Transport beteiligt und als Biomarker fur die Diagnostik eines Mg-Mangels wahrend der
Schwangerschaft geeignet zu sein.

Positive Effekte einer Mg-Supplementierung auf die Knochendichte wurden durch
Stendig-Lindberg (1993) und Dimai (1998) gezeigt. Im Vergleich mit anderen
Supplementierungsstudien decken sich die Ergebnisse der hier aufgefihrten Studie mit
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denen, die in der Literatur beschrieben wurden. Allgemein lasst sich schlussfolgern, dass
eine erhdhte tagliche Mg-Zufuhr gesundheitsférdernd erscheint. Epidemiologische Studien
bei mehr als 500.000 Personen belegten, dass sich mit steigender Mg-Zufuhr das Risiko,
einen Diabetes mellitus zu entwickeln, reduziert (Dong et al. 2011). Genauer betrachtet
reduziert sich das Diabetes-mellitus-Risiko um 14 % pro 100 mg taglich zuséatzlich oral
zugefuhrtem  Magnesiums  (Larsson und Wolk  2007). Kontrollstudien  bei
hypomagnesiamischen Patienten mit Typ-ll-Diabetes und Préadiabetes zeigten, dass
Parameter der Glukose-Homdostase wie HbA1c, Nichternblutzucker und Insulinresistenz
durch eine Mg-Supplementierung signifikant verbessert werden (Rodriguez-Moran und
Guerrero-Romero 2003; Mooren et al. 2011).

Die Deutsche Gesellschaft fir Ernahrung empfiehlt eine tagliche Zufuhr von 300-350 mg
Magnesium Uber die Nahrung (WHO: 300 mg). In verschiedenen Untersuchungen wurde
gezeigt, dass mit der in Deutschland Ublichen Nahrung die empfohlene Zufuhr haufig nicht
erreicht wird. Im Durchschnitt nahmen Frauen nur 210 mg und Mé&nner 260 mg Magnesium
pro Tag zu sich (Glei und Anke 1995). Das wurde durch die VERA-Studie bestatigt.
Zwischen 10 - 20 % der erwachsenen Bevdlkerung wiesen Serum-Mg-Konzentrationen auf,
die auf einen erheblichen Mg-Mangel schlieBen lieBen (Vormann 2010). In Anbetracht der
Tatsache, dass die Mg-Zufuhr der steinzeitlichen Jager und Sammler taglich ca. 600 mg
(Vormann 2010) (1220 mg nach Eaton und Eaton 2000) betrug und sich unsere
Homd&ostase-Mechanismen und das Genom seither nicht verandert haben, ist unser Kérper
bestens an eine hohe Mg-Zufuhr angepasst.

5.3.3 Funktionelle Bedeutung der Biomarker CNNM2 und SLC41A1

CNNM2 war in den aufgeflhrten Genexpressionsstudien der vorliegenden Arbeit ein
zuverlassiger Biomarker fur einen Mg-Mangel bei Diabetes mellitus. Das weist auf einen
wichtigen Beitrag zur Mg-Regulation hin. Im Hinblick auf die spezielle Funktion dieses Gens
in der Mg-Homd&ostase stimmen unsere Resultate mit verschiedenen neueren Befunden
{iberein, wie z. B. der Uberexpression des Gens CNNM2 in Claudin16-defizienten Mausen
zur Kompensation eines renalen Mg-Verlusts (Will et al. 2010). Es ist bekannt, dass
Mutationen im humanen CLDN16-Gen (Claudin-16) zu schweren Mg- und Ca-Verlusten,
Nephrokalzinose und Nierenversagen fuhren (familiare Hypomagnesiamie mit Hyperkalziurie
und Nephrokalzinose, FHHNC, [MIM 248250, 248190]). Claudin-16 ist essentiell fir den
parazellularen epithelialen Transport von Mg?* und Ca®" im TAL der Niere. Will, Breiderhoff
et al. (2010) untersuchten mittels Mikroarray Nierengewebe CLN16-defizienter Mause und
fanden eine veranderte Expression u. a. der Gene CNNM2 und TRPM6. Letzteres ist der
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Hauptmodulator der Mg?*-Reabsorption im distalen Teil der Niere. Die Uberexpression der
beiden Gene fluhrte das Forscherteam zu dem Schluss, dass unter hypomagnesiamischen
Bedingungen und gleichzeitig hoher Mg?*-Konzentration im Harn die verstarkte Expression
der Gene einen kompensatorischen Mechanismus darstellt.

Im Jahr 2011 berichteten Stuiver, Lainez et al. von einer missense-Mutation im CNNM2-Gen
bei einigen seltenen Fallen von dominant familiarer Hypomagnesiamie mit hohen Mg-
Verlusten Uber die Niere (Stuiver et al. 2011). Die Forschergruppe wies in murinen DCT-
Zellen eine Uberexpression des CNNM2-Gens unter Mg-Mangelbedingungen nach. Unter
Ca-Mangelbedingungen konnte dieser Effekt nicht beobachtet werden. Gleichzeitig wurde
auch mittels Antikérper gegen CNNM2 eine erhdhte Konzentration des Proteins gemessen.
Diese spezifische Antwort auf die Mg-Konzentration lasst auf eine wichtige Rolle in der Mg-
Homdoostase schlieBen. Der Mechanismus, wie das Genprodukt von CNNM2 die Regulation
des Mg-Status beeinflusst, ist noch unklar.

Auch andere Mg-sensitive Gene konnten als Biomarker durchaus in Betracht gezogen
werden. In einigen Mg-defizienten Patienten (Daten nicht gezeigt) und in den JVM-13-Zellen
(Zellversuch) war zusatzlich auch das Gen SLC41A1 Uberexprimiert. Experimente mit
humanem SLC41A1-Uberexprimierenden HEK-Zellen weisen auf die Rolle dieses Gens im
Magnesiumtransport hin. Kolisek et al (2012) konnten kirzlich zeigen, dass SLC41A1 den
Na‘/Mg?*-Antiporter codiert. Dieser stellt den Haupteffluxmechanismus von Magnesium
durch die Plasmamembran dar. Dieses Gen war in den Plazenten von PE betroffenen
Schwangeren deutlich Uberexprimiert.

Die orale Mg-Supplementierung hatte bei Diabetes-mellitus-Patienten einen positiven Effekt
auf die intrazellulare Magnesiumkonzentration der Blutleukozyten. Dies lasst darauf
schlieBen, dass das Defizit des Kérpers ausgeglichen wurde. Die intrazellularen Mg®*-Werte
stiegen in den Normbereich, was zur Férderung der Gesunderhaltung des Kérpers beitragt.
Die relative Expression des Gens CNNM2 normalisierte sich ebenfalls. Das spricht flr eine
gute Eignung als Biomarker bezlglich der Diagnose eines Magnesiummangels und
unterstreicht seine hohe Sensitivitat.
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5.4 OPTIMIERUNG DER ANALYTIK DES BIOMARKERS CNNM2 FUR DIE
ROUTINEDIAGNOSTIK

Die in der vorliegenden Arbeit vorgestellten Versuche (in vitro und in vivo) zeigten das
getestete Gen CNNM2 als einen potentiellen Biomarker zur Detektion eines Mg-Defizits bei
Diabetes mellitus. Die sensitive Auf- und Abregulierung seiner Expression in Abhangigkeit
vom intrazelluldren  Mg-Gehalt  erméglicht eine  Anwendung der CNNM2-
Expressionsbestimmung im klinischen Routinealltag. Auch ist die Isolierung genetischen
Materials eine gangige Methode, die in klinisch-diagnostischen Laboren bereits Standard ist.
Mit dem Gedanken, diese Methode der Bestimmung des Mg-Status mdglicherweise in
Zukunft als eine leicht praktikable Analysemethode etablieren zu kdénnen, missen die
Ergebnisse der vorliegenden Arbeit in randomisierten klinischen Studien mit mdglichst
groBem Stichprobenumfang auf ihre Reproduzierbarkeit Gberprift werden. Es ist, wie bereits
in Kapitel 5.3.3 naher ausgefihrt, von Vorteil, analoge Studien auch mit weiteren, mit
Hypomagnesiamie assoziierten Erkrankungen durchzufiihren. Gleichzeitig erweitert eine
Hinzunahme weiterer Mg-sensitiver Gene in die Expressionsbestimmung das Spektrum
potentieller Markergene. Es ist mit einiger Wahrscheinlichkeit méglich, dass in Abhangigkeit
der zugrundeliegenden Erkrankung andere Mg-sensitiven Gene in unterschiedlicher Weise
reguliert werden. Ziel ist es, eine allgemeine und zuverlassige Methode fur die Bestimmung
des Korper-Mg-Status zu finden und zu etablieren, um Menschen mit einem
Magnesiumdefizit zu detektieren und dann gezielt supplementieren zu kdénnen. In diesem
Zusammenhang ist es von enormer Bedeutung, einheitliche Richtlinien zur
Probengewinnung, -lagerung, -transport, -aufarbeitung, -analyse und Datenberechnung
aufzustellen, um die Daten vergleichbar und reproduzierbar zu machen.

Die ,Minimum Information for Publication of Quantitative Real-Time PCR Experiments®
(MIQE-Richtlinien) gewinnen international immer mehr an Bedeutung. Sie dienen dem Ziel,
Ergebnisse aus qPCR-Experimenten transparenter, vergleichbar und vor allem kritisch
betrachtbar zu machen (siehe Kapitel 3.3.1). Im Rahmen guter wissenschaftlicher Praxis
bildeten die MIQE-Richtlinien die Grundlage unserer qPCR-Experimente. Im Hinblick auf
zukinftige nationale und internationale Studien zu diesem Thema wurde das gesamte
Versuchs-Setup zur Untersuchung von Blutproben zur Bestimmung von Expressionsprofilen
gepruft und gegebenenfalls lberarbeitet. Es wurden u. a. die Housekeeping-Gene erneut auf
ihre Eignung Uberprift und optimiert, das Blutentnahmesystem vereinheitlicht und damit die
Aufarbeitung der Proben standardisiert, die Plattenbelegung angepasst und ein
kommerzielles und standardisiertes qPCR-Analyseprogramm zur Datenauswertung
eingefiihrt (qbase™®, Fa. Biogazelle).
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Die vielleicht wichtigste Rolle bei der relativen Quantifizierung spielen die HKGs. Sie haben
einen starken Einfluss auf die Expressionsergebnisse der Zielgene und missen deshalb
optimal auf den gPCR-Assay abgestimmt sein. In allen unseren bisherigen Assays
verwendeten wir wie weithin gebrauchlich nur ein HKG zur Normalisierung. Jedoch zeigten
verschiedene Studien, dass die Expression der HKGs betrachtlich variieren kann (Hellemans
et al. 2007). Die konventionelle Normalisierung mit nur einem HKG fihrt zu einer fehlerhaften
Normalisierung vom 3,0-fachen bis hin zum 6,4-fachen in 25 % bzw. 10 % der Falle.

Die Aussagekraft der aus den Ergebnissen gezogenen Ruckschlisse ist stark von den
gewahlten Kontrollen abh&ngig. Anhand von Studien kamen Hellemans et al. (2007) zu dem
Schluss, dass es nicht das ideale und universelle HKG fir alle gPCR-Assays gibt. Basierend
auf der Erkenntnis entwickelten sie einen Algorithmus zur Bestimmung der optimalen HKGs
fur jeden individuellen Assay — die Analysesoftware ,geNorm®.

Flr die weiteren geplanten Patientenscreening und riickwirkend fur den Zellkulturversuch
wurde das von uns als HKG verwendete Tubulin alpha 1b mittels ,geNorm*“ auf seine
Stabilitat Gberprift. Dieses HKG wurde aus Vorversuchen Gbernommen, in denen es sich als
ein stabil exprimiertes Gen erwies. Im Hinblick auf die zuklnftigen Patientenscreenings war
fir uns eine Optimierung der HKGs hinsichtlich der Anzahl und Auswahl von entscheidender
Bedeutung.

Zur Ermittlung der M-Werte fir den Zellkulturversuch wurden elf Proben pro Zelllinie mit
neun potentiellen HKGs getestet. Fir diese Bestimmung wurde die von Hellemans et al.
(2007) empfohlene Plattenbelegung nach dem Proben-Maximierungs-Prinzip (sample-
maximization) angewendet. Letzteres bietet im Gegensatz zur Gen-Maximierung den Vorteil,
dass die Analyse nicht oder bei mehr als elf Proben nur sehr gering (Uber einen optimalen
IRC) von technischen Variationen zwischen den Proben der einzelnen PCR-Laufe
beeinflusst wird (Abb. 37 im Anhang). Zum Vergleich der Expressionslevel eines
spezifischen Gens in unterschiedlichen Proben wird diese Methode der Plattenbelegung sehr
empfohlen.

Im Zellkulturversuch konnte Tubulin alpha 1b im Vergleich mit acht hdufig verwendeten
HKGs in beiden Zelllinien als ein stabil exprimiertes Gen beurteilt werden. In einem
homogenen Probenpool, wie in diesem Fall die Zellkultur, wird der Grenzwert flr die
Stabilitat mit M = 0,5 ausgegeben. In den Jurkat-Zellen lag der M-Wert mit 0,172 weit
unterhalb des Grenzwertes von M = 0,5. Es wurde als das zweitstabilste Gen mit einer sehr
hohen Stabilitat (M < 0,2) getestet und ist somit als HKG optimal gewéhlt. Bei den JVM-13-
Zellen lag der M-Wert von 0,417 ebenfalls unterhalb des Grenzwertes von M = 0,5 und kann
als ein stabil exprimiertes HKG verwendet werden. Ungeachtet dessen wurden zum
Zeitpunkt 72 h in beiden Zelllinien Abweichungen im Ct-Wert festgestellt, weshalb dieser

Zeitpunkt aus allen Berechnungen ausgeschlossen werden musste.
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Zur Bestimmung der M-und V-Werte fur die Patientenversuche wurden elf Proben als
Stichprobenauswahl mit elf potentiellen HKGs getestet. Das Setup des qPCR-Laufs war so
optimiert, dass alle Proben fir ein zu untersuchendes HKG im selben Lauf gemessen
wurden (Proben-Maximierung nach Hellemans et al. 2007)). Die Berechnung des M-Wertes
fir Tubulin alpha 1b in humanen Leukozyten ergab 0,246. Unterhalb des Grenzwerts
liegend, kann es fir dieses Versuchssetup als ein stabil exprimiertes Gen verwendet werden.
Hinsichtlich der Optimierung des Assays wurde eine Kombination aus den beiden HKGs
B2M und ACTB empfohlen. Beide Gene erreichten M-Werte unterhalb von 0,2. Dies zeigt
eine sehr hohe Stabilitat und wird gewdhnlich bei der Verwendung von genomischer DNA als
Probe oder bei sehr stabil exprimierten Genen beobachtet. Vandesompele et al. (2002)
beschreibt B2M als eine gute Wahl far die Normalisierung von Expressionswerten in
Leukozyten, obwohl es allgemein als eines der weniger stabilen HKG gilt. Das zeigt deutlich,
dass die Wahl des besten Housekeeping-Gens stark vom Gewebe bzw. den Zellen abhéngig
ist und immer individuell ermittelt werden sollte.

Die optimale Anzahl an zu verwendenden HKGs fiir eine zuverlassige Normalisierung lag in
der vorliegenden Studie bei zwei. Der optimale Normalisierungsfaktor kann als
geometrisches Mittel aus den Expressionswerten von B2M und ACTB berechnet werden. Die
Hinzunahme von YWHAZ als drittstabilstes HKG hat keinen signifikanten Effekt, da der V-
Wert beim Vergleich zwei zu drei HKGs sehr niedrig ist (unterhalb des Grenzwerts von
V' =0,15). Generell lagen alle berechneten V-Werte unterhalb des Grenzwerts. Hellemans et
al. (2007) empfehlen die Verwendung von drei HKGs zur optimalen Normalisierung. Im
vorliegenden Fall brachte jedoch die Hinzunahme eines dritten HKGs keine signifikant
verbesserte, diagnostische Aussagekraft. Entsprechend kann auch unter Berticksichtigung
der Wirtschaftlichkeit die Verwendung von B2M und ACTB als hinreichend fir eine genaue
Diagnostik angesehen werden. Nach der Optimierung der HKGs war es von Interesse,
inwieweit diese Anderung Einfluss auf das Ergebnis der relativen Quantifizierung hat. Dazu
wurden stichprobenartig 20 Proben (RNA-Isolierung aus Vollblut) untersucht. Die
Normalisierung der Ct-Werte erfolgte zum einen nur mit dem HKG Tubulin alpha 1b und zum
anderen mit dem Normalisierungsfaktor aus den HKGs B2M und ACTB. Das Ergebnis der
vergleichenden Berechnungen zeigte keinen bzw. nur einen geringen Unterschied der
Expressionswerte der 20 Proben. Die Ergebnisse aus den Patientenversuchen kénnen somit
als prinzipiell zuverlassig eingestuft werden, zumal Tubulin alpha 1b als ein fur dieses Setup
stabil exprimiertes HKG eingestuft wurde.
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Auf Basis der MIQE-Richtlinien wurde unter Verwendung von ,geNorm“ das in der
vorliegenden Arbeit verwendete HKG Tubulin alpha 1b als stabil exprimiertes Gen bestatigt.
Far zukinftige Projekte im Bereich Patientenscreening wurde mit der Neubestimmung der
HKGs B2M und ACTB das qPCR-Setup hinsichtlich Auswahl und Anzahl optimiert.

5.5 AUSBLICKE

Die Problematik der zuverlassigen Beurteilung des Mg-Status des Koérpers ist generell
anerkannt. Die Herausforderungen ergeben sich aus der Verteilung von Magnesium im
Kérper und der Aufrechterhaltung der Homdostase (siehe Kapitel 2.4.1 in der
Literaturtibersicht). Die Notwendigkeit zur Entwicklung neuer, praziser und praxistauglicher
Methoden ist offensichtlich. Dabei steht vor allem die Bestimmung der intrazellularen Mg-
Konzentration im Fokus. Genetische Faktoren, die sowohl den intrazellularen als auch den
extrazellularen Mg-Status kontrollieren, sollten bei der Suche nach neuen Biomarkern
bedacht werden. Der Fortschritt bei der Identifizierung Mg-sensitiver Gene eréffnet neue
Md&glichkeiten flr die Erforschung neuer, exakter Methoden der Beurteilung des Mg-Status.
Die AG Magnesiumtransport des Instituts fir Veterinar-Physiologie der FU Berlin ist zurzeit
an verschiedenen internationalen Kooperationsprojekten mit Partnern aus Schweden und
Mexiko beteiligt. Ziel dieser umfangreichen Studien ist u. a. die Identifizierung Mg-sensitiver
Gene bei schwangeren Frauen und die systematische Untersuchung des Einflusses einer
Mg-Supplementierung auf die Entwicklung einer Pra-/Eklampsie.

Analog zu der hier vorgestellten Diabetes-mellitus-Typ-II-Studie sind Studien mit Patienten
mit Osteoporose- oder Herz-Kreislauf-Erkrankungen unter besonderer Beachtung der
Magnesiumzufuhr Uber die Nahrung und des Kklinischen Protokolls zur Identifizierung
moglicher Korrelationen denkbar. Die Ergebnisse dieser, auf fundierter Diagnostik
basierenden Studien, dienen der Entwicklung von Ernédhrungsempfehlungen, die sich gezielt
vor allem an Risikogruppen richten und zu einer Risikosenkung betragen kénnen.
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6 ZUSAMMENFASSUNG

Validierung magnesiumsensitiver Gene als Biomarker fiir den intrazellularen

Magnesiumstatus von Diabetes-mellitus-Typ-ll-Patienten

In einem Zellkulturversuch wurde die Expression magnesiumsensitiver Gene in Abhangigkeit
von der extrazellularen Mg-Konzentration untersucht. Unter hypomagnesiamischen
Bedingungen exprimierten Zellen der Linien JVM-13 und Jurkat die Gene SLC41A1,
CNNM2, TRPM7, NIPA1 und N33 besonders stark. Es wurde die Hypothese aufgestellt,
dass durch die Bestimmung der Expressionsraten dieser Gene Rickschlisse hinsichtlich
des intrazellularen Magnesiumstatus gezogen werden kénnen. Das Gen CNNM2 wurde als
maoglicher Biomarker fir ein Screening von Patienten mit Diabetes mellitus Typ |l getestet.
Die Expressionswerte des Gens wurden mit den korrespondierenden [Mg]piasma- und
[Mg®']iva-Konzentrationen der Leukozyten in Beziehung gesetzt. Obwohl die [Mglpiasma-
Konzentration bei 114 von 115 Patienten im Normbereich lag, wurde bei etwa 4 aller
Patienten eine [Mg?'|i.ra-Konzentration unter 0,55 mmol/l nachgewiesen. Ein intrazellulares
Magnesiumdefizits korrelierte mit einer erhdhten Expression des Gens CNNMZ2. Die
Ergebnisse des Patientenscreenings belegen, dass ein Magnesiummangel des Koérpers
durch die relative Expression des Gens CNNMZ2 zuverlassiger als durch die [Mg]piasma-
Konzentration detektiert wird. Wurden mit der [MQlpasma-Messung 96 % der defizienten
Patienten nicht erkannt, waren es bei der Expressionswert-Bestimmung nur 14 %. Als
magnesiumdefizient gilt ein [Mgz"]imra-Wert von unter 0,55mmol.

Die tagliche Mg-Supplementierung von 300 mg Uber einen Monat normalisierte sowohl die
Expression des Gens CNNM2 als auch die [Mg®']ima-Konzentration. Letztere stieg im Mittel
von 0,43 mmol/l auf 0,61 mmol/l signifikant an, wahrend der mittlere [MQ]pjasma—Wert
weiterhin im Normbereich lag. Die Bestimmung der Expression des magnesiumsensitiven
Gens CNNM2 erlaubt die Identifizierung von Patienten, die ein intrazellulares Defizit
aufweisen und auf eine gezielte Mg-Supplementierung ansprechen. Aufgrund dessen kommt
das Gen CNNM2 als ein mdglicher Biomarker bei der Bestimmung des Magnesiumstatus
des Korpers, insbesondere bei Diabetes mellitus Typ Il, in Frage.

Im Hinblick auf umfangreichere, zukiinftige nationale sowie internationale Studien auf diesem
Gebiet wurde das gesamte Versuchssetup anhand der MIQE-Richtlinien optimiert. Unter
Verwendung der Analysesoftware ,geNorm“ wurden die optimalen Housekeeping Gene
(HKGs) fur Genexpressionsanalysen in JVM-13- und Jurkat-Zellen sowie humanen
Leukozyten bestimmt. Hierbei wurde fur JVM-13-Zellen B2M und YWHAZ, fir Jurkat-Zellen
B2M und TUBA1B und fir humane Leukozyten B2M und ACTB als die stabilsten HKGs
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ermittelt. Die Normalisierung mit TUBA1B im Vergleich zu B2M und ACTB zeigte keine oder
nur sehr geringe Abweichungen der GED-Werte der 20 Proben. Das HKG TUBAT1B ist in
Jurkat-, JVM-13-Zellen und humanen Leukozyten ein stabil exprimiertes Gen. Den
Berechnungen der Expressionsdaten der vorliegenden Arbeit liegt somit eine zuverlassige

Normalisierung zugrunde.
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7 SUMMARY

Validation of magnesium sensitive genes as a biomarker for the intracellular

magnesium status of patients with diabetes mellitus

The expression of magnesium sensitive genes as a function of the extracellular magnesium
concentration was investigated in a cell culture experiment. At low magnesium condition,
cells of JVM-13 and Jurkat lines exhibited high expression of SLC41A1, CNNM2, TRPM?,
NIPA1 and N33 genes. It was hypothesized, that with knowledge of the expression rate of
these genes, one gains insight about the intracellular magnesium status. The capability of
the CNNM2 gene as a biomarker was tested in a screening of patients diagnosed with
diabetes mellitus type Il. The expression levels of the gene were compared to the
corresponding [Mglpasma and [Mg*Tiwa concentration of leukocytes. Although the [M@]pasma
concentrations of 114 from 115 patients were within normal range, about a quarter of all
patients showed a low [Mg®']iwa concentration. However, an intracellular magnesium
deficiency correlated with an increased expression of the CNNM2 gene. The results of the
screening showed that a magnesium deficiency of the body is more reliably detected by the
relative expression of the gene CNNMZ2 than by the [Mg],.sma CONcentration. An evaluation of
the [Mgluasma concentration failed to detect 96% of the patients determined to be deficient by
intra-cellular measurement whereas determination by gene CNNM2 expression missed only
14%. The daily supplementation of 300 mg magnesium over the course of one month
normalized both the gene CNNM2 expression and the [Mg®'Jia concentration. The average
[Mg®*]ira CONcentration increased significantly from 0.43 mmol/l to 0.61 mmol/l while the
mean of the [Mg]pasma Value remained within the normal range. Determination of the
expression of the magnesium sensitive gene CNNM2 enables the identification of patients
with an intracellular deficiency and might respond to a purposeful magnesium
supplementation. Therefore the CNNM2 gene is a promising biomarker of the magnesium
status, especially in diabetes mellitus type II.
To optimize the assay for extensive future studies in this field of research, the experiments
were reviewed and the design improved according to the MIQE guidelines. The ideal
housekeeping genes for an expression analysis in JVM-13 and Jurkat cells as well in
leukocytes were determined using the analysis software ,geNorm®.

= Expression rate analysis in JVM-13 cells was best normalized by YWHAZ.

= Expression rate analysis in Jurkat cells was best normalized by TUBA1B.

= Expression rate analysis in leukocytes was best normalized by ACTB.
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=  B2M was equally suitable as HKG for JVM-13 and Jurkat cells, as well as for human
leukocytes.
A comparison of the normalizations by B2M, ACTB and TUBA1B showed no or very small
deviations of the GED values of 20 samples. The housekeeping gene TUBA1B used for
normalization was a stably expressed gene in JVM-13 and Jurkat cells and human
leukocytes. Therefore the calculations of the expression data in this thesis were based on a
reliable normalization.
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9 ANHANG

9.1 KULTURMEDIUM FUR JURKAT UND JVM-13-ZELLEN

Zusammensetzung des zur Kultivierung der Jurkat und JVM-13-Zellen benétigten Mediums
(Tab. 17)

Tab.17 Zusammensetzung des Wachstumsmediums

Medium Volumen Firma
RPMI 1640
mit L-Glutamine (300 mg/l) 90% Biochrom AG
mit 2,0 g/l NaHCO3
FBS 10% PAN Biotech GmbH

10000 Units/ml Penicillin

10000 pg/ml Streptomycin 1% PAN Biotech GmbH

9.2 BEDINGUNGEN DES MAGNESIUMVERSUCHS IN VITRO

Zusammensetzung des Versuchsmediums (Tab. 18)

Tab.18 Zusammensetzung des Versuchsmediums

Medium Volumen Firma
HBSS (Mg?*-frei) 90 % PAN Biotech GmbH
FBS (dialysiert) 10 % PAN Biotech GmbH

10000 Units/ml Penicillin

10000 pg/ml Streptomycin 1% PAN Biotech GmbH

Zusammensetzung des RT-Reaktionsansatzes (Tab. 19)

Tab.19 Reaktionsansatz cDNA Synthesis

Komponenten Volumen pro Reaktion
5 x iScript Reaktionsmix 4 pl
iScript Reverse Transkriptase 1 pl
Nuklease-freies Wasser X pl
RNA-Template (100 ng) x pl

Volumen total 20 pi
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Thermocyclerprotokoll der reversen Transkription (Tab. 20)

Tab.20 Reaktionsprotokoll cDNA-Synthese

Temperatur Zeit
25°C 5 min
42°C 30 min
85°C 5 min

9.3 REAKTIONSBEDINGUNGEN DER KONVENTIONELLEN PCR

Reaktionsansatz der konventionellen PCR (Tab. 21)

Tab.21 Reaktionsansatz konventionelle PCR

Komponente Konzentration Volumen pro

Reaktion
0,5 Units Tag-
. Polymerase, 40 pM
Tag PCR Master Mix von jedem dNTP, 10 pl
Puffer
Primer sense 20 pmol /l 1,5 pl
Primer antisense 20 pmol /gl 1,5 ul
1 ng/pl (bei 100 %
Template cDNA Transkriptionseffizienz) 154l
Destilliertes Wasser 5,5 pl
Volumen total 20 pi

Protokoll der konventionellen PCR (Tab. 22)

Tab.22 Protocol RT-PCR

Schritt Bedingungen

Initiale
Denaturierung

“3-Step Cycling”

3 min 94.0°C

Denaturierung 30sec 94°C
Annealing 30sec 58°C
Elongation 1min 72°C

Anzahl der Zyklen 35

Finale Elongation 10 min  72°C
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9.4  REAKTIONSBEDINGUNGEN DER QUANTITATIVEN PCR (QPCR)

Zusammensetzung des Reaktionsansatzes fiir eine gPCR (Tab. 23)

Tab.23 Reaktionsansatz fir die quantitative PCR

Komponenten Konzentration F\:,:;m::/v%%
SYBRGreen Super Mix _ 7,8 pl
Primer sense 20 pmol /pl 0,3 pl
Primer antisense 20 pmol /pl 0,3 pl
Nuklease-freies Wasser _ 2,5 pl
cDNA Template Tr;nggﬁygtggr?iségigiz;z) 5l

Volumen total 15,9 ul

Reaktionsprotokoll der gPCR (Tab. 24)

Tab.24 Reaktionsprotokoll der gPCR. Im Rahmen der Optimierung wurde Annealing/Elongationszeit
auf 1 min verkirzt. Damit wurde die HKG-Optimierung durchgefihrt.

Schritt Bedingungen

Initiale Denaturierung 30 sec 95,0°C
und

Polymeraseaktivierung 3min  95,0°C

“2-Step Cycling”

Denaturierung 30sec 95,0°C

Annealing/Elongation 2 min 58,0°C
Anzahl der Zyklen 35

30sec  95,0°C

30sec 55,0°C

Schmelzkurve

Schmelzkurve 10 min 55,0°C - 94,5 °C
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Mittlere Effizienzen der qPCR-Reaktionen der Jurkat- und JVM-13-Zellen und der humanen
Leukozyten der Diabetes-mellitus-Studie (Tab. 25)

Tab.25 Effizienzen und slope der untersuchten Gene in der gPCR

JVM-13-Zellen

Steigun o Schnittpunkt y-

Gen (slcsjpe)g Ein % : Achsep(y-intgl
SLC41A1 -3,72 85,66 0,99 17,44
SLC41A2 -3,80 83,24 0,99 16,38
SLC41A3 -3,84 82,28 0,99 16,68
CNNM2 -3,80 83,30 0,99 16,89
NIPA1 -3,75 84,87 0,99 16,41
MagT1 -3,83 82,55 0,99 14,57
TRMP6 -4,11 75,21 0,99 18,07
TRMP7 -3,79 83,63 0,99 16,00
N33 -3,83 82,42 0,99 16,42
TUBA1b -3,74 85,19 0,99 12,78

Jurkat-Zellen

Steigun o 2 Schnittpunkt y-

Gtem (slcgpe)g =% f Achsep(y-intgl
SLC41A1 -3,92 79,86 0,99 15,03
SLC41A2 -3,89 80,70 0,99 16,59
SLC41A3 -3,97 78,56 0,99 15,35
CNNM2 -3,95 79,24 0,99 14,78
NIPA1 -3,88 80,99 0,99 15,65
MagT1 -3,94 79,29 0,99 14,16
TRMP6 -3,89 80,71 0,99 17,25
TRMP7 -3,82 82,82 0,99 14,92
N33 -4,04 76,90 0,99 14,90
TUBA1b -3,71 86,10 0,99 12,04

humane Leukozyten (Diabetes-mellitus-Studie)

Steigung o > Schnittpunkt y-
e (slope) =% f Achse (y-int)
CNNM2 -3,64 88,09 0,98 16,86
TUBA1b -3,53 92,04 0,98 14,67
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9.5 METHODENWEITERENTWICKLUNG

Optimierung Plattensetup nach der Proben-Maximierungs-Methode (Abb. 37)

S1 S2 53 S4 S5 S6 S7 S8 59 S10 S11NTC

REF1

REF2

REF3

GOon

S1 S2 S3 S4 55 S6 S7 S8 S9 510 S11INTC

GOI2

GOI3

Abb.37 Plattensetup: Prinzip der Proben-Maximierungs-Methode nach Hellemans, Mortier et al.
(2007): Auf der ersten Platte erfolgt die Analyse von drei Referenzgenen (REF1-3) und
einem GOI (GOI1). Die maximale Anzahl von elf Proben pro Platte (S1-S11) wird, als
Duplett, pro Gen untersucht. Auf den né&chsten Platten werden diese elf Proben mit weiteren
GOls getestet. Ein erneutes Mitfihren der Referenzgene ist nicht nétig. Eine IRC ist dann
nicht nétig, wenn nicht mehr als elf Proben pro Gen zu testen sind. Eine NTC wird auf jeder
Platte mitgefuhrt.

9.6 VERWENDETE INTERNETSEITEN

http://eu.idtdna.com/analyzer/Applications/OligoAnalyzer/
http://frodo.wi.mit.edu/ (Primer 3)
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/

http://www.biogazelle.com/

http://www.rdml.org/mige.php
http://mige.gene-quantification.info/
http://www.bio-rad.com/LifeScience/
http://www.bio-rad.com/genomics/pcrsupport
http://mfold.rna.albany.edu/?q=mfold
http://www.omim.org/
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