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A. Einleitung

A. Einleitung

Uberblick

Das Prionprotein ist ein in der Evolution hoch konserviertes zellmembranstindiges
Glycoprotein, welches durch das Prionprotein-Gen (Prnp) kodiert wird.

Es findet sich bei Sdugetieren, Vogeln, Reptilien, Amphibien und Fischen in fast jedem
Entwicklungstadium und fast jedem Zelltyp (Bendheim et al., 1992; Gabriel et al., 1992;
Schatzl et al., 1995; Simonic et al., 2000; Suzuki et al., 2002; Windl et al., 1995; Strumbo et
al., 2001). Am stirksten wird es im Bereich neuronaler Synapsen im Zentralnervensystem
sowie im Lymphgewebe exprimiert (Cashman et al., 1990; Herms et al., 1999; Kretzschmar et
al., 1986). Seine physiologische Funktion ist noch nicht vollstindig geklért. Seine Entdeckung
und seinen Namen (,,proteinacious infectious agent”) verdankt das Prionprotein seiner
pathogenen Isoform, die als Erreger der spongiformen Enzephalopathien gilt. Fiir das
Verstiandnis der pathophysiologischen Vorginge der Prionerkrankungen und der Bedeutung
des ubiquitdr vorkommenden physiologischen Prionproteins ist die Erforschung seiner
Funktion von grolem Stellenwert. Es gibt Anhalt fiir eine neuroprotektive Wirkung des

physiologischen Prionproteins, mit der sich diese Arbeit ndher befassen wird.

1. Die Geschichte und Entdeckung des Prionproteins

Die Geschichte des Prionproteins ist untrennbar mit den Prionerkrankungen verbunden: Das
Prionprotein wurde auf der Suche nach dem Krankheitserreger der Spongiformen
Enzephalopathien entdeckt.

Zu den Spongiformen Enzephalopathien (synonym: Prionerkrankungen; engl.: Transmissible
Spongiform Encephalopathies; TSEs) zdhlt man eine Gruppe von chronisch progredient
verlaufenden und stets tddlich endenden neurodegenerativen Erkrankungen des
Zentralnervensystems, die bei einer Vielzahl verschiedener Spezies beschrieben worden sind.
Bei Tieren wie Rindern und Schafen besteht die Leitsymptomatik in Gangataxie und
Koordinationsstorungen (Wells et al., 1987). Beim Menschen manifestieren sich die TSEs
vorrangig als rasch progressive Demenzen, seltener in Form von zerebelldrer Ataxie.
Prionerkrankungen konnen sporadisch auftreten sowie hereditdrer oder infektioser Genese
sein (Kretzschmar and Feiden, 2002).

Neuropathologisch kennzeichnend fiir die spongiformen Enzephalopathien sind eine 16chrige,
schwammartige Auflockerung des Hirngewebes durch Vakuolisierung des Neuropils

(spongiforme Degeneration), Verlust der Neurone, Demyelinisierung sowie eine reaktive
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Gliazellvermehrung der Astrozyten (astrozytire Gliose) (Kretzschmar and Feiden, 2002;

Hafiz and Brown, 2000; Jeftrey et al., 2000).

Die Erstbeschreibung eines durch Prionen verursachten Krankheitsbildes geht auf das Jahr
1732 zuriick (McGowan, 1922). Hierbei handelte es sich um die primér bei Schafen und
Ziegen aufgetretene Traberkrankheit Scrapie. Weitere Prionerkrankungen bei Tieren sind die
ibertragbare Enzephalopathie des Nerzes (,,Transmissible Mink-Encephalopathy*, TME)
(Hartsough and Burger, 1965), die chronisch zehrende Erkrankung aus der Gruppe der
Hirsche (,,Chronic Wasting Disease®, CWD) (Williams and Young, 1980), die spongiforme
Enzephalopathie der Rinder (,,Bovine Spongiforme Encephalopathy*; BSE) (Wells et al.,
1987), die sich durch kontaminierte Tiermehle nach Lockerung der Herstellungsvorschriften
seuchenartig in GroBbrittanien verbreitet hatte und der tiber 200.000 Rinder zum Opfer fielen
(Anderson et al., 1996; Wilesmith et al., 1991), sowie die spongiforme Enzephalopathie der
Feliden (Katzen), die moglicherweise mit der Fiitterung von kontaminiertem Rindfleisch in
Zusammenhang steht (,,Feline Spongiforme Encephalopathy®, FSE) (Wyatt et al., 1991).

Zu den humanen Prionerkrankungen gehoren die von Hans Gerhard Creutzfeldt 1920
(Creutzfeldt, 1920) und von Alfons Jakob 1921 (Jakob, 1921) erstmals beschriebene
Creutzfeldt-Jakob-Erkrankung (CJD), das 1936 entdeckte Gerstmann-Straussler-Scheinker-
Syndrom (GSS) (Gerstmann et al., 1936) und die seit 1957 bekannte Kuru-Krankheit (Kuru
bedeutet in der Sprache der Eingeborenen ,schiittelfrostartiges Zittern*), die sich durch
rituellen Kannibalismus unter Eingeborenen in Papua-Neuguinea verbreitet hatte (Gajdusek
and Zigas, 1957). Ferner zdhlen zu den humanen Prionerkrankungen die 1986 beschriebene
todliche sporadische und familidre Insomnie (,,fatal familial insomnia“, FFI) (Lugaresi et al.,
1986) und die 1995 in Grof3britannien erstmals aufgetretene neue Variante von CJD (vCJD),
die nach aktuellem Kenntnisstand durch BSE verseuchtes Rindfleisch auf den Menschen
iibertragen wurde und sich durch ein jiingeres durchschnittliches Erkrankungsalter von 30
Jahren, lingere Krankheitsdauer und psychiatrische Symptomatik wie Depressionen von der

herkommlichen CJD unterscheidet (Kretzschmar and Feiden, 2002; Will et al., 1996).

Bereits frith wurde vermutet, dass es sich um eine Infektionskrankheit handeln kénnte. 1939
wurde erstmalig die Infektiositdt von Scrapie experimentell gezeigt (Cuille and Chelle, 1939).
1959 erkannte William Hadlow die Parallele zwischen Scrapie und Kuru (Hadlow, 1959) und
Igor Klatzo stellte einen Zusammenhang zwischen Kuru und CJD her (Klatzo et al., 1959). Es

wurde von einem gemeinsamen Pathomechanismus der spongiformen Enzephalopathien
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ausgegangen. 1961 gelang schlieBlich die speziesiibergreifende Ubertragung von Scrapie vom
Schaf auf die Maus (Chandler, 1961).

Eine Infektiositdt humaner Prionerkrankungen ist aufgrund der experimentellen
Ubertragbarkeit von Kuru (Gajdusek et al., 1966), CJD (Gibbs, Jr. et al., 1968) und GSS
(Masters et al., 1981) auf Schimpansen anzunehmen. Tatsidchlich kam es 1974 zu einer
iatrogenen Ubertragung von CJD von Mensch zu Mensch durch ein verseuchtes

Hornhautimplantat (Duffy et al., 1974).

Zunichst glaubte man, dass es sich bei dem infektidsen Agens um einen ,slow virus®
(Sigurdsson, 1954; Cho, 1976) handele. Das Adjektiv “slow* bezog sich hierbei auf die
ungewOhnlich lange, sich tiiber Jahre bis Jahrzehnte erstreckende Inkubationszeit der
spongiformen Enzephalopathien. Weitere Forschungsarbeiten legten jedoch nahe, dass sich
der neuartige Erreger grundlegend von Viren und anderen konventionellen Erregern
unterschied. Im Gegensatz zu Viren zeigte der TSE-Erreger ungewohnlich hohe Resistenz
gegeniiber Nukleinsdure inaktivierenden Verfahren wie hoher Temperatur (Stamp, 1962),
Formalin (Pattison, 1965), ionisierender Strahlung und ultraviolettem Licht (Alper et al.,
1966). Protein-denaturierende Agenzien wie Harnstoff und Natronlauge hingegen fiihrten
zum Verlust der Infektiositit (Alper et al., 1967). Auch untypisch fiir herkdommliche Viren
war, dass dieser auBergewOhnliche Erregertyp nicht zu entziindlichen Gewebsinfiltraten
fiihrte, kein Fieber und keine humorale Immunantwort hervorrief (Aguzzi, 2003). SchlieBlich
wurde 1967 von J.S. Griffith erstmals die Hypothese aufgestellt, dass es sich bei dem
neuartigen Erreger um ein ,,einfaches* Protein handeln konnte, welches sich selbst im Korper
ohne Nukleinsduren replizieren konne (Griffith, 1967). Damit wurde die Basis fiir die so
genannte ,,Protein-only“-Hypothese geschaffen. 1980 gelang der Arbeitsgruppe um Stanley
Prusiner durch differentielle Zentrifugation von Scrapie-infiziertem Hamsterhirnhomogenat
die partielle Aufreinigung eines infektiosen Agens, welches stark hydrophob war und eine
hohe Resistenz gegeniiber dem enzymatischen Verdau durch Proteinase K oder durch
Nukleasen aufwies (Prusiner et al., 1980). Durch Protein-denaturierende Detegentien
allerdings lie sich die Infektiositdt des Erregers deutlich reduzieren (Prusiner et al., 1980). In
Anlehnung an diese Erkenntnisse nahm Stanley Prusiner 1982 die ,,Protein-only“-Hypothese
wieder auf und nannte den neuartigen Erreger ,,Prion®, was sich herleitete von ,,proteinaceous
infectious agent (Prusiner et al., 1982). Noch im selben Jahr konnte das pathogene
Prionprotein durch Fraktionierung aus infiziertem Hamsterhirn isoliert und durch SDS-

Gelelektrophorese selektiv dargestellt werden (Bolton et al., 1982; Prusiner et al., 1982). Da
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das Protein nach Proteinase K-Verdau ein Molekulargewicht von 27-30 kDa aufwies, wurde
es PrP 27-30 genannt. Zwei Jahre spiter gelang es, die N-terminale Aminosduresequenz des
pathogenen Prionproteins zu entschliisseln (Prusiner et al., 1984). Daraufhin konnte das Gen,
welches fiir das Prionprotein kodiert, mittels einer c-DNA-Sonde identifiziert und kloniert
werden (Chesebro et al., 1985; Oesch et al., 1985). Wider Erwarten wurde aber auch in nicht
infiziertem Gewebe die Prionprotein-spezifische mRNA in gleichen Mengen wie in
infiziertem Gewebe gefunden (Oesch et al., 1985; Chesebro et al., 1985). Dies impliziert, dass
das Prionprotein physiologischerweise in Sdugetierzellen exprimiert wird (Meyer et al.,
1986). Tatsichlich konnte wissenschaftlich belegt werden, dass das pathogene Protein PrP>°
(Scrapie) sowie seine physiologische Isoform Prp© (cellular) vom selben Gen kodiert werden
(Basler et al., 1986) und sich die infektiose und die physiologische Form in ihrer
Aminosduresequenz (Primérstruktur) nicht unterscheiden. Auf die strukturspezifischen
Unterschiede wird in 2.7. Das pathogene PrP* im Vergleich zum physiologischen PrP®

eingegangen.

2. Das Prionprotein

Das zelluldre Prionprotein ist ein hoch konserviertes Protein, welches bei Sdugetieren (Schatzl
et al., 1995; Windl et al., 1995), Viogeln (Gabriel et al., 1992), Reptilien (Simonic et al.,
2000), Amphibien (Strumbo et al., 2001) und Fischen (Suzuki et al., 2002) nachgewiesen
wurde. Die Aminosdure-Homologien der Sdugetiere untereinander sind hoch (Wopfner et al.,
1999). Sie liegen bei den bisher untersuchten Sdugern zwischen 84,7 % und 99,6 %. Die
Aminosdure-Homologien zwischen Vogeln und Séugetieren allerdings sind relativ gering

(Wopfner et al., 1999).

2.1. Das Prionprotein-Gen: Prnp

Das zelluldre Prionprotein wird bei allen bekannten Tierarten durch ein einzelnes Gen kodiert
(Basler et al., 1986; Borchelt et al., 1990). Das Transkriptionsprodukt ist eine 2,1 kb m-RNA
(Borchelt et al., 1990). Beim Menschen befindet sich dieses Gen auf dem kurzen Arm des
Chromosom 20 und bei der Maus an der homologen Stelle auf Chromosom 2 (Sparkes et al.,
1986). Je nach Tierart umfasst das Prionproteingen zwei oder drei Exons, die durch Introns
getrennt sind. Der gesamte Leserahmen (ORF) befindet sich stets auf dem letzten Exon
(Basler et al., 1986; Saeki et al., 1996; Westaway et al., 1994). Das Prionproteingen des
Menschen umfasst wie das Gen des Hamsters zwei Exons (Basler et al., 1986; Puckett et al.,
1991), das der Maus besteht aus drei Exons (Abbildung 1). Das letzte Exon beinhaltet neben
der ORF-Region auflerdem einen untranslatierten 3 -Bereich (3°-UTR) (Saeki et al., 1996).

9
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Die Promotorregion weist einen hohen Gehalt an den Basen Guanin und Cytosin auf,
beinhaltet Bindungsstellen fiir die Transkriptionsfaktoren Ap-1 und Sp-1 und besitzt keine
TATA-Box. Diese FEigenschaften kennzeichnen das Prionproteingen als so genanntes
,Housekeeping-Gen* (Saeki et al., 1996), das bedeutet als ein proteinkodierendes Gen,
welches in jedem Entwicklungsstadium (Manson et al., 1992) und fast jedem Zelltyp
exprimiert wird (Tichopad et al., 2003; Bendheim et al., 1992). Die hochsten Expressionslevel
finden sich jedoch in Nervenzellen des Gehirns und Riickenmarks (Kretzschmar et al., 1986).
Besonders konzentriert kommt das Prionprotein im Bereich neuronaler Synapsen vor (Herms
et al., 1999). Bemerkenswert ist auBlerdem die Expression in lymphatischem Gewebe

(Cashman et al., 1990).

Exon 1 Exon 2 Exon 3
= e —— =
5 F—{ 1  ORF_| 3 UTR ——3

ORF = Open Reading Frame

3" UTR = Untranslatierte 3"-Region

Abbildung 1: Schematische Darstellung des Prionproteingens der Maus

2.2. Synthese des Prionproteins

Das Prionprotein ist ein Membranprotein und setzt sich vor sdmtlichen
Modifizierungsprozessen aus 253 Aminosduren (beim Menschen) beziehungsweise 254
Aminoséuren (bei der Maus) zusammen. Es besitzt eine N-terminale Signalsequenz von 22
Aminosauren fiir die Synthese am Endoplasmatischen Retikulum.

An seinem C-Terminus befindet sich eine hydrophobe Erkennungssequenz fiir einen
Glycosylphosphatidylinositol-Anker (Stahl et al., 1990) (siehe 2.3. Struktur des Prionproteins,
Abbildung 3).

Die Biosynthese des Prionproteins ist in Abbildung 2 beispielhaft am murinen Prionprotein

systematisch dargestellt: Als Plasmamembranprotein erfihrt das Prionprotein auf seinem

10
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sekretorischen Syntheseweg durch das Endoplasmatische Retikulum und den Golgi-Apparat

zur Zelloberfliche mehrere ko- und posttranslationale Modifikationen.

& =S :>9 Lysosom

Prp¢

Plasma-
membra

V9 GPl-Anker
GPI-Signalsequenz
? Zuckergrundgerist

ER

0
8 Ribosomen DD Translokator 2
0 SRP é 1 J
\ ER-Signalsequenz \Disulfidbrﬂckew

Abbildung 2: Biosynthese des Prionproteins (Erklarung im Text)

Wie fliir Membranproteine typisch, beginnt die Synthese des Prionproteins an freien
Ribosomen im Cytosol mit der Synthese einer N-terminalen Signalsequenz (1). Sobald die N-
terminale Signalsequenz aus dem Ribosom herausragt, wird sie von einem RNA-Protein-
Komplex, dem Signalerkennungspartikel (signal recognition particle, SRP), erkannt und
gebunden (2). SRP stoppt die Proteinsynthese voriibergehend und lenkt das Prionprotein samt
Ribosom an das rauhe Endoplasmatische Retikulum (ER) (3). Kotranslational wird die N-
terminale Signalsequenz abgespalten (4). Fakultativ werden die Asparaginreste in den
Aminosédure-Positionen 180 und 196 an ihren Stickstoffatomen mit Mannose-
Zuckergrundgeriisten versehen (5) (Stimson et al., 1999; Manuelidis et al., 1985; Bolton et al.,
1985). Schlieflich ~ wird  die C-terminale Erkennungssequenz fir  den
Glycosylphosphatidylinositolanker (GPI-Anker) abgespalten und durch einen GPI-Anker
ersetzt (6), der im Ganzen an Serin 231 angeheftet wird. Die Cysteinreste in den Positionen
178 und 213 werden zu einer Disulfidbriicke verkniipft (Hope et al., 1986; Turk et al., 1988).
Vom Endoplasmatischen Retikulum gelangt das Protein in den Golgiapparat (7), wo die
Modifikation der beiden Mannose-reichen Zuckergrundgeriiste zu komplexeren hybriden
Glykanen erfolgt (Caughey et al., 1989; Shyng et al., 1993). Zudem finden dort Sialisierungen
sowohl der N-Glycosylierungen als auch des GPI-Ankers statt (Bolton et al., 1985; Safar et

11
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al., 1990; Stahl et al., 1992). Vom Golgi-Apparat aus wird das Prionprotein in Vesikel
verpackt und an die Zelloberflache geschleust (8). An der Zelloberfliche angekommen, wird
das fertige Prionprotein mithilfe seines GPI-Ankers in der Plasmamembran auf der
extrazytoplasmatischen Seite verankert (Caughey et al., 1989) (8).

Vom Beginn seiner Synthese bis zum Erreichen der Zelloberfldche bendtigt das Prionprotein
etwa eine Stunde (Caughey et al., 1989; Shyng et al., 1993). Seine Halbwertszeit an der
Oberfldche der Zelle betriagt 3 bis 6 Stunden (Caughey et al., 1989).

Von der Zelloberfldche aus kann das Prionprotein wieder internalisiert werden (9) (Shyng et
al., 1993).

Fiir den Endozytosevorgang des Prionproteins werden verschiedene Mechanismen diskutiert,
die im Einzelnen unter 2.5. Endocytose des Prionproteins erldutert werden.

Anschliefend kann das Prionprotein entweder durch Verschmelzung der Endosomen mit
Lysosomen vollstindig abgebaut werden oder recycelt und per Exocytose an die

Zelloberflache zuriick transportiert werden (Shyng et al., 1993; Magalhaes et al., 2002).

2.3. Struktur des Prionproteins

Neben einem N-terminalen Signalpeptid und einer GPI-Erkennungssequenz besitzt das
Prionprotein eine zentrale hydrophobe Region, welche bei allen Prionprotein-Spezies
vollstindig konserviert ist. Sein N-Terminus weist zudem eine Oktapeptidrepeat-Region mit 4
(beim Menschen) beziehungsweise 5 (bei der Maus) Wiederholungen (engl.: repeats) des
Aminosduremotivs (Oktapeptids) Prolin-Histidin-Glycin-Glycin-Glycin-Tryptophan-Glycin-
Glutamin auf.

Abbildung 3 zeigt beispielhaft am murinen Prionprotein die Primédrstruktur vor und nach
posttranslationaler Modifizierung (N-Glycosylierungen und Disulfidbriicke). Abbildung 4
stellt ergdnzend die posttranslational modifizierte Primérstruktur des humanen Prionproteins

dar.

12
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Konser-
ok d vierter GPI-Anker-
tapepti -
Signal- re egtsp hydro Erkennungs-
peptid P phober sequenz
Bereich
51 90
1 23 231 254
N Ko- und posttranslationale C
Modifizierung
Konser-
K q vierter
5 Oktapeptid- - .
repeatg P hydro N-Glycosylierungen
phob_er GPI-Anker
Bereich
CHO CHO
CuCuCuCu /—/\—\ 180 L196
Cu [Cu " "
HislHisMet
51 90 96 111/112 178\—5 5J 213
23 H_J 231
N Disulfidbricke c
Cu Kupfer

His Histidinrest
Met Methioninrest

Abbildung 3: Die Priméarstruktur des murinen Prionproteins, seine posttranslationalen Modifikationen
und seine potentiellen Bindungsstellen fir Kupfer

13



A. Einleitung

Konser-
vierter

4 Oktapeptid-  hydro-  N-Glycosylierungen
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181J 1,197
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LA\l

60 91 179 LS S—J 214

23 231

Abbildung 4: Die posttranslational modifizierte Primarstruktur des humanen Prionproteins

Die Tetidrstruktur des Prionproteins konnte durch NMR-Spektroskopie groftenteils aufgeklért
werden (Lopez et al., 2000; Riek et al., 1996; Riek et al., 1997; Zahn et al., 2000) (Abbildung
5): Die erste kleine a-Helix (violett) wird durch zwei kleine antiparallele (3-Faltblitter (griin)
eingeschlossen. Daran schlieen sich zwei weitere o-Helices (violett) an, welche durch die
Disulfidbriicke stabilisiert werden. Der N-Terminus ist unstrukturiert, nicht gefaltet und

beweglich.

Abbildung 5: Tertiarstruktur des Prionproteins (Riek et al., 1996)

Zudem ist das Prionprotein in der Lage, an seinem N-Terminus Kupfer-lonen zu binden
(Abbildung 3) (Hornshaw et al., 1995; Kramer et al., 2001; Viles et al., 1999; Aronoff-
Spencer et al., 2000; Brown et al., 1997a; Jackson et al., 2001). Es konnten sechs konservierte

Histidinreste als potentielle Kupferbindungsstellen identifiziert werden. Vier davon befinden
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sich in der N-terminalen Oktapeptidrepeat-Region, die anderen beiden an den Histidinresten
in den Positionen 96 und 111 (Jackson et al., 2001).

Der Kupferionen bindende N-Terminus des Prionproteins scheint sowohl am ,,subcellular
trafficking®, der Steuerung des Prionproteins in die entsprechenden subzelluldren
Kompartimente, als auch an seiner Endocytose (siehe auch 2.5. Endocytose des Prionproteins)
malgeblich beteiligt zu sein (Nunziante et al., 2003; Shyng et al., 1995; Sunyach et al., 2003;
Taylor and Hooper, 2006).

2.4. Zellulare Lokalisation des Prionproteins

Das membranstindige Prionprotein findet sich, wie es fiir GPI-geankerte Proteine der
Plasmamembran typisch ist, besonders konzentriert in so genannten Lipid-Raft-Doménen,
welche am Prionproteinmetabolismus beteiligt zu sein scheinen (Vey et al., 1996; Harmey et
al., 1995; Naslavsky et al., 1997; Taylor and Hooper, 2006; Gorodinsky and Harris, 1995).
Lipid-Rafts sind Mikrodoménen der Zellmembran, die unldslich in kaltem Triton X 100 und
reich an Glykolipiden mit ihren Ankerproteinen, Cholesterol, Glycosphingolipiden und
Sphingomyelin sind (Ying et al., 1992). Es gibt Proteine, die nur au3erhalb von Lipid-Raft-
Doménen lokalisiert sind. Daneben existieren Proteine, die sich fast ausschlieBlich innerhalb
von Lipid-Raft-Abschnitten befinden. Des Weiteren gibt es Proteine, die zwischen beiden
Standorten hin und her wechseln koénnen. Ein Wechsel aus Nicht-Lipid-Raft-Doménen in
Lipid-Rafts kann beispielsweise durch Antikorper vermittelte Quervernetzung induziert
werden (Simons and Ehehalt, 2002). Zu den typischen Proteinen in Lipid-Raft-Regionen
gehoren die GPI-verankerten Proteine, Nicht-Rezeptor Tyrosin-Kinasen (z.B. Fyn und Src),
Go-Einheiten heterotrimerer G-Proteine und e-Nos. Durch eine Palmitoylierung kdnnen
Proteine wie 3-Sekretase transmembrands verankert werden (Simons and Ehehalt, 2002). Ein
Protein, das seinen Standort je nach Palmitoylierungszustand wechselt, ist die Nicht-Rezeptor
Tyrosin-Kinase (Zacharias et al., 2002).

Bisherige Forschungsergebnisse legen nahe, dass die Prionproteinlokalisation in Lipid-Raft-
Doménen eine Voraussetzung fiir die Konversion von der zelluliren zur pathogenen
Prionproteinisoform darstellt (Kaneko et al., 1997; Marella et al., 2002; Naslavsky et al.,
1997; Naslavsky et al., 1999; Peters et al., 2003; Taylor and Hooper, 2006; Vey et al., 1996)
und fiir eine mogliche Signaltransduktion durch das Prionprotein von Bedeutung sein konnte
(Taylor and Hooper, 2006; Stuermer and Plattner, 2005; Stuermer et al., 2004).

Zudem ist in der Literatur die Assoziation des zelluldren Prionproteins mit Caveolen

beschrieben (Harmey et al., 1995). Caveolen sind Einstiilpungen an der AuBenseite der
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Zellmembran, die aus speziellen Lipid-Rafts bestehen. Allerdings besitzen weder Neurone
noch Lymphozyten, auf denen das Prionprotein vornehmlich lokalisiert ist, Caveolen (Fra et

al., 1994; Lang et al., 1998; Simons and Toomre, 2000).

Moglicherweise existieren neben der GPI-geankerten Prionproteinvariante, bei der die
Polypeptidkette komplett auf der Extrazellularseite der Lipiddoppelschicht lokalisiert ist, auch
eine N- sowie eine C-terminale transmembrandse Form (Hegde et al., 1998; Stewart and
Harris, 2001). Ohne entsprechende priadisponierende Mutationen sind diese
transmembrandsen Formen aber nur in minimalen Mengen vorhanden (Stewart and Harris,
2001). Des Weiteren wurden auch Prionproteinmolekiile beschrieben, welche vollstindig im
Zytoplasma lokalisiert waren (Ma and Lindquist, 2002). Allerdings konnte gezeigt werden,
dass dieser intrazytoplasmatischen Variante ein Artefakt durch Prionproteiniiberexpression

oder Behandlung mit Proteasom-Inhibitoren zugrunde liegen konnte (Drisaldi et al., 2003).

2.5. Endocytose des Prionproteins

Fiir den Endocytosevorgang werden zwei Mechanismen diskutiert: Zum einen besteht die
Moglichkeit, dass das Prionprotein in bestimmten Zellen iiber Caveolen, die sich von der
Plasmamembran abschniiren, ins Zellinnere aufgenommen wird (Marella et al., 2002; Peters
et al., 2003; Vey et al.,, 1996). Dieser Vorgang wird offensichtlich durch Kupferionen
katalysiert (Marella et al., 2002). Als anderer moglicher Internalisierungsmechanismus wird
die Endocytose iiber Clathrin coated pits diskutiert: Hierbei wird die Kupferbindung an den
N-Terminus des Prionproteins dafiir verantwortlich gemacht, dass das Prionprotein den Lipid-
Raft-Bereich verlassen kann, in einen Nicht-Lipid-Raft-Bereich transloziert wird und {iber
Clathrin coated pits endocytiert werden kann (Shyng et al., 1994; Sunyach et al., 2003; Shyng
et al., 1995; Taylor and Hooper, 2006; Taylor et al., 2005). Der N-Terminus bringt das
Prionprotein moglicherweise mit einem transmembrandsen Adaptermolekiil in Verbindung,
welches wiederum mit der Clathrin-Endocytose-Maschinerie in Kotakt steht (Taylor and
Hooper, 2006; Taylor et al., 2005). Sowohl Clathrin coated pits als auch Caveolen konnen
iiber den Endocytose-Weg mit Endosomen verschmelzen. Die Endocytose ldsst sich durch

Kupferionen stimulieren (Pauly and Harris, 1998).

2.6. Spaltung des Prionproteins

Posttranslational finden potentiell zwei Spaltungen des Prionproteins mit Abspaltung des N-

Terminus statt (o.- und B-cleavage).

16



A. Einleitung

In welchem Kompartiment (intrazellulér, extrazellulédr) diese Spaltungen stattfinden, ist noch
nicht vollstindig geklart. Eine Vermutung ist, dass sie sich auf der Zelloberfliche innerhalb
der Lipid-Rafts oder in einem sauren Kompartiment wihrend des Endocytose(Abbau)- und
Recycling-Vorgangs des Proteins ereignen und in Zusammenhang mit der Funktion des
Prionproteins (Aktivierung von Signaltransduktion und Zelliiberleben) stehen konnten
(Mange et al., 2004; McMabhon et al., 2001; Chen et al., 2003b; Mouillet-Richard et al., 2000;
Chen et al., 1995; Shyng et al., 1993; Taraboulos et al., 1995).

Die N-terminalen Prionprotein-Spaltstellen befinden sich in direkter Nachbarschaft zu Kupfer
bindenden Histidinresten. Eine mogliche Spaltstelle des zelluldren Prionproteins konnte vor
der Kupfer bindenden Aminosédure His-111 oder vor der Aminosdure Met-112 identifiziert
werden (a-cleavage) (Chen et al., 1995; Shyng et al., 1993; Vincent et al., 2000). Das dabei
entstandene membrangebundene glycosylierte C-terminale Fragment wurde CI-Fragment
genannt.

Spéter wurde in Westernblotanalysen neben dem kiirzeren C1 Fragment (18 kDa) in geringen
Mengen auch ein ldngeres so genanntes C2-Fragment (21-22 kDa) nachgewiesen, welches
eine intakte 110/111/112 Spaltstelle besall und aus einer Spaltung nahe der Kupfer bindenden
Oktapeptidrepeat-Region an Aminosdure-Position 96/97 hervorgegangen war (p-cleavage)
(Jimenez-Huete et al., 1998; Mange et al., 2004).

Es wurde spekuliert, dass das Prionprotein moglicherweise zunichst durch die B—cleavage
aktiviert wird, dadurch seine Funktion (Signaltransduktion, Neuroprotektion) ausiiben konnte
und durch eine rasch folgende a-cleavage wieder inaktiviert wird (Mange et al., 2004). Die
B—cleavage lasst sich durch oxidativen Strefl stimulieren und wird mdglicherweise durch
einen Kupfer abhingigen Mechanismus katalysiert (McMahon et al., 2001; Watt et al., 2005;
Watt and Hooper, 2005). Es wird daher postuliert, dass oxidativer Stress direkt zur Spaltung
(B-cleavage) des Prionproteins und so zu seiner Aktivierung (Signaltransduktion,
Neuroprotektion) fithren konnte (McMahon et al., 2001; Mange et al., 2004). Méuse, bei
denen das Aminosduremotiv 105-125 und damit die a—cleavage-Stelle deletiert worden war,
entwickelten langfristig eine schwere Neurodegeneration (Li et al., 2007). HpL3-4 Zellen
hingegen, bei denen die o-—cleavage-Position im Prionprotein (PrP A110-119) deletiert
worden war, wiesen eine hdhere Uberlebensfihigkeit unter oxidativem Stress auf als Zellen,
die ein normales Prionprotein exprimierten. Diese FErgebnisse konnten auf einen
Zusammenhang der neuroprotektiven Aktivitit des Prionproteins mit der o-cleavage
hinweisen. Die Langzeit-Neurodegeneration wére hier am ehesten als ,,gain of function* bei

fehlender Inaktivierung durch die a—cleavage zu verstehen (Mange et al., 2004).
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2.7. Das pathogene PrP* im Vergleich zum physiologischen PrP®

Das pathogene PrP® und das physiologische PrP® unterscheiden sich in ihren biochemischen
Eigenschaften. Wihrend PrP® vollstindig durch zelleigene Proteasen (Proteinase K)
hydrolysiert wird, ist PrP*® gegeniiber dem Verdau durch Proteasen (Proteinase K) resistent
(Bolton et al., 1982; Prusiner et al., 1982; McKinley et al., 1983). Auflerdem zeigt PrP*° eine
hohere Resistenz gegeniiber Protein-denaturierenden MaBnahmen wie Hitze, UV- und v-
Strahlen als PrP°.

PrP¢ und PrP* besitzen allerdings eine identische Primérstruktur, das heiBt eine identische
Aminosduresequenz und keine divergierenden Modifizierungen (Stahl et al., 1993). Es wird
angenommen, dass sich die hohere Resistenz von PrP*® auf eine andere strukturelle Faltung,
das heiflt eine andere Sekundir- beziehungsweise Tertidrstruktur, zuriickfiihren Iésst.
Wihrend sich PrP¢ zu 42 % aus o-Helixstruktur zusammensetzt und nur zu 3 % aus p-
Faltblattstruktur, besteht PrP* nur zu 30 % aus o-Helixstruktur und zu 54 % aus P-
Faltblattstruktur (Abbildung 6) (Pan et al., 1993).

Normal Conformer Rogue Conformer ===

Abbildung 6: Tertidrstruktur von PrP® (links) und PrP* (rechts)

Diese spezielle Tertirstruktur verleiht dem pathogenen Prionprotein PrP* im Gegensatz zu
seiner physiologischen Isoform die Féahigkeit, sich im Hirn zu Protease-resistenten, ldnglichen
amyloidartigen Aggregaten (Fibrillen) zusammenzulagern (Prusiner et al., 1983). Dies
erschwert seinen Abbau.

Wihrend PrP¢ eine kurze Halbwertszeit hat und schnell synthetisiert bezichungsweise
abgebaut wird, hat PrP* eine schr lange Halbwertszeit, akkumuliert und lagert sich an der
Zelloberflache, in spiten Endosomen, Lysosomen und schlieBlich im Extrazelluldrraum ab
(Arnold et al., 1995; Borchelt et al., 1990; McKinley et al., 1991; Jeffrey et al., 1992;
Lehmann and Harris, 1996; Stahl et al., 1990).
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2.8. Mechanismus der Infektiositat

Das infektiose PrP> geht durch strukturelle Umfaltung aus seiner physiologischen Isoform
PrP€ hervor (Basler et al., 1986). Die Umwandlung von der physiologischen in die pathogene
Isoform ist ein posttranslationaler Prozess (Basler et al., 1986; Borchelt et al., 1990; Caughey
and Raymond, 1991). Nachdem sich ein pathogenes Prionprotein (PrP%°) gebildet hat
(spontan, genetisch oder durch Inokulation bzw. Infektion), kann es dort selbst
(,,autokatalytisch®) die Umfaltung von weiterem PrPS zu PrP*° katalysieren und sich so
vermehren. Mit der ,,Protein Misfolding Cyclic Amplification (PMCA) konnte diese
autokatalytische Umwandlung von PrP® zu PrP* in vitro gezeigt werden (Saborio et al.,
2001).

Fir den Nukleinsdure-freien Replikationsmechanismus des pathogenen Prionproteins im
Organismus existieren zwei Modelle, die nach reaktionskinetischen Berechnungen als
realistisch gelten (Eigen, 1996):

Laut dem autokatalytischen Umfaltungsmodell (,refolding model*/ Heterodimer-Modell,
Abbildung 7) interagiert das infektiose PrP*° mit dem zelluldren PrP¢, wodurch das zellulire
PrP¢ unter Uberwindung einer hohen Energiebarriere und méoglicherweise mit Hilfe eines
,Faktor X* als stabilisierendes Chaperon die Konformation des pathogenen PrP* annimmt.
PrP% dient hierbei als dreidimensionale Matritze fiir den Umfaltungsprozess von PrP¢
(Prusiner et al., 1982; Smith and Collinge, 1995). Diese Umfaltung setzt sich exponentiell fort
und scheint durch bestimmte hereditire Prionproteingenmutationen energetisch begiinstigt zu

werden (hereditdre Prionerkrankungen).

1L

PrPSC PI'PSC Prpsc
PrPc Prpc Prpc

Abbildung 7: Autokatalytisches Umfaltungsmodell/ Heterodimer-Modell

Nach dem ,,Nukleationsmodell“ (Abbildung 8) stehen PrP® und PrP* in einem dynamischen

Gleichgewicht, welches auf der Seite von PrP® liegt. Geringe Mengen an PrP*-Molekiilen
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sind noch nicht pathogen. Zur Infektiositit kommt es erst, wenn ein PrP**-Oligomer von
kritischer Grof3e, ein so genannter Nukleationskeim, entsteht (spontan auftretend) oder von
auBBen zugefiihrt wird (infektids). Dieser Nukleationskeim kann PrP°-Molekiile an seinen
Enden binden. Dadurch wird die Umwandlung der gebundenen PrP“-Molekiile in PrP®-
Molekiile thermodynamisch begiinstigt, dhnlich einer Polymerisation. Anschliefend zerfallt
der Nukleus in kleinere Untereinheiten, wodurch es zur exponentiellen Vermehrung von PrP*

kommt (Jarrett and Lansbury, Jr., 1993).

QCJQ% SOO
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Q PrPc [ Jinfektioses Ende (] Prpse

Abbildung 8: Nukleationsmodell [modifiziert nach (Kretzschmar and Feiden, 2002)]

3. Die Funktion des Prionproteins
Der hohe Grad der Konservierung des Prionproteins innerhalb der Sadugetiere und die

Tatsache, dass das Prionprotein bereits in der Steinzeit von Amphibien und Reptilien
exprimiert wurde, legen eine wichtige Funktion des Prionproteins nahe. Bisher konnte die
Funktion des Prionproteins dennoch nicht vollstdndig verstanden werden [zusammengefasst

in (Westergard et al., 2007)].

3.1. Prnp -Knockout-Mause

Zunichst wurde versucht, die physiologische Funktion des Prionproteins vom Phanotyp der
Prnp-Knockout-Mausen abzuleiten, bei denen der proteinkodierende Bereich im
Prionproteingen durch Insertion einer Neomycin-Resistenz-Kassette unterbrochen worden
war und die somit kein Prionprotein exprimierten (Bueler et al., 1992; Manson et al., 1994).
Diese Prnp-Knockout-Mause zeigten liberraschenderweise einen unauffilligen Phinotyp, das
heiBt zumindest keine Abnormalitdten in Bezug auf Anatomie und Entwicklung (Bueler et al.,
1992; Manson et al., 1994). Spater wurden weitere Prnp-Knockout-Stimme geziichtet, bei

denen der proteinkodierende Bereich des Gens sowie angrenzende Regionen deletiert worden
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waren (Rossi et al., 2001; Sakaguchi et al., 1996). Diese Méuse zeigten, im Gegensatz zu den
phinotypisch unauffilligen Knockout-Stimmen, koordinative Storungen, Ataxie und Verlust
von Purkinjezellen im Kleinhirn. Es wurde gefunden, dass diese Miuse das Protein Doppel,
welches 35 % Sequenzhomologie zum Prionprotein aufweist, tiberexprimierten. Doppel war
bei diesen Méusen ,filschlicherweise unter die Kontrolle des Prionprotein-Promotors
geraten. In diesen phinotypisch auffilligen Mausen fiihrte hochtwahrscheinlich nicht der
Verlust der Funktion des Prionproteins, sondern die Uberexpression des neurotoxischen
Proteins Doppel zur Neurodegeneration (Rossi et al., 2001; Moore et al., 1999).

Zusammenfassend ldsst sich sagen, dass Knockout-Méause im ,,normalen Leben* und wenn sie
nicht artifiziell Doppel tliberexprimieren, keine relevanten Defizite zeigen. Man konnte
diskutieren, dass andere Proteine in Knockout-Méiusen die essentielle Funktion des
Prionproteins  kompensatorisch ~ iibernehmen konnten. Dies scheint jedoch eher
unwahrscheinlich, da auch Miuse, bei denen das Prionprotein erst postnatal {iber das Cre-Lox

System abladiert wurde, wenig phanotypische Auffilligkeiten zeigten (Mallucci et al., 2002).

Zu den geringen phdnotypischen Unterschieden, die sich bei Prnp-Knockout-Méusen im
Vegleich zu Prnp-Wildtyp-Miusen finden, gehdren Verdnderungen des Wach-Schlaf-
Rhythmus (Tobler et al., 1996; Tobler et al., 1997), der synaptischen Plastizitit im
Hippocampus (Colling et al., 1997), der raumlichen Lernfahigkeit (Criado et al., 2005) sowie
des Kurz- und Langzeitgedichtnisses (Coitinho et al., 2003; Nishida et al., 1997).

3.2. Einfluss auf synaptische Erregungsibertragung und Calciumhomdostase

durch das Prionprotein

Auf neurophysiologischer Ebene zeigten sich deutlichere Unterschiede zwischen Prnp-
Knockout-Méusen und Prionprotein-exprimierenden Wildtyp-Miusen, die zu den oben
genannten phinotypischen Defiziten der Prnp-Knockout-Mduse beitragen konnten. In
hippocampalen Schnitten von Prnp-Knockout-Miusen wurde eine Beeintrachtigung der
Langzeitpotenzierung (LTP) festgestellt, die teilweise altersabhdngig war (Curtis et al., 2003;
Collinge et al., 1994; Criado et al., 2005; Manson et al., 1995). Weitere Studien konnten eine
positve Korrelation zwischen dem Prionprotein-Expressionslevel und der Gesamtstérke der
glutaminergen Erregungsiibertragung im Hippocampus von Wildtyp-Méusen zeigen, wobei
Prionprotein-iiberexprimierende Miuse sogar eine Uber-Erregbarkeit zeigten (Carleton et al.,
2001). In einer anderen Untersuchung wurde festgestellt, dass die Abwesenheit des

Prionproteins funktionelle Verdnderungen am glutaminergen System hervorrief, was sich
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durch eine abnorm verminderte hyperlokomotorische Antwort von Prnp-Knockout-Mé&usen
auf einen NMDA-Rezeptor-Antagonisten (MK-801) hin zeigte (Coitinho et al., 2002). Die
Untersuchungen zur synaptischen Erregungsiibertragung lieferten jedoch keine eindeutigen
Ergebnisse. Lledo et al. stellten bei ihren Versuchen keine Unterschiede in der hippocampalen
LTP und der neuronalen Erregbarkeit zwischen Prnp-Knockout-Mausen und Prnp-Wildtyp-
Mausen fest (Lledo et al., 1996). Die Untersuchungen von Pukinjezellen im Kleinhirn ergaben
ebenfalls keine Unterschiede in der synaptischen Erregungsiibertragung an GABA- und
glutaminergen Rezeptoren zwischen Prnp-Knockout-Méusen und Prnp-Wildtyp-Méusen
(Herms et al., 1995).

In neueren Studien wurde in Prnp-Knockout-Méusen eine niedrigere Ausloseschwelle fiir die
Langzeitpotenzierung (LTP) und eine verstirkte Exzitabilitit des glutaminergen Systems im
Vergleich zu Prnp-Wildtyp-Mausen festgestellt (Maglio et al., 2006; Maglio et al., 2004).
Prnp-Knockout-Miuse wiesen sowohl in hippocampalen CA1 Neuronen (Colling et al., 1996;
Mallucci et al., 2002) als auch in Purkinje-Zellen des Kleinhirns (Herms et al., 2001) eine
signifikante Verminderung der Nachhyperpolarisation auf, was sich elektrophysiologisch in
einer Storung der Calcium-aktivierten Kaliumstrome wiederspiegelte (Colling et al., 1996;

Herms et al., 2001).

Dem Prionprotein wurde mehrfach eine Beeinflussung der Calciumhomdostase
zugeschrieben. So zeigten zerebellire Kornerzellen von Prnp-Knockout-Méusen einen
verminderten intrazelluliren freien Calciumgehalt, eine signifikante Verminderung des
Calciumeinstroms nach starker Kaliumdepolarisation sowie, im Gegensatz zu Wildtyp-Zellen,
keine Reaktion auf den Calciumkanalblocker Nifedipin (Herms et al., 2000). Es fand sich
hierbei keine Beeintrachtigung von spannungsgesteuerten Calciumkandlen in Knockout-
Zellen (Herms et al., 2000). Spatere Untersuchungen an hippocampalen Neuronen ergaben
eine verminderte Aktivitit der spannungsgesteuerten Calciumkanile in Knockout-Zellen bei
Depolarisationsversuchen zur Induktion einer Nachhyperpolarisation (Fuhrmann et al., 2006).
Brini et al. konnten demonstrieren, dass das Prionprotein Einfluss auf die Calciumhomdostase
der Zelle nahm (Brini et al., 2005).

AuBlerdem wurde herausgefunden, dass eine intrazellulire Calciumerhdhung in cerebelldren
Kornerzellen und hippocampalen Neuronen als Reaktion auf oxidativen Stress von der
Anwesenheit des Prionproteins abhing. Diese durch oxidativen Stress (H»O;) induzierte
intrazellulare Calciumerhéhung war auBBerdem von der Tyrosinkinase Fyn abhingig (Krebs et

al., 2007).
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3.3. Das Prionprotein und Neuroprotektion

Wegweisend auf der Suche nach der Funktion des Prionproteins war die Erkenntnis der
potentiellen neuroprotektiven Funktion des Prionproteins bei Hirnschddigungen ischdmischer,
traumatischer oder hypoxischer Art (Hoshino et al., 2003; McLennan et al., 2004; Spudich et
al., 2005; Weise et al.,, 2006; Mitteregger et al., 2007; Weise et al., 2004). Die
Lisionsvolumina nach hypoxischer, ischdmischer oder traumatischer Hirnverletzung waren
in Prnp-Wildtyp-Méusen in allen Versuchsmodellen signifikant kleiner als in Prnp-Knockout-
Maiusen (McLennan et al., 2004; Spudich et al., 2005; Weise et al., 2006; Mitteregger et al.,
2007; Hoshino et al., 2003). Aullerdem zeigten Prnp-Wildtyp-Méuse eine verminderte
Epilepsieanfilligkeit und verminderte Epilepsie-induzierte Hirnschddigung gegeniiber Prnp-
Knockout-Méusen (Walz et al., 1999; Walz et al., 2002). Neuronale Prnp-Knockout-Zellen
waren in Zellkultur zudem anfilliger gegeniiber durch Serumentzug induzierter Apoptose
(Kim et al., 2004; Kuwahara et al., 1999; Nishimura et al., 2007; Roucou et al., 2005; Sakudo
et al., 2003a; Sakudo et al., 2003b).

In diesem Zusammenhang ist zu diskutieren, dass Hypoxie, Epilepsie, Ischimie und
Serumentzug &duBlere Stressfaktoren fiir die Nervenzellen darstellen, die unter
Beeintrachtigung des Zellstoffwechsels bis hin zur Apoptose und Nekrose fiihren. Gegeniiber
diesen kritischen und ,,nicht normalen Lebensbedingungen®, die alle durch oxidativen Stress
in Folge von Substratmangel gekennzeichnet sind, scheinen die Prnp-Wildtyp-Neurone besser

geschiitzt zu sein als die Prnp-Knockout-Neurone.

3.3.1. Das Prionprotein und oxidativer Stress

Dem Prionprotein wird ein protektiver Effekt gegeniiber oxidativem Stress zugeschrieben
[zusammengefasst in (Milhavet and Lehmann, 2002)]. So waren kultivierte Neurone aus
Prnp-Knockout-Miusen empfindlicher gegeniiber Behandlung mit Substanzen, die oxidativen
Stress induzierten (Wasserstoffperoxid, Xanthinoxidase, Kupferionen und Manganionen), als
Neurone aus Prnp-Wildtyp-Maiusen (Brown et al., 2002; Choi et al., 2007; Kang et al., 2007;
White et al., 1999; Brown et al., 1997b). Zu diesen Ergebnissen passend, wies Hirngewebe
von Prnp-Knockout-Méusen biochemische Verdanderungen auf, die fiir verstarkten oxidativen
Stress sprachen. Im Hirngewebe von Prnp-Knockout-Miusen fand sich eine erhdhte Menge
an Protein- und Lipid-Peroxidationsprodukten (Wong et al., 2001).

Zum einen wurde postuliert, dass das Prionprotein selbst als kupferabhingige
Superoxiddismutase (SOD) fungieren konne (Brown et al., 1999; Brown et al., 2001), was
allerdings kritisch diskutiert wurde (Rae et al., 1999; Jones et al., 2005).
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In weiteren Studien wurde eine verminderte Expression, Aktivitdt und Kupferbeladung der
Cu-Zn SOD in Prnp-Knockout-Neuronen gefunden (Brown and Besinger, 1998; Brown et al.,
2002; Kang et al., 2007; Klamt et al., 2001; Brown et al., 1997b; Sakudo et al., 2003b).
Andere Untersuchungen konnten fiir diese Ergebnisse jedoch keine Allgemeingiiltigkeit
belegen (Hutter et al., 2003; Waggoner et al., 2000).

Ferner wurde eine verminderte Aktivitét antioxidativer Enzyme, wie der Katalase, Glutathion-
Reduktase und Glutathion-Peroxidase, in Prnp-Knockout-Médusen im Vergleich zu den
Wildtyp-Kontrollen beobachtet (Klamt et al., 2001; White et al., 1999; Watt et al., 2005).
AuBlerdem fanden sich Hinweise auf einen Zusammenhang zwischen der Reaktion der
synaptischen Erregungsiibertragung auf oxidativen Stress (H,O,) und der Stirke der
Prionproteinexpression (Herms et al., 1999).

Die Spaltung des Prionproteins kann durch oxidativen Stress (H,0O,) induziert werden (s.0.),
was moglicherweise in Zusammenhang mit der Aktivierung des Prionproteins
(Neuroprotektion, Signaliibertragung) unter oxidativem Stress stehen konnte (McMahon et
al., 2001).

Oxidativer Stress kann in Abhingigkeit seiner Schwere und Moglichkeiten zur Kompensation
entweder sofort zur Nekrose oder {iber Apoptose zum Zelluntergang fithren (Saikumar et al.,

1998; Graham and Chen, 2001; Plesnila, 2004).

3.3.2. Das Prionprotein und Bax-induzierte Apoptose

Auf zelluldrer Ebene konnte die mehrfach beschriebene partielle Hemmung Bax-induzierter
Apoptose durch das Prionprotein fiir die beobachteten neuroprotektiven Effekte bei Hypoxie,
Ischdamie, Epilepsie und Serumentzug mitverantwortlich sein (Bounhar et al., 2001; Roucou et
al., 2003; Diarra-Mehrpour et al., 2004; Kuwahara et al., 1999; Li and Harris, 2005; Roucou
et al., 2005; Sakudo et al., 2003b; Gains et al., 2006; Kim et al., 2004). Bax ist ein pro-
apoptotisches Mitglied der Bcl-2 Familie, das eine wichtige Rolle in ausgereiften Neuronen
des Zentralnervensystems spielt (van Delft and Huang, 2006; Yuan and Yankner, 2000). Es
wird als einer der Hauptvermittler der durch oxidativen Stress induzierten Apoptose bei
Hypoxie, Ischimie und Serumentzug angesehen (Saikumar et al., 1998; Crompton, 2000;
Saikumar and Venkatachalam, 2003). Aktiviertes Bax wird an die mitochondriale Membran
transloziert, erfihrt eine Konformationsdnderung und verdndert so die mitochondriale
Membranpermeabilitdt, was zur Freisetzung von Cytochrom C aus den Mitochondrien und
zur Aktivierung einer apoptotischen Caspasekaskade iiber Caspase 9 und Caspase 3 fiihrt

(Abbildung 9) (Saikumar et al., 1998).
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Zellmembran __Ischamie/ Hypoxie/ Serumentzug (Oxidativer Stress)

Bel-X,., /Bcl-2
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O
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’ Caspase 7 H Caspase 3 ‘

’(Pro-)Caspase 8‘ ’Caspase 10‘ /
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— Aktivierung _I Hemmung

Abbildung 9: Durch Ischamie induzierter Apoptose-Signalweg tUber Bax, Cytochrom C und Caspase 9/3-
Aktivierung. Dieser Apoptose-Signalweg kann durch die anti-apoptotischen Proteine Bcl-x/Bcl-2
gehemmt werden.

In humaner fetaler neuronaler Zellkultur 16ste eine Mikroinjektion eines fiir Bax-kodierenden
Plasmids in circa 90 % der Neurone Apoptose aus. Durch Koinjektion eines fiir das
Prionprotein kodierenden Plasmids konnte die Bax-induzierte Apoptoserate der kultivierten
Neurone auf circa 10 % abgesenkt werden (Bounhar et al., 2001; Roucou et al., 2003).
Auflerdem konnte membranstdndiges Prionprotein neuronale Zellen aus Prnp-Knockout-
Maiusen vor Bax-induzierter Apoptose unter Serumentzug schiitzen (Kuwahara et al., 1999;

Sakudo et al., 2003b; Kim et al., 2004).

Roucou et al. zeigten, dass die Prionprotein-abhéngige Cytoprotektion spezifisch fiir Bax-
induzierte Apoptose war und das Prionprotein die Zelle nicht vor Bak-, t-Bid-, Staurosporine-

oder Thapsigargin-vermittelter Apoptose zu schiitzen konnte (Roucou et al., 2005).

Beziiglich des Zusammenhangs zwischen der Prionprotein-Expression und dem
Expressionslevel von Bax existieren mehrere Publikationen. Einerseits wurde kein
Unterschied in der postischdmischen Bax-Expression zwischen Prnp-Wildtyp- und Prnp-

Knockout-Méusen gefunden (Weise et al., 2006), andererseits wurde nach Serumentzug und
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Staurosporin-induzierter Apoptose eine signifikant stirkere Bax-Expression in neuronalen
Prnp-Knockout-Zellen als in neuronalen Prnp-Wildtyp-Zellen gefunden (Kim et al., 2004;
Zhang et al., 2006b).

Moglicher Einfluss des Prionproteins auf p53

Auch die p53-Expression wurde in Zusammenhang mit dem Einfluss des Prionproteins auf
die Bax-induzierte Apoptose untersucht. P53 wird bei DNA-Schidigung verstéirkt exprimiert
und kann ebenfalls eine Bax-induzierte Apoptose ausldsen. Zur p53-Expression existieren
unterschiedliche Publikationen. Einerseits zeigten neuronale Zellen aus Prnp-Knockout-
Maiusen eine niedrigere pS53-Expression als neuronale Zellen aus Prnp-Wildtyp-Méusen
(Paitel et al., 2004). Auch im Hirn von Prnp-Knockout-Mausen fand sich eine niedrigere p53-
Expression als im Hirn von Prnp-Wildtyp-Méusen (Brown et al., 2002; Paitel et al., 2004). Im
Gegensatz dazu  zeigten neuronale Prnp-Knockout-Zellen in einem anderen
Zellkulturexperiment eine stirkere p53-Expression als neuronale Prnp-Wildtyp-Zellen (Kim

et al., 2004).

Moglicher Einfluss des Prionproteins auf die Caspase 3-Aktivitéit

Mehrfach wurde die Aktivitit der Caspase 3, einer der Effektoren der Bax-induzierten
Apoptose, in Zusammenhang mit dem FEinfluss des Prionproteins auf den Ischidmie-
induzierten Zelltod untersucht. Nach Induktion von oxidativem Stress fand man eine erhéhte
Caspase 3-Aktivitdt in ovariellen und neuronalen Prnp-Knockout-Zellen im Vergleich zu den
Wildtyp-Kontrollen (Zhang et al., 2006b; Kang et al., 2007; Kim et al., 2004). Auch in vivo
wurde 24 Stunden (Weise et al., 2006) beziechungsweise 72 Stunden (Spudich et al., 2005)
postischdmisch im Hirn von Prnp-Knockout-Méusen eine hohere Caspase 3-Aktivitit als im

Hirn von Prnp-Wildtyp-Méausen nachgewiesen.

Moglichkeiten der Hemmung Bax-induzierter Apoptose durch das Prionprotein

Auf welche Weise das Prionprotein dem Bax induzierten Zelltod entgegenwirkt, ist noch nicht
geklart. Zum einen konnte das GPI-geankerte Prionprotein iiber Interaktion mit einem
Zelloberflachenrezeptor eine Signalkaskade auslosen, welche die Bax-Aktivitit unterdriickt
(Abbildung 10, A). Alternativ konnte cytosolisches Prionprotein direkt mit Bax in
Wechselwirkung treten (B), was allerdings aufgrund des natiirlicherweise nur in geringen
Mengen vorkommenden cytosolischen Prionproteins eher unwahrscheinlich ist (Stewart and

Harris, 2003). Auch ist es moglich, dass das Prionprotein oberhalb von Bax iiber bestimmte
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Proteine anti-apoptotisch wirkt (C) oder iiber die verstirkte Assoziation von Bax mit anti-
apoptotischen Proteinen wie Bcl-2 oder Bel-x() der Bax-induzierten Apoptose entgegenwirkt
(D). Als weitere Variante konnte das Prionprotein, z.B. iiber Interaktion mit einem
Oberflachenrezeptor, andere Bax-induzierte Signalwege unterdriicken, wie z.B. die
Cytochrom C-Freisetzung aus den Mitochondrien oder die Caspase-Aktivierung (E) (Kim et

al., 2004).

Zellmembran PrP|  Oxidativer Stress Rezeptor

Cprotein x|

[Apaf-11

’ Caspase 7 H Caspase 3 ‘

AN

|(Pro-)Caspase 8||| Caspase 10 _

—~

Apoptose

IAPs|

 E—— Hochregulation oder
Aktivierung durch das
Prionprotein (PrP)

Direkte oder indirekte
Hemmung tiber das
Prionprotein (PrP)

— Aktivierung _I Hemmung

f Hochregulation durch PrP

Abbildung 10: Mdégliche Einflusse auf die Bax-induzierte Apoptose durch das Prionprotein (PrP)

Moglicher Einfluss des Prionproteins auf Bcl-2 und Bel-x1,

Es gibt Hinweise, dass die anti-apoptotische Wirkung des Prioproteins mit den anti-
apoptotischen Proteinen Bcl-2 und Bcl-x(1) in Zusammenhang stehen konnte (D) (Chen et al.,
2003b; Kuwahara et al., 1999; Sakudo et al., 2003a). Eine Bcl-2-Uberexpression konnte
hippocampale Prnp-Knockout-Zellen vor durch Serumentzug (oxidativen Stress) induzierter

Apoptose schiitzen (Kuwahara et al., 1999). Sakudo et al. fanden heraus, dass eine TNF-a-
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Vorbehandlung neuronale Prionprotein-Knockout-Zellen ebenfalls vor durch Serumentzug
induzierter Apoptose bewahren konnte. Dieser TNF-o induzierte Apoptoseschutz konnte auf
einem signifikanten Anstieg der anti-apoptotischen Proteine Bcl-x(1) und Bel-2 in den Prnp-
Knockout-Zellen beruhen (Sakudo et al., 2003a). Auch Chen et al. brachten die Regulation
der Bcl-2- und Bax-Expression mit der neuroprotektiven Funktion des Prionproteins in
Zusammenhang (Chen et al., 2003b). Der Unterschied zwischen Prnp-Wildtyp- und Prnp-
Knockout-Méusen in Bezug auf ihre Bcl-2-Expression scheint allerdings nur marginal zu sein

(Weise et al., 2006).

3.3.3. Der N-Terminus des Prionproteins und Neuroprotektion

Aufgrund verschiedener Studien wird aktuell diskutiert, welche Bedeutung der N-Terminus
des Prionproteins, insbesondere seine Octapeptidrepeat-Region fiir den neuroprotektiven und
anti-apoptotischen Effekt des Prionproteins hat. So verloren kultivierte Zellen, bei denen die
Oktapeptidrepeat-Region des Prionproteins deletiert worden war (PrP  Aoct), ihre
neuroprotektive Funktion gegeniiber durch Bax-, durch Serumentzug- oder durch Doppel-
induzierter Apoptose (Bounhar et al., 2001; Drisaldi et al., 2004; Sakudo et al., 2005; Li and
Harris, 2005). Weiterhin fand sich in PrP Aoct-Zellen eine hohere Empfindlichkeit gegentiber
oxidativem Stress (Watt and Hooper, 2005). Auch in vivo zeigten Miuse, bei denen der N-
Terminus des Prionproteins deletiert worden war (PrP A32-93 bzw. PrP A23-88), eine
verminderte Neuroprotektion gegeniiber Doppel- oder Ischdmie-induzierter Hirnschddigung
(Atarashi et al., 2003; Mitteregger et al., 2007). Die Wirkung des N-Terminus konnte dabei
von Bedeutung fiir die oben erwihnte Bax-induzierte Apoptose sein: FEine Bcl-2-
Uberexpression konnte Miuse, welche ein N-terminal deletiertes Prionprotein exprimierten,
vor cerebellirer Apoptose und Neurodegeneration schiitzen. Bcl-2-Uberexpression

verminderte hierbei die Aktivierung der Caspase 3 (Nicolas et al., 2007).

3.3.4. Zellproliferationsfordernde und neuroprotektive Signalwege, die moglicherweise

durch das Prionprotein beeinflusst werden

3.3.4.1. Potentielle Interaktionspartner des Prionproteins

Auf der Suche nach einem Prionproteinsignalweg sind potentielle Interaktionspartner von
groBem Interesse. Unter Verwendung von Methoden wie Antikorper vermittelter
Quervernetzung, Immunoprézipitation oder Yeast two-hybrid-System konnten mehrere
potentielle Bindungs- beziehungsweise Interaktionspartner des Prionproteins identifiziert

werden (Tabelle 1): Grb2 (Spielhaupter and Schatzl, 2001), Pintl (Spielhaupter and Schatzl,
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2001), Synapsin 1b (Spielhaupter and Schatzl, 2001), Tubulin (Nieznanski et al., 2005), der
zwei-porige Kaliumkanal TREK-1 (Azzalin et al.,, 2006), das pro-apoptotische Protein
NRAGE (Neutrophin-Receptor-Interacting) (Bragason and Palsdottir, 2005), das anti-
apoptotische Protein Bcl-2 (Kurschner and Morgan, 1995), das Chaperon Hsp60 (Edenhofer
et al., 1996), Laminin (Graner et al., 2000b; Graner et al., 2000a), der Lamininrezeptor
(Gauczynski et al., 2001), Caveolin 1 (Mouillet-Richard et al., 2000), das
Zelladhdsionsmolekiil N-CAM (Schmitt-Ulms et al., 2001) und das anti-apoptotische Protein
STI-1 (Stress-Inducible-Protein 1) (Zanata et al., 2002). Jedoch bleibt die physiologische
Relevanz einiger vorgeschlagener Interaktionspartner unklar, da viele von ihnen
ausschlieBlich im Zytosol lokalisiert sind und sich das Prionprotein hauptsdchlich auf der

Zelloberflidche befindet (Westergard et al., 2007).

Candidate mteractor Candidate function TIdentification method Localization
Grb2 Signal transduction Yeast two-hybrid, Cytoplasm
(adaptor protein) co-immunoprecipitation

Pintl Unknown Yeast two-hybrid; Cytoplasm
co-immunoprecipitation

Synapsin 1b Synaptic vesicle rafficking Yeast two-hybrid, Cytoplasm (synaptic vesicles)
co-Immunoprecipitation

TREE-1 Two-pore K channel Yeast two-hybrid, Plasma membrane
co-immunoprecipitation (transmembrane )

Tubulin Microtubule subunit Cross-linking Cytoplasm (cytoskeleton)

MNERAGE ( Neurotrophin Activator of apoptosis Yeast two-hybrid, Cytoplasm

rFeceptor-interacting
MAGE homologue)
Laminin receptor
precursor (LRP)
STI-1 (stress-inducible
protein 1)
Hsp60
MN-CAM

Bel-2

Caveolin-1

Extracellular matrix
interactions
Heat shock protein

Chaperone
Cell adhesion

Multi-domain
antrapoptotic regulator
Caveolar coat

co-Immunoprecipitation
Yeast two-hybrnd
Complementary hydropathy;
co-Immunoprecipitation
Yeast two-hybrid
Cross-linking

Yeast two-hybrid

Co-immunoprecipitation

Cytoplasm; Plasma membrane?

Cytoplasm; Plasma membrane?

Cytoplasm

Plasma membrane (transmembrane

and GPl-anchored forms)

Cytoplasm (mitochondria, ER)

Plasma membrane (hairpin loop)

Tabelle 1: Potentielle Interaktionspartner mit dem Prionprotein (Westergard et al., 2007)

Aufgrund seiner Lokalisation an der Zelloberflaiche nimmt man an, dass das Prioprotein an
transmembranen Signalprozessen beteiligt sein konnte.

Im Folgenden wird auf die wichtigsten potentiellen Interaktionspartner mit dem Prionprotein
sowie die jeweils involvierten Signaltransduktionswege, die das neuronale Wachstum und

Uberleben begiinstigen konnten, eingegangen.

3.3.4.2. Laminin und Lamininrezeptor

Es wurde unter anderem eine Interaktion des Prionproteins mit Laminin beschrieben, welche

das neuronale Wachstum in PC12 Zellen und hippocampalen Neuronen forderte (Graner et
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al., 2000a). Laserinaktivierung des Prionproteins fiihrte zur Stérung der durch Laminin
induzierten Zelldifferenzierung und forderte den Riickzug von Neuronen (Graner et al.,
2000D).

Ein weiteres Zelloberfldchenprotein, mit dem das Prionprotein interagieren konnte, ist der
Lamininrezeptor, der urspriinglich im Yeast two-hybrid Modell identifiziert wurde und von
dem angenommen wird, dass er als endocytotischer Rezeptor fiir die zelluldre Aufnahme des

Prionproteins fungieren konnte (Gauczynski et al., 2001; Rieger et al., 1997).

3.3.4.3. Antikorper-vermittelte Quervernetzung des Prioproteins, Clustering, Caveolin-1,
Nicht-Rezeptor Tyrosin-Kinase Fyn, ERK1/2 und N-CAM

Wie andere GPI-geankerte Proteine, befindet sich das Prionprotein in Lipid-Raft-Doménen,
die als molekulares Grundgeriist fiir viele Signaliibertagungswege dienen (siche auch A
Einleitung, 2.4. Zelluldre Lokalisation des Prionproteins) (Tsui-Pierchala et al., 2002; Taylor
and Hooper, 2006; Simons and Ehehalt, 2002).

Q @ QQQ(\QQQ(\
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Clustering
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o

@ Clustering agents

]_ Ligands, antibodies,

lectins
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Src. Cytosol
yt @ Cytoskeleton
adapters, scaffolds

Abbildung 11: Clustering-Mechanismus von Lipid-Raft-Doméanen (orange) (Simons and Ehehalt, 2002)

Die durch das Prionprotein induzierten Proteininteraktionen und Signaliibertragungswege
konnen moglicherweise durch Antikorper-vermittelte Quervernetzung des Prionproteins

stimuliert werden.

Von Mouillet-Richard konnte im Zellkulturexperiment an einer neuroektodermalen Zelllinie

(1C11) gezeigt werden, dass eine Antikdrper-vermittelte Quervernetzung des Prionproteins
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(,,Clustering®) zu einer Caveolin-1 abhéngigen Kopplung des Prionproteins an die Nicht-
Rezeptor Tyrosin-Kinase Fyn fiihrte (Mouillet-Richard et al., 2000). In anschlieBenden
Versuchen wurde gezeigt, dass die Antikorper-vermitttelte Fyn-Aktivierung eine NADPH-
Oxidase abhdngige ROS-Produktion sowie die Aktivierung der Extrazelluldr Regulierten
Kinasen (ERK1/2) zur Folge hatte (Schneider et al., 2003). Auch die Aktivitdt mehrerer G-
Protein gekoppelter Serotonin Rezeptoren auf der Oberfliche von 1C11 Zellen wurde durch
Prionprotein-Quervernetzung verdndert (Mouillet-Richard et al., 2005). Es wurde postuliert,
dass die Signalwege, die durch Anti-Prionprotein-Antikorper in 1C11 Zellen beeinflusst
wurden, einen neuroprotektiven Effekt hitten (Mouillet-Richard et al., 2000).

Monnet et al. stellten als Folge der Anti-Prionprotein-Antikérper-vermittelten Quervernetzung
auch eine ERKI1/2-Phosphorylierung und -Aktivierung sowie zusdtzlich eine
Phosphorylierung des Mikrotubuli destabilisierenden Proteins OP18/Stathmin fest (Monnet et
al., 2004).

Des Weiteren wurde beschrieben, dass eine Quervernetzung des Prionproteins in Jurkat- und
T-Zellen die Assoziation des Prionproteins mit den intrazelluldren Raft-Proteinen Reggie-1
und Reggie-2 bewirkte. Dies fiihrte wiederum zur Rekrutierung von Thy-1, TCR/CD3, LAT
(linker of activated T-cells) und der Nicht-Rezeptor Tyrosin-Kinasen Fyn und Lck in die
Lipid-Rafts, einhergehend mit lokaler Tyrosin-Phosphorylierung und F-Aktin-
Polymerisierung sowie einer verstidrkten Phosphorylierung von ERK1/2. Begleitet wurden

diese Vorgénge von einem kurzen intrazelluldren Calciumanstieg (Stuermer et al., 2004).

AuBerdem stimulierte die Antikorper vermittelte Quervernetzung des Prionproteins in
hippocampaler Zellkultur eine Interaktion des Prionproteins mit dem Zelladhdsionsmolekiil
,heural cell adhesion molecule” (N-CAM) (Schmitt-Ulms et al., 2001). Diese Interaktion
bewirkte eine Rekrutierung von N-CAM in die Lipid-Raft-Region, dabei eine Aktivierung der
Nicht-Rezeptor Tyrosin-Kinase Fyn und eine Verstirkung des Neuronenwachstums

(Santuccione et al., 2005).

Ferner konnte ein intrazelluldrer Calciumanstieg in Prionprotein-exprimierenden neuronalen
Primérzellkuturen als Folge von oxidativem Stress beobachtet werden. Da dieser sowohl in
Prnp-Knockout- als auch in Fyn-Knockout-Neuronen gleichermallen alteriert war, liegt auch

hier die Vermutung eines gemeinsamen Signalweges nahe (Krebs et al., 2007).

31



A. Einleitung

Zusammenfassend stellten mehrere Arbeitsgruppen einen Zusammenhang zwischen einem
,»Clustering” des zellmembranstindigen Prionproteins und einer Aktivierung der Nicht-
Rezeptor Tyrosin-Kinase Fyn her. Downstream-Signalwege der Nicht-Rezeptor Tyrosin-
Kinase Fyn sind daher von groBBem Interesse fiir eine potentielle neuroprotektive Wirkung des

Prionproteins.

Neben positiven Effekten auf Wachstum und Uberleben der Zelle wurde andererseits
beschrieben, dass durch Anti-Prionprotein-Antikorper-vermittelte Quervernetzung in vivo
Apoptose in hippocampalen und cerebellédren Neuronen ausgeldst werden konnte (Solforosi et
al., 2004). Es ist allerdings kritisch anzumerken, dass hierbei die Prionprotein-bindenden
Antikérper murinen Ursprungs waren und daher in den verwendeten Méusen eine allgemeine
Antikorper-vermittelte lokale Entziindungsreaktion ausgelost haben konnten, die fiir den

Neuronenverlust verantwortlich gemacht werden konnte

Downstream der Nicht-Rezeptor Tyrosin-Kinase Fyn findet sich unter anderem die
extracellular regulated kinase ,,ERK®. Tatsdchlich wurde bei einigen oben zitierten Studien
zellkulturell auch eine Aktivierung der ERK1/2 beschrieben. Allerdings ist die ERK1/2 als
»Keyplayer“ von extrazelluldr vermittelten Signalen durch etliche andere Signalwege
stimulierbar. Daher ist es nicht verwunderlich, dass z.B. Spudich et al. drei Stunden
postischdmisch im Hirnlysat von Prnp-Knockout-Midusen eine signifikant hohere ERK1/2-
Aktivitit als im Hirn von Prnp-Wildtyp-Méusen feststellten (Spudich et al., 2005). Auch
wurde publiziert, dass eine Inhibierung des ERK1/2-Signalweges den neuroprotektiven Effekt
des Prionproteins nicht autheben konnte (Chiarini et al., 2002).

Dennoch belegen Versuche mit Prnp-Knockout-Méausen, die eine N-terminal deletierte Form
des Prionproteins exprimierten und eine erhohte ERK1/2-Aktivitit aufwiesen, erneut den
Zusammenhang mit dem Prionprotein (Nicolas et al., 2007). Es besteht daher ein groBer
Erklarungsbedarf der ERK-Aktivierung in Zusammenhang mit der Prionproteinexpression. In
diesem Zusammenhang konnte auch die gefundene hohere STAT-1- und JNK-Aktivitit 24
Stunden beziehungsweise 72 Stunden nach Ischdmie in Prnp-Knockout-Mausen, verglichen

mit den Prnp-Wildtyp-Méusen, bedeutungsvoll sein (Spudich et al., 2005).

3.3.4.4. STI-1, c-AMP/Proteinkinase A, P13-Kinase/Akt

Durch Co-Immunoprézipitation wurde das Hitzeschockprotein ,,Stress-Inducible-Protein-1*

(STI-1) als ein potentieller Interaktionspartner mit dem Prionprotein in der Plasmamembran
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gefunden (Zanata et al., 2002). STI-1 schien die Zellen retinaler Explantate durch Bindung an
das Prionprotein iiber einen c-AMP/ PKA-Signalweg vor Anisomycin-induzierter Apoptose
zu schiitzen (Zanata et al., 2002; Chiarini et al., 2002). Eine neuere Untersuchung zeigte, dass
die Inkubation hippocampaler Neurone mit STI-1 das neuronale Wachstum {iber den ERK-

Signalweg forderte (Lopes et al., 2005).

Andere Forschungsergebnisse legten eine potentielle Bedeutung des PI3-Kinase/Akt-
Signalwegs fiir den neuroprotektiven Effekt des Prionproteins nahe (Vassallo et al., 2005;
Weise et al, 2006). Der PI3-Kinase/Akt-Signalweg fiihrt {iber die Aktivierung des
Transkriptionsfaktors NF-kB zur Expression anti-apoptotischer Proteine wie Bcl-x;, Bcel-2
und IAP (Inhibitor of Apoptotic Proteins), welche die Bax-induzierte Apoptose hemmen (He
et al., 2003; Yamaguchi and Wang, 2002).

Zudem iibt PI3-Kinase/Akt einen kurzfristigen transkriptionsunabhédngigen Effekt {iber die
Phosphorylierung und Inaktivierung pro-apoptotischer Proteine aus (Brunet et al., 2001).

Bei einer Untersuchung der PI3-Kinase/Akt-Aktivitit an kultivierten Neuroblastomazellen
und murinen hippocampalen Neuronen zeigten Prionprotein-exprimierende Zellen signifikant
hohere PI3-Kinase-Aktivititslevel als die Prnp-Knockout-Zellen. AuBlerdem konnte in
Hirnlysaten von Prnp-Wildtyp-Méusen eine signifikant stirkere Aktivitdt der PI3-Kinase als
in Hirnlysaten von Prnp-Knockout-Méusen nachgewiesen werden. Dariiber hinaus wurde
gezeigt, dass die Rekrutierung der PI3-Kinase zum neuronalen Uberleben unter oxidativem
Stress beitrug (Vassallo et al., 2005). In einer anderen Studie fand sich in Prnp-Knockout-
Maushirnen vor und nach Ischdmie eine signifikante Verminderung der aktivierten
phosphorylierten Akt im Vergleich zu Prnp-Wildtyp-Maushirnen, was nahelegte, dass das
Prionprotein die PI3-Kinase/Akt-abhingige Neuroprotektion forderte (Weise et al., 2006). Die
Gesamtexpression von Akt unterschied sich jedoch nicht zwischen Prnp-Wildtyp-Méusen und

Prnp-Knockout-Méusen (Weise et al., 2006).

In neuronaler Zellkultur begiinstigte das Prionprotein sowohl das neuronale Wachstum als
auch das neuronale Uberleben, einhergehend mit der Aktivierung aller bisher in
Zusammenhang mit dem Prionprotein beschriebenen Signalwege. Zusammenfassend zdhlen
hierzu im Wesentlichen eine Aktivierung der Nicht-Rezeptor Tyrosin-Kinase Fyn (p59), der
Proteinkinase C (PKC), der c-AMP abhingigen Proteinkinase A (c-AMP/PKA), der
extrazelluldr regulierten Kinasen (ERK1/2) und des P13-Kinase/Akt-Signalweges (Chen et al.,
2003Db).
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4. Zielsetzung

Ziel dieser Doktorarbeit war es, Hinweise fir den molekularen Mechanismus der
neuroprotektiven Funktion des Prionproteins zu erhalten. Da die Neuroprotektion des
Prionproteins insbesondere unter oxidativem Stress wie bei transienter Ischimie, Hypoxie,
Epilepsie und Serumentzug zum Tragen kam, wurde hier das Modell einer transienten
Ischdmie mit anschlieBender Reperfusion gewéhlt. Die kurze Ischdmie und lange Reperfusion
rufen grofere Schiden und vor allem in hoherem MaBle Apoptose hervor als eine lange
permanente Ischdmie mit tiberwiegender Nekrose (Vosko et al., 2006). Im Detail wurden am
Modell der transienten einstiindigen Okklusion der Arteria cerebri media (Vosko et al., 2006)
mit 24-stlindiger (Histologie) bzw. 4-stiindiger Reperfusion (Protein-Microarrays) folgende

Fragestellungen untersucht:

e Welche Hirnregionen profitieren besonders stark vom neuroprotektiven Effekt des
Prionproteins? In welchen Hirnregionen existieren die groften Unterschiede der
Infarktvolumina zwischen Prnp-Knockout- und Prnp-Wildtyp-Mausen?

e Welche molekularen neuroprotektiven Signalwege und Mechanismen werden in

Gegenwart des Prionproteins vor und nach transienter cerebraler Ischimie aktiviert?

Dem Prionprotein wird Einfluss auf neuronale Apoptose, Zellproliferation,
Zelldifferenzierung, synaptische ~ Erregungsiibertragung  und Signaltransduktion
zugeschrieben. Die bislang vielfdltig beschriebenen Verdnderungen, vor allem aber deren
Beeinflussung untereinander, erforderten die gleichzeitige Untersuchung mehrerer relevanter

++

Proteine. Daher wurden Gehirne von Prnp-Wildtyp-(Prnp "-)Shamméusen und Prnp-
Knockout-(Prnp”"-)Shamméusen sowie Gehirne von Prnp**-Mausen und Prnp”-Méusen nach
transienter Ischdmie in Protein-Microarrays untersucht, auf denen sich Antikorper gegen 224
verschiedene Proteine aus den Bereichen Apoptose, Zellzyklus, Zytoskelett, Neurobiologie
und Signaltransduktion befanden. Da viele dieser Proteine nur iiber kurze Zeit aktiviert
werden (vor allem diejenigen der extrazelluldr vermittelten Signaltransduktionen), wurde fiir
die Untersuchung eine einstiindige Ischdmie mit verkiirzter 4-stiindiger Reperfusionszeit

gewihlt. Der Vergleich umfasste jeweils Prnp”*- mit Prnp”-Tieren, sowie Ischdmie- mit

Sham-operierten Kontrolltieren (insgesamt 4 Gruppen).
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B. Material und Methodik

Unter G. Anhang werden die Bestandteile der verwendeten Puffer und Ldsungen

entsprechend jedem Textabschnitt aufgelistet.

1. Mause

Die Tierexperimente wurden geméll Tierschutzstandards durchgefiihrt und von der
oberbayerischen Regierung genehmigt (Protokoll-Nummer: 209.1-2531-81/01). Es wurden
alle Bemiihungen unternommen, die Zahl verwendeter Tiere zu reduzieren und

sicherzustellen, dass sie frei von Schmerzen waren.

1.1. Tierzucht

Die Prnp-Knock-out-(Prnp”-)Miuse der Linie ,,Ziirich I (Weissmann and Flechsig, 2003)
wurden mit Wildtyp-(Prnp”*-)Méusen mit 129/Sv-C57/Bl6 Hintergrund gekreuzt. Die Prnp™”
-Rekombinanten wurden zur Ziichtung der fiir die Versuche benétigten ménnlichen Prnp ™
und Prnp”-Littermates verwendet. Alle Miuse wurden standardgemiB mittels PCR

genotypisiert (Shmerling et al., 1998).

1.2. Tierhaltung

Zur Sicherstellung eines hohen Hygiene-Standards waren die Tierhaltungsrdume
iiberdruckbeliiftet und tiber ein geschlossenes Schleusensystem zu betreten. Die Méuse
wurden unter standardisierten diurnalen Bedingungen bei 21 °C in THKB-M2V-M
Polysulfonkidfigen Typ MII gehalten. Fiir den Versuch wurden nur minnliche Tiere

verwendet, die in Gruppengréflen von maximal 5 Tieren pro Kifig gehalten wurden.

1.3. Murines Infarktmodell

Fir die Untersuchungen wurde ein Infarktmodell mit kleiner Primédr- und grofBBer
Sekundérldsion gewdhlt, um die vermuteten anti-apoptotischen, neuroprotektiven Effekte des
Prionproteins, die vornehmlich in der Penumbra des Infarkts zu erwarten sind, moglichst gut
studieren zu konnen. Dies wurde durch eine transiente Ischdmie der A. cerebri media mit
anschlieender Reperfusion erreicht. Die Tierversuche erfolgten in Zusammenarbeit mit der
Neurologischen Klinik, Arbeitsgruppe M. Vosko. Die Okklusion der rechten A. cerebri media
wurde iliber einen in die rechte A. carotis communis operativ eingebrachten intraluminalen

Faden erzeugt, der durch Vorschub in die A. cerebri media gelangte (Vosko et al., 2006). Die
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Reperfusion wurde nach einstiindiger Ischdmie durch Zuriickziehen des Fadens initiiert. Nach

der Reperfusionsperiode wurden die Tiere getotet.

Operatives Procedere

Die Narkose wurde mit 3 % Isofluran eingeleitet und mit 1,5 % Isofluran und 70 % Lachgas
aufrechterhalten. Die Korpertemperatur wurde iiber rektale Messung und eine Warmematte
konstant gehalten (37 + 0.5 °C). Der regionale cerebrale Blutfluss (rCBF) von allen Tieren
wurde mit Hilfe von Laser Doppler Flussmessung (Perimed, Jérfala, Schweden)
aufgezeichnet, indem ein fiberoptisches Laser-Endoskop iiber dem Versorgungsgebiet der A.
cerebri media 2 mm posterior und 2 mm lateral des Bregmas platziert wurde (Hata et al.,
1998). Unter Schonung des N. vagus wurde nun die A. carotis communis auf Hohe ihrer
Bifurkation in die A. carotis interna und externa durch einen ventralen medianen Hautschnitt
freigelegt. Unter kurzzeitigem Abklemmen der A. carotis communis wurde diese ero6ffnet und
ein Nylonfaden (je nach Gewicht des Tieres mit einem Durchmesser von 0,08 — 0,26 mm) mit
Silikonbeschichtung (Ethicon, Johnson&Johnson, Norderstedt, Belgium) anterograd in die A.
carotis interna (ab Bifurkation etwa 9 mm) vorgeschoben, um auf diese Weise die A. cerebri
media zu verschlieBen. Die Werte des basalen rCBF reduzierten sich um tiber 70 %. Nach
Ablauf einer einstiindigen cerebralen Ischdmieperiode wurde der Nylonfaden zuriickgezogen,
was die Rekanalisation des Media-Stromgebietes initiierte. Die Wundfliche wurde mittels
Gewebekleber verschlossen. Am Ende einer 24-stiindigen (Histologie) bzw. einer 4-stiindigen
(Protein-Microarrays) Reperfusionsphase wurden die Tiere unter tiefer Narkose durch
intrakardiale Perfusion mit kalter isotoner Salzlésung [bovines Serumalbumin (5 g/1), Heparin
(10 IE/), 2 ml Nitroprussid-Natrium-Losung (100 pl, 18 mg in 10 ml Saline)] getotet.
Anschliefend wurden die Hirne entnommen und fiir die spétere Aufarbeitung bei -80°C
tiefgefroren.

Die Shamtiere wurden den gleichen Operationsbedingungen unterzogen, aul3er, dass in diesen
Mausen der Faden nicht {iber die A. carotis communis hinaus vorgeschoben wurde. Dadurch

wurde keine cerebrale Ischiamie induziert.

1.4. Verwendete Tiere

1.4.1. Histologie

Fiir die histologischen Beurteilungen wurden folgende Tiere verwendet:
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Gruppe: Genotyp: Zustand: Anzahl (N):
A Prnp ™" Ischimie 12
B Prnp™” Ischémie 7

Tabelle 2: Littermates, Gewicht bei ihrer Totung: 25-35 g, Alter bei ihrer Tétung: 2 Monate

1.4.2. Protein-Microarrays und Westernblots

Fiir die Protein-Microarrays und Westernblots wurden folgende Tiere verwendet:

Gruppen: Genotyp: Zustand: Anzahl N (ohne
Kleinhirn):

A Prnp"’* Ischimie 5 (A1-A5)

B Prp " Sham 5 (B1-B5)

C Prnp™ Ischimie 5 (C1-C5)

D Prnp™” Sham 5 (D1-D5)

Tabelle 3: Littermates, Gewicht bei ihrer Toétung: 25-35 g, Alter bei ihrer Tétung: 1,5 bis 2,5 Monate

Fiir die Westernblotanalysen wurden die kontralateralen Hirnhemisphiren der Prnp™'-
Shammaéuse und Prnp'/ -Shammaiuse verwendet, deren ipsilaterale Hemisphédren fiir die

Protein-Microarrays verwendet worden waren.

2. Histologische Methoden

2.1. Material

Die verwendeten Losungen sind im Anhang tabellarisch aufgelistet (G. Anhang, 1.1.

Histologie: Losungen).

2.2. Methodik

2.2.1. Anfertigung von Kryoschnitten

Die tiefgefrorenen Hirne wurden mittels Tissue-Tek® (Sakura Finetek, Torrance, CA, USA)
auf dem Kryotom (HM 360, Microm, Deutschland) befestigt. Entsprechend der Schnittstufen
des Schneideprotokolls (G. Anhang, 2. Schneideprotokoll Maushirn fiir ) wurden 10 pm bzw.
20 um dicke koronare Kryoschnitte bei RT auf die Objekttriager aufgezogen. Jeder 50. Schnitt
wurde flir die volumetrische Analyse gesammelt. Festgelegte Abschnitte unterschiedlicher

Dicke (10 pm bis maximal 480 um) zwischen verschiedenen Schnittstufen eines Hirns
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wurden verworfen (G. Anhang, 2. Schneideprotokoll Maushirn fiir Histologie). Die iibrigen
Schnitte wurden fiir immunhistochemische Fiarbungen und Gewebeanalysen verwendet. Die
Schnittstufen E 1/5 A-D und E 1/8 A-D (siehe Schneideprotokoll) wurden fiir die
histologischen Untersuchungen in dieser Arbeit herangezogen.

Bis zur Farbung wurden die Kryoschnitte bei -80 °C gelagert.

2.2.2. Fixierung und Rehydrierung von Kryoschnitten

Um eine Kondenswasserbildung beim Auftauen der Schnitte und daraus folgende
Gewebeverfliissigung und -ablésung vom Objekttriger zu vermeiden, wurden die
Kryoschnitte vor der Farbung fixiert.

Hierzu wurden die Kryoschnitte direkt aus -80 °C in -20 °C kaltem 100 %igem Ethanol
dehydriert und anschlieBend bei 4 °C in 4 %igem Paraformaldehyd (PFA-Fixierlosung) tiber
Nacht fixiert. Die weitere Behandlung am folgenden Tag erfolgte im Kiihlschrank bei 2 °C
bzw. auf Eis. Die Objekttriger wurden dreimal je 20 Minuten in eisgekiihltem (2 °C) PBS pH
7,3 gespiilt, anschlieBend 30 Minuten lang in gekiihltes (2 °C) 100 %iges Ethanol gegeben
und danach 30 Minuten bei RT luftgetocknet.

Dann wurden die Kryoschnitte unmittelbar vor der Farbung bei RT zunéchst 10 Minuten lang
in 70 %igem Ethanol rehydriert, anschlieBend mit Aqua dest. gespiilt und danach zweimal je

10 Minuten in PBS pH 7,3 gewaschen.

2.2.3. Nissl-Farbung

Die Nisslfarbung wurde gewihlt, um insbesondere die Verdnderung der empfindlichen
Neurone im Rahmen der Apoptose und Nekrose darzustellen (Pyknose, Karyorhexis und
Verianderungen der Proteinsynthese). Die Nissl-Farbung, die nach Doktor Franz Nissl benannt
wurde, ist eine histologische Farbemethode, die besonders Kerne und die sogenannte Nissl-
Substanz anfdarbt. Der histologische Schnitt wird hierbei mit einem Farbstoff wie
Cresylviolett, Toluidinblau oder Thionin versetzt. Diese Farbstoffe binden an basophile
Verbindungen wie DNA, RNA und Ribosomen und férben diese blau oder violett. Dadurch
stellt sich die DNA und RNA des Zellkerns dar. Zudem wird auch das Endoplasmatische
Retikulum, welches viele Ribosomen enthilt, angeférbt (,,Nissl-Schollen®).

Die Nissl-Farbung in dieser Arbeit wurde wie folgt durchgefiihrt:

Die tiefgefrorenen Schnitte wurden in 70 %igem Ethanol ,,pria-inkubuiert. Danach wurden
die Kryoschnitte 5 Minuten lang in Cresylviolett gefarbt und anschliefend kurz mit Aqua
dest. gespiilt. Es folgte nun die Kern-Differenzierung in aufsteigender Alkoholreihe und

Eisessig: 1.) 96 %iges Ethanol, 2.) 100 %iges Ethanol (80 ml) + 8 Tropfen von 100 %igem
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Eisessig (etwa 300 ul entsprechend), 3.) 100 %iges Ethanol. Die Dauer der
Differenzierungsschritte, je etwa 5 Minuten, wurde so gewéhlt, dass neben der Anfarbung der
Zellkerne und basophilen Verbindungen ein moglichst schwacher Hintergrund zur
bestmoglichen Differenzierung apoptotischer, nekrotischer und intakter Hirnareale erreicht
wurde. Das Stoppen der Farbung erfolgte in Isopropanol.

Zum Schlul wurden die Schnitte in Xylol fixiert und mit dem Eindeckmedium Coverquick

(Labornord, Moénchen-Gladbach, Deutschland) eingedeckelt.

2.2.4. PrP®-Farbung

Nach Fixierung und Rehydrierung der Kryoschnitte, wie unter 2.2.2. Fixierung und
Rehydrierung von Kryoschnitten beschrieben, wurde die immunhistochemische Férbung von
PrP¢ nach Entwicklung der Firbung per Hand auf dem Immunhistochemie-Firbeautomaten
(Ventana BenchMark, Strassburg, Frankreich) wie folgt durchgefiihrt:
1. Antigen-Retrieval-Schritt [Andau des Gewebes mit Protease 1 (Ventana, Strassburg,
Frankreich)]
2. 15-mintitiges Blocken unspezifischer Bindungen durch 0,05 %iges Casein (I-Block™,
Tropix, Bedford, MA, USA) bei 37 °C
3. 2 x Waschen
4. 32-miniitige Inkubation bei 37 °C mit dem Primérantikorper (100 pl), der gegen PrP©
gerichtet ist [CDC1 Kaninchen-Anti-Maus, gerichtet gegen rekombinantas Vollénge-
Maus-Prionprotein, Aminosduren 23-231 (Eigenproduktion), Verdiinnung 1 : 500 in
Antibody Dilutant (Ventana, Strassburg, Frankreich)]
5. Waschen
6. Detektion des Primdrantikorpers durch 32-miniitige Inkubation bei 37 °C mit dem
biotinylierten Sekundérantikorper (100 pl), der gegen den Primérantikorper gerichtet
ist und Streptavidin binden kann [polyklonaler Sekundarantikdrper Schwein-Anti-
Kaninchen (DAKO, Hamburg, Deutschland), Verdiinnung 1 : 150 in Antibody
Dilutant (Ventana, Strassburg, Frankreich)]
7. Waschen
8. 12-miniitige Inkubation bei 37 °C mit 100 pl an Alkalische Phosphatase gekoppeltem
Streptavidin (Verstdrkung) [Enhanced SA-AP/Ventana-Reagenz (Ventana, Strassburg,
Frankreich)]
9. Waschen
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10. 4-mintitige Inkubation bei 37 °C mit 100 pl Enhanced Enhancer/Ventana Reagenz
(Ventana, Strassburg, Frankreich) und 100 pl Enhanced Naphthol (Ventana,
Strassburg, Frankreich)

11. Entwicklung mit dem Chromogen Fast Red, welches durch die Aktivitit der
Alkalischen Phosphatase als roter Farbstoff ausfillt (Absorption: 488 nm, Emission:
562 nm) [8-mintitige Inkubation bei 37 °C mit 100 pul Enhanced Fast Red A (Ventana,
Strassburg, Frankreich), anschlieBend 8-miniitige Inkubation bei 37 °C mit 100 pl
Enhanced Fast Red B (Ventana, Strassburg, Frankreich)]

12. 2 x Waschen

13. Gegenfiarbung mit Himalaun und DAPI

14. Dehydrierung der Schnitte in aufsteigender Alkoholreihe (Ethanol 70 %, Ethanol 96
%, 5 Minuten Ethanol 100 %)

15. Fixierung in Xylol und Eindeckeln in Coverquick (Labornord, Mdnchen-Gladbach,
Deutschland)

2.2.5. B-Aktin-Farbung

Die immunhistochemischen Farbung von [-Aktin wurde ebenfalls auf dem
Immunhistochemie-Farbeautomaten  (Ventana BenchMark, Strassburg, Frankreich)
durchgefiihrt. Bis auf die Verwendung eines anderen Primérantikorpers (Polyklonaler Anti-f3-
Aktin-Antikorper, Aktin 1-19, Santa Cruz Biotechnology, Heidelberg, Deutschland,
Verdiinnung 1 : 500 in Antibody-Dilutant) und Weglassen des Antigen-Retrieval-Schrittes zu
Beginn der Firbung, erfolgte die f-Aktin-Firbung in identischer Weise wie die PrP“-Firbung.

2.2.6. Aufnahme mikroskopischer Bilder und Auswertung

Die histologischen Kryoschnitte wurden mit einer auf dem Mikroskop (Axiovert 200 M, Carl
Zeiss AG, Deutschland) installierten CCD-Kamera (Axiocam MRc5, Carl Zeiss AG,
Deutschland) digital fotografiert.

Zur Bestimmung der vom Infarkt betroffenen prozentualen Anteile verschiedener
Hirnregionen auf den fotografierten Maushirnkryoschnitten wurde die Software analySIS®
(Soft Imaging System GmbH, Miinster, Deutschland) benutzt.

Es wurden die vom Infarkt betroffenen prozentualen Anteile folgender Hirnareale

zwischen der Prnp"*-Ischdmiemausgruppe (N = 12) und der Prnp”-Ischimiemausgruppe (N
= 7) statistisch miteinander verglichen: Basalganglien (Striatum plus Pallidum), motorischer
Kortex, somatosensorischer Kortex, insuldrer Kortex, piriformer Kortex, cingulirer Kortex,

peri- und ektorhinaler Kortex, Hippocampus und paraventrikulire thalamische Nuklei.
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2.2.7. Volumetrie

Eine ausfiihrliche Darstellung des Schneideprotokolls mit den fiir die Volumetrie benutzten
Schnitten findet sich im Anhang (G. Anhang, 2. Schneideprotokoll Maushirn fiir ). Die
Schnitte wurden nach Nissl gefarbt, um das vom Infarkt betroffene Gewebe zu identifizieren
(schwache Féarbung mit Kern-Differenzierung), und mit einem Flachscanner (Epson,
Meerbusch, Deutschland) digitalisiert.

Mit Hilfe von Optimas Imaging Software wurden die Fldchen der Léasion und der
Hemisphédren metrisch berechnet.

Die Lisionsvolumina bzw. die Hemisphirenvolumina in beiden Mausgruppen wurden durch
Summieren der markierten Infarktflichen bzw. der Hemispharenfldchen in 500 pm Schritten
nach folgender Formel berechnet (Riechkolben bis Okzipitalpol mit Kleinhirn, zentriert auf
Bregma mit 0 mm):

7mm
Vg = O Areax|dx
x==2,5
Zur Determinierung signifikanter Unterschiede zwischen den beiden Mausgruppen in Bezug

auf die Infarktvolumina der untersuchten Regionen wurde der parametrische t-Test fiir
unabhingige Stichproben und ungleiche Varianzen verwendet. Alle p-Werte waren

zweiseitig. P-Werte < 0,05 wurden als signifikant, p-Werte < 0,1 als Trend festgelegt.

3. Antikorper(Protein)-Microarrays

3.1. Material

3.1.1. Komponenten des Kits

Es wurden Protein-Microarrays (Panorama™ Antibody Microarray - Cell Signaling) der
Firma Sigma Aldrich (Taufkirchen, Deutschland) bezogen. Im Kit enthalten waren weiterhin
entsprechende Losungen zur Proteinaufbereitung, Antikorper-Inkubation und spéteren
Féarbung (siehe unten).

Die Reagenzien wurden gemidB3 den Herstellerangaben verwendet und gelagert
(Produktinformation, Sigma Aldrich, Taufkirchen, Deutschland).

Die Losungen des Kits sind im Anhang tabellarisch aufgelistet (G. Anhang, 1.2.1. Losungen).

41



B. Material und Methodik

3.1.2. Antikorper auf einem Microarray

Alle Antikorper auf einem Microarray stammen von der Firma Sigma Aldrich, Taufkirchen,

Deutschland und sind spezifisch gegen folgende Proteine gerichtet (Tabelle 4):

Antikorper Gebiet P/IM
Apoptosis Inducing Factor (AIF) Apoptose P
ARTS Clone: ARTS-51 Apoptose M
Bel-x Apoptose P
Bel-xL Clone: 2H12 Apoptose M
Caspase 3 Apoptose P
Bcl-10 Apoptose P
Caspase 3 — Active Apoptose P
Caspase 4 Apoptose P
Caspase 4 Clone: CAS4 Apoptose M
Caspase 5 Clone: CASS Apoptose M
Caspase 6 Apoptose P
Caspase 7 Apoptose P
Caspase 8; Clone: CASS8 Apoptose M
Caspase 8 Apoptose P
Procaspase 8 Apoptose P
Caspase 9 Clone: CAS9 Apoptose M
Caspase 10 Apoptose P
Caspase 10 Clone: 25C2 Apoptose M
Caspase 11 Apoptose M
Caspase 12 Clone: 14F7 Apoptose M
Cathepsin D Clone: CTD-19 Apoptose M
Cystatin A Clone: WR-23/2/3/3 Apoptose M
DAXX Apoptose P
DAP-Kinase Clone: DAPK-55 Apoptose M
Phospho-DAPK (pS**®) Clone: DAPKS308 Apoptose p
GADD 153 (CHOP-10) Apoptose P
PARA4 (Prostate Apoptosis Response 4) Apoptose P
Phosphatidylserine Receptor (PSR) Apoptose P
SMAC/DIABLO Apoptose P
c-Abl Clone:ABL-148 Zellzyklus M
Cdc25 Clone: DCS-193 Zellzyklus M
Cdc27 Clone: AF3.1 Zellzyklus M
CDC6 Clone: DCS-180 Zellzyklus M
Cdhl Clone: DCS-266 Zellzyklus M
Cdk4 Clone: DCS-31 Zellzyklus M
Cdko6 Clone: DCS-90 Zellzyklus M
Cdk-7/cak Clone: MO-1.1 Zellzyklus M
Chk1 Clone: DCS-310 Zellzyklus M
Chk2 Clone: DCS-270 Zellzyklus M
c-myc Zellzyklus P
c-Myc Clone: 9E10 Zellzyklus M
E2F1 Zellzyklus P
Cyclin A Zellzyklus P

42



B. Material und Methodik

Cyclin A Clone: CY-Al Zellzyklus M
Cyclin Bl Zellzyklus P
Cyclin D1 Clone: DCS-6 Zellzyklus M
Cyclin D2 Clone: DCS-3 Zellzyklus M
Cyclin D3 Clone: DCS-22 Zellzyklus M
MDM2 Clone: HDM2-323 Zellzyklus M
pl4™® Clone: DCS-240 Zellzyklus M
p1MKA/CDRN2 Clone: DCS-50 Zellzyklus M
plo™Kad Clone: DCS-100 Zellzyklus M
p21Var! Clone: CP-74 Zellzyklus M
p34°%2 Clone: A17 Zellzyklus M
p35 Zellzyklus P
p53 Clone: BP53-12 Zellzyklus M
p574P Clone: KP-39 Zellzyklus M
p63 Clone: 4A4 Zellzyklus M
Phospho-Retinoblastoma (pS”) Zellzyklus M
SMAD4 Clone: DCS-46 Zellzyklus M
Ap-1/cjun Zellzyklus/Nukleus P
ATF2 Zellzyklus/Nukleus P
CUG-BP1 Clone: HL1190 Zellzyklus/Nukleus M
HAT]1 ( Histone acetyltransferase) Zellzyklus/Nukleus P
HDAC 1 (Histone Deacetylase 1) Zellzyklus/Nukleus P
HDAC 2 (Histone Deacetylase 2) Zellzyklus/Nukleus P
HDAC 4 (Histone Deacetylase 4) Zellzyklus/Nukleus P
SUV39H1 Histone Methyl Transferase | Zellzyklus/Nukleus M
Clone: 44.1

PCAF Zellzyklus/Nukleus P
hnRNP M3-M4 Clone: HC37 Zellzyklus/Nukleus M
Phospho-Histone H3 (pS'®) Clone:H3-P Zellzyklus/Nukleus M
Phospho-Histone H3 (pSQs) Clone:HTA28 Zellzyklus/Nukleus M
Acetyl & phospho Histone H3(Ac-Lys’,pS™) Zellzyklus/Nukleus P
Acetyl-Histone H3 (Ac-Lys’) Zellzyklus/Nukleus P
RAN Clone:ARAN1 Zellzyklus/Nukleus M
NTF2 Clone: 45 Zellzyklus/Nukleus M
Topoisomerase-1 Clone MABI1 Zellzyklus/Nukleus M
Trf-1 Clone: TRF-78 Zellzyklus/Nukleus M
Aop-1 Clone: AOP-38 Zellstress M
HSP 70 Clone: BRM-22 Zellstress M
HSP 90 Clone: AC-16 Zellstress M
Nedd 8 Clone: ND23 Zellstress M
Calcineurin Clone: CN-Al Ca-assoziiertes Protein | M
Calmodulin Ca-assoziiertes Protein | M
Calnexin Ca-assoziiertes Protein | P
Calponin Clone: hCp Ca-assoziiertes Protein | M
Calreticulin Ca-assoziiertes Protein | P
Aktin Zytoskelett P
Aktin Clone: AC-40 Zytoskelett M
B Aktin Clone: AC-74 Zytoskelett M
Actopaxin Zytoskelett P
Adaptin B1+p2 Clone: 100/1 Zytoskelett M
BCOP Clone: maD Zytoskelett M
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o Catenin Zytoskelett P
B Catenin Clone: 6F9 Zytoskelett M
Plakoglobin Clone: 15F11 Zytoskelett M
Caveolin-1 Zytoskelett P
Clathrin Light Chain  Clone: CON.1 Zytoskelett M
Connexin 32 Zytoskelett P
Connexin 32 Clone: CXN-32 Zytoskelett M
Connexin 43 Clone: CXN-6 Zytoskelett M
Cytokeratin 8.12 Clone: K8.12 Zytoskelett M
Cytokeratin pep 8.60 Clone:K8.60 Zytoskelett M
Cytokeratin pep 19  Clone: A53-B/A2 Zytoskelett M
Cytokeratin pep 4 Clone: 6B10 Zytoskelett M
Cytokeratin pep 7 Clone: LDS-68 Zytoskelett M
Cytokeratin pep 8.13 Clone: K8.13 Zytoskelett M
Cytokeratin pep 13 Clone: KS-1A3 Zytoskelett M
Cytokeratin pep 18  Clone: KS-B17.2 Zytoskelett M
Pan Cytokeratin Clone : C-11 Zytoskelett M
Desmin Clone:DE-U-10 Zytoskelett M
Dystrophin Clone: MANDYS8 Zytoskelett M
Ezrin Clone: 3C12 Zytoskelett M
Fibronectin Clone: FN-15 Zytoskelett M
Internexin o Clone: 2E3 Zytoskelett M
MAP1 Clone: HM-1 Zytoskelett M
MAPI1b Clone: AA6 Zytoskelett M
MAP2 (2a+2b) Clone: AP-20 Zytoskelett M
OP18/Stathmin Zytoskelett P

| Myosin ITA Zytoskelett P
Myosin Va (LE-16) Zytoskelett P
Pan Cadherin Clone:CH-19 Zytoskelett M
Spectrin (a+f) Clone: SB-SP1 Zytoskelett M
Tropomyosin Clone: TM311 Zytoskelett M
Vinculin Clone: VIN-11-5 Zytoskelett M
Chondroitin Sulfate  Clone: CS-56 Zytoskelett M
o Tubulin Clone: B-5-1-2 Zytoskelett M
B Tubulinl Clone: SAP-465 Zytoskelett M
BTubulin IIT Clone: SDL-3D10 Zytoskelett M
B Tubulin IV Clone: ONS-1A6 Zytoskelett M
BTubulin polyglutamylated Clone: B3 Zytoskelett M
y Tubulin Zytoskelett P
ol syntrophin Neurobiologie P
i-NOS Neurobiologie P
i-NOS Clone: NOS-IN Neurobiologie M
b-NOS Neurobiologie P
b-NOS Clone: NOS-B1 Neurobiologie M
e-NOS Neurobiologie P
e-NOS Neurobiologie P
e-NOS Clone: NOS-el Neurobiologie M
Amyloid Precursor Protein (APP) Neurobiologie P
Amyloid Precursor Protein (APP) C-terminal Neurobiologie P
CNPase Clone: 11-5B Neurobiologie M
Cofilin Neurobiologie P
DOPA Decarboxylase Clone: DDC-109 Neurobiologie M
Dystrophin Clone: MANDRA-1 Neurobiologie M
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Glutamate receptor NMDAR 2A Neurobiologie P
Glutamic Acid Decarboxylase (GAD65/67) Neurobiologie P
Glutamine Syntethase Neurobiologie P
Nerve Growth Factor Receptor (NGFR p75) Neurobiologie P
Nerve Growth Factor Receptor Clone: ME20.4 Neurobiologie M
KIF3A Neurobiologie P
Nicastrin Neurobiologie P
SNAP-25 Neurobiologie P
S-100 B Clone: SH-B1 Neurobiologie M
S-100 Clone: SH-A1 Neurobiologie M
Neurofilament 200 Neurobiologie P
Neurofilament 200 Clone: N52 Neurobiologie M
Synaptotagmin Neurobiologie P
Syntaxin Clone:HPC-1 Neurobiologie M
‘ Synuclein-o Neurobiologie P
B-Synuclein (PNP-14) Neurobiologie P
Tyrosine Hydroxylase = Clone: TH-16 Neurobiologie M
Phospho-Ta (pS™”>%%) Neurobiologie P
p120°™ Neurobiologie P
Tryptophane Hydroxylase Clone:WH-3 Neurobiologie M
ARNO (Cytohesin 2) Clone:CYT2-21 Signaltransduktion M
GAP1 Clone: GP-3 Signaltransduktion M
GRP1(ARNO3 Cytohesin-3) Clone: CYT3 Signaltransduktion M
CRK-L Signaltransduktion P
CAM Kinase IIau Signaltransduktion P
CAM Kinase IV (Ay-18) Signaltransduktion P
EGF receptor Clone: F4 Signaltransduktion M
Estrogen Receptor (ER) Signaltransduktion P
ERKS5 (Big MAPK-BMK1) Signaltransduktion P
FAK (focal adhesion kinase) Signaltransduktion R
FAK Phospho (pS’"%) Signaltransduktion P
FAK Phospho (pS°™) Signaltransduktion P
FAK Phospho (pY~"") Signaltransduktion P
FAK phospho (pY397) Signaltransduktion P
GRB-2 Clone: GRB-232 Signaltransduktion M
IkB a Signaltransduktion P
NAK Signaltransduktion M
NF-xB Clone: NF-12 Signaltransduktion M
INK Signaltransduktion P
INK activated (diphosporylated INK) | Signaltransduktion M
Clone: INK-PT
p38 MAPK Signaltransduktion P
p38 MAPK activated (diphosphorylated p38) | Signaltransduktion M
Clone: P38-TY
Mcl-1 Signaltransduktion P
MAP-Kinase (ERK1+ERK?2) Signaltransduktion P
MAP-Kinase (ERK-1) Signaltransduktion P
MAP-Kinase activated (diphosphorylated MAPK) | Signaltransduktion M
Clone MAPK-YT
MAP-Kinase activated phosphothreonine | Signaltransduktion M

Clone:ERK PT115

45



B. Material und Methodik

MAP-Kinase activated phosphotyrosine | Signaltransduktion M
Clone:ERK-PY193

MAPK non phosphorylated ERK | Signaltransduktion M
Clone:ERK-NP2

MAP-Kinase activated protein kinase-2 (MAKAPK?2) | Signaltransduktion P
Cdc7 Kinase Signaltransduktion M
Phospho-PAK (pS°™®)  Clone: PK-18 Signaltransduktion M
Phospholipase A2 group V Signaltransduktion M
Phospholipase C y1 Signaltransduktion P
Phosphoserine Clone: PSR-45 Signaltransduktion M
Phosphotyrosine Clone: PT-154 Signaltransduktion M
Phosphothreonine Clone: PTR-8 Signaltransduktion M
PKB /AKT Clone: PKB-175 Signaltransduktion M
PKB/AKT Signaltransduktion P
Phospho-PKB (pS*") Signaltransduktion P
Phospho-PKB (pT°") Signaltransduktion P
PKC a Signaltransduktion P
PKC B Signaltransduktion P
PKCy Signaltransduktion P
PKCy Clone: PK-G4 Signaltransduktion M
PKD Signaltransduktion P
MAP-Kinase-Phosphatase-1 (MKP-1) Signaltransduktion P
Protein phosphatase 1o Signaltransduktion P
PTEN Signaltransduktion P
PTEN Clone:PTN-18 Signaltransduktion M
SGK (serum and glucorticoid inducible kinase) Signaltransduktion P
Pyk2 Signaltransduktion P
Phospho-Pyk2 (pY°"") Signaltransduktion P
Phospho-Pyk2 (pY579 580) Signaltransduktion P
Phospho-Pyk2 (pY>**) Signaltransduktion P
Phospho-Pyk2 (stg]) Signaltransduktion P
RAFI1 Signaltransduktion P
Phospho-Raf (pS*") Signaltransduktion P

Tabelle 4: Antikorper eines Protein-Microarray; P: polyklonal, M: monoklonal

3.2. Methodik

3.2.1. Prinzip

Der verwendete Array erlaubt die gleichzeitige Expressionsanalyse von 224 verschiedenen

Proteinen von zwei Gewebeproben (einer Test- und einer Kontrollprobe).

Der Antikorper-Array ist ein mit Nitrozellulose beschichteter Glasobjekttriger, auf dem 224

unterschiedliche Antikorper (Dots) gebunden sind (Abbildung 12). Jeder Antikorper ist

zugunsten einer hoheren MeBgenauigkeit bzw. zum Erkennen von Fehlern doppelt auf den
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Glasobjekttrager aufgetragen. Die Proteine der Gewebeprobe werden durch die Antikdrper
gebunden (Capture). Mit Hilfe eines Fluoreszenzfarbstoffs, mit dem alle in den Proben
enthaltenen Proteine zuvor markiert worden sind, konnen die gebundenen Proteine im UV-
Licht detektiert werden. Die Konzentration des gesuchten Proteins ist dabei anndhernd
proportional zu der Stirke der Fluoreszenz. Erst bei sehr hohen Konzentrationen (hier nicht
verwendet) kommt es zu einem Séttigungseffekt.

Die verwendeten AntikOrper besitzen eine besonders hohe Spezifitit, damit keine falschen
Proteine gebunden werden. Durch mehrfache interne Kontrollen wurde zudem eine hohe
Priazison der Messung gewihrleistet (s.u.). Um etwaige Abweichungen in der Prozessierung
zu minimieren, enthielt jeder Microarray neben der zu untersuchenden Gewebeprobe eine
bekannte Standardprobe (Referenzprobe). Dadurch wurden die Messungen untereinander
vergleichbar.

Im Detail: Die zu untersuchende Probe wurde mit dem Fluoreszenzfarbstoff Cy3, die
Referenzprobe mit dem Fluoreszenzfarbstoff Cy5 markiert. Die zu untersuchende Probe und
die Referenzprobe wurden mit einem dichromatischen Filter flir griines bzw. fiir rotes Licht

bei entsprechender Anregung mit UV-Licht detektiert (Beispiel: Abbildung 12).

Detektion der Proteine im UV-Licht
mit einem grunen (Cy3) bzw. roten (Cy5) Filter

Zu
untersuchendes
Probenlysat

Internes Referenzlysat
(Standardprobe,
Wildtypmaus, lauft in
allen Messreihen mit)

Rote
Fluoreszenz

a4 Cy3: Cyb:
Anregung: Anregung:
532 nm 635 nm
Emission: Emission:

j 550-600 nm 655-695 nm

Abbildung 12 : UV-Licht-Detektion der Cy3-markierten Probe und der Cy5-markierten Referenz
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Die gemessenen Helligkeiten des Probenlysats (Cy3) und des Referenzlysats (Cy5) wurden
zundchst normiert:
100 % = gemittelte Farbeintensitdt von Cy3 bzw. Cy5

0 % = Negativkontrollen, vom Hersteller vorgegebene leere Felder

AnschlieBend wurde die Ratio aus dem =zu untersuchenden Probenlysat und dem
Referenzlysat gebildet (Division der Intensitdten, Abbildung 13). Ein Einfluss durch den

Férbeprozess wurde damit minimiert.

Interne Referenzprobe
(Standardprobe)

(Cy5)

Abbildung 13: Ratio; Division von Cy3-markierter Probe durch Cy5-markierte Referenz

3.2.2. Probenaufbereitung und Proteinextraktion

Die vom Infarkt betroffenen rechten Hemisphdren der zu untersuchenden Maushirne (ohne
Kleinhirn) wurden bei -80 °C zermdrsert (Handhomogenisator, Eppendorf, Hamburg,
Deutschland).

AnschlieBend wurde jede pulverisierte Hirnhemisphire der zu untersuchenden Maushirne
portioniert. Die Portionen einer Hemisphdre wurden jeweils gewogen (Prédzisionswaage,
CP224S, Sartorius AG, Goéttingen, Deutschland). Zur Durchfithrung der Antikorper-Arrays
standen je Hirnhemisphére 10 mg pulverisiertes Hirn zur Verfiigung. Da der Proteinanteil im
Maushirn auf etwa 1/10 der Gesamthirnmasse geschitzt wird, entsprechen die 10 mg Hirn

ungefdahr 1 mg Protein.

48



B. Material und Methodik

Bis zur Prozessierung wurden alle pulverisierten Hirne bei -80 °C im Gefrierschrank gelagert,
um einen Proteinandau durch gewebseigene Enzyme zu verhindern. Die folgende
Beschreibung bezieht sich auf die Prozessierung 10 mg pulverisierten Hirns jeweils einer
Maus. Die gesamte Prozessierung erfolgte auf Eis.

Zur Proteinextraktion wurde das pulverisierte Hirn (10 mg, -80°C) direkt in ein 1,5 ml
fassendes Eppendorf-Tube gegeben, in dem bereits 500 pl Buffer A vorgelegt waren
(Verdiinnung 1 : 5, auf Eis lagernd). Durch direkte Transferierung des gefrorenen Hirnpulvers
in Buffer A, welcher Detergenzien und Protease-Inhibitoren enthilt, wurde eine Degradation
durch hirneigene Enzyme effizient verhindert.

Mit einem Handhomogenisator (Eppendorf, Hamburg, Deutschland) wurde die zunichst triibe
Losung bis zur Kldrung weiter lysiert, bzw. homogenisiert. Der verwendete Lysispuffer
(Buffer A) fiihrte so zu einer kompletten Lysierung des Gewebes. In einem anschlieBenden
Zentrifugationsschritt (10 Sekunden lang bei 10.000 rpm) in einer Mikrozentrifuge
(Eppendorf, Hamburg, Deutschland) konnte kein sichtbares Sediment getrennt werden. Der
,,Uberstand* wurde weiterverarbeitet.

Die Standardisierung auf einen definierten Proteingehalt von 1 mg/ml Buffer A erfolgte durch
gezielte Verdiinnung nach Proteinkonzentrationsbestimmung (3.2.3.
Proteinkonzentrationsbestimmung: Bradford Protein Messung) (Bradford, 1976). In 10 mg
Hirn konnte ca. 1 mg Protein gefunden werden, so dass durch die Verdiinnung mit Buffer A

ein Endvolumen von ungefdhr 1 ml erreicht wurde.

3.2.3. Proteinkonzentrationsbestimmung: Bradford Protein Messung

Die Bradford-Methode beruht darauf, dafl das Absorptionsmaximum von Coomassie Brilliant
Blue G-250 in sauren Losungen abhingig von der Proteinkonzentration von 465 auf 595 nm
verschoben wird (Bradford, 1976). Durch die photometrische Messung der Absorption bei
einer Wellenldnge von 595 nm kann die Konzentration einer unbekannten Proteinlésung nach
Erstellung einer Eichkurve mit bekannten Protein-Standard-Konzentrationen bestimmt
werden. Zur Eichung wurde eine Referenzprobe mit Rinder-Serum-Albumin (BSA)

verwendet (Bezug iiber BioRad, Miinchen, Deutschland).

Erstellung der Eichkurve:

Als Standardreihe wurden definierte BSA-Verdiinnungen gemessen (100 pg BSA/ml Aqua
dest., 250 ug BSA/ml Aqua dest., 500 pg BSA/ml Aqua dest., 750 pg BSA/ml Aqua dest.,
1000 pg BSA/ml Aqua dest., 1500 ng BSA/ml Aqua dest., 2000 ng BSA pg/ml Aqua dest.,
3000 pg BSA/ml Aqua dest.).
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Fiir eine Messung eines BSA-Protein-Standards wurde 1 ml Bradford-Farbelosung [Bradford-
Reagenz fiir Proteinassay (BioRad, Miinchen, Deutschland) 1 : 5 in Aqua dest. verdiinnt] in
eine Mess-Kiivette vorgelegt und 5 ul Buffer A sowie S5ul BSA-Protein-Standard zugegeben.
Der BSA-Protein-Standard wurde immer erst unmittelbar vor Durchfiihrung der Messung
zugegeben, um Ausflockung zu vermeiden. Die Mischung der Losung erfolgte durch 20 s
Vortexen. Die Extinktions-Messung erfolgte sogleich im Spektrophotometer (BioPhotometer,
Eppendorf, Hamburg, Deutschland) bei einer Wellenlinge von 595 nm. Pro BSA-Protein-
Standard-Konzentration wurden drei Messungen durchgefiihrt und jeweils der Mittelwert aus
allen drei Bestimmungen zum Erstellen der Standard-Eichkurve herangezogen. Die
Mittelwerte aus den Dreifachbestimmungen wurden vom Photometer berechnet und als
Eichkurve abgespeichert.

Abbildung 14 zeigt beispielhaft eine solche Eichkurve:

Bradford-Eichkurve

0,50 -
0,40 -
0,30 -
0,20 -
0,10 ~
0,00 ‘ ‘ ‘ ‘

0 1000 2000 3000 4000

Proteinkonzentration [ug/ml]

Extinktion

Abbildung 14: Bradford Standard Eichkurve

Proteinkonzentrationsbestimmung:

Fiir die Proteinkonzentrationsbestimmung in einer Hirnprobe wurde 1 ml Bradford-
Férbelosung [Bradford-Reagenz fiir Proteinassay (BioRad, Miinchen, Deutschland) 1 : 5 in
Aqua dest.verdiinnt] in eine Mess-Kiivette vorgelegt und 5 ul Hirnlysat (Hirnprobe in Buffer
A) sowie Sul Aqua dest. zugegeben. Gemischt wurde durch 20 s Vortexen. Anhand der
eingespeicherten Kalibrierungskurve (100 — 3000 pg BSA/ml Aqua dest.) lieBen sich mit dem
Photometer die Proteinkonzentrationen in den einzelnen zu untersuchenden Hirnlysaten durch
Extinktionsmessung bei 595 nm automatisch berechnen.

Jedes Lysat wurde anschlieend auf eine Proteinkonzentration von 1 mg/ml verdiinnt. Nach
Verdiinnung wurde die Proteinkonzentration des Lysats noch einmal mit einem Protein-

Standard (1000 pg Protein/ml) iiberpriift und gegebenenfalls korrigiert.
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3.2.4. Prozessierung des Arrays

Jedes der 20 zu untersuchenden Hirnlysate wurde auf einem separaten Array zusammen mit

einem immer gleichen internen Referenzlysat prozessiert. Somit wurden die im Folgenden

beschriebenen Schritte fiir jedes der 20 zu untersuchenden Hirnlysate einzeln, das heif3t

insgesamt 20 Mal, durchgefiihrt:

Zur Prozessierung eines Arrays wurden je 150 pl Probenlysat (150 pg Protein-Probe) bzw. je

150 pl Referenzlysat (150 pg Referenz-Protein) bendtigt. Die gesamte Prozessierung erfolgte

in der Dunkelkammer.

1.

Verdiinnung der Fluoreszenzfarbstoffe: Die Farbstoffe Cy3 (Cy3 Monofunctional
Reactive dye 1 mg, Amersham Biosciences, Freiburg, Deutschland) und Cy5 (CyS5
Monofunctional Reactive dye 1 mg, Amersham Biosciences, Freiburg, Deutschland)
wurden jeweils in 100 pl Buffer A, das heifit auf eine Konzentration von je 10 mg/ml
verdiinnt.

Markierung (,.Labeling*) der Hirnlysate mit dem Fluoreszenzfarbstoff: Das Hirnlysat

der zu untersuchenden Probenmaus wurde mit dem Fluoreszenzfarbstoff Cy3, das
Hirnlysat der internen Referenzmaus mit dem Fluoreszenzfarbstoff Cy5 markiert. Das
Probenlysat und das interne Referenzlysat wurden bis zur gemeinsamen Inkubation
auf dem Array getrennt voneinander in identischer Weise und zeitgleich prozessiert.
Zur Markierung (,,Labeling®) der im Lysat enthaltenen Proteine wurden 20 pl
Farbstoff-Losung (Cy3 bzw. Cy5), entsprechend 200 pg Farbstoff, zu 180 ul Lysat
(Probenlysat bzw. Referenzlysat) hinzugefiigt, wodurch die vorgesehene
Farbstoffkonzentration von 1 mg/ml erreicht wurde. Das Farbstoff/Lysat-Gemisch
wurde durch 10 s Vortexen unter Vermeidung von Schaumbildung gemischt. Es folgte
eine 30-miniitige Inkubation des Probenlysats mit dem Farbstoff Cy3 bzw. des
Referenzlysats mit dem Farbstoff Cy5 bei RT im Dunkeln. Wéhrend der
Inkubationszeit wurde die Farbstoff/Lysat-Losung alle 10 Minuten durch 10 s
Vortexen gemischt.

Entfernung des ungebundenen Cy3- bzw. Cy5-UberschuBes durch eine Filtration des

Farbstoff/Lysat-Gemisches mit Hilfe der Sigma Spin Columnen: Die in Ldsung

aufbewahrten Sigma Spin Columnen (Sdulen) wurden jeweils in ein Collection-Tube
montiert und 2 Minuten lang mit 3377 rpm ,halbtrocken zentrifugiert. Das
entstandene Eluat wurde verworfen. Die Columnen wurden dann jeweils in ein
frisches Collection-Tube montiert. AnschlieBend wurden 150 pl des ,,gelabelten®

Probenlysats bzw. 150 pl des ,gelabelten” Referenzlysats auf eine Sigma Spin
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Columne geladen. Die mit ,gelabeltem* Lysat versehenen Columnen wurden 4
Minuten lang bei 3377 rpm zentrifugiert. Das Eluat, also das ,.gelabelte Lysat
(,,gelabelte Proteinlosung®), wurde fiir die weitere Prozessierung der Arrays
verwendet.

Gemeinsame Inkubation des Cy3-markierten Probenlysats und des Cy5-markierten

Referenzlysats auf dem Microarray: Der Glasobjekttriger wurde kurz in PBS

dquilibriert. Das Cy3-markierte Probenlysat und das Cy5-markierte Referenzlysat
wurden in einem Gefdl mit 5 ml Array Incubation Buffer zusammengemischt und
anschlieBend zur gemeinsamen Inkubation auf den Array gegeben. Die

Inkubationszeit betrug 30 Minuten und erfolgte bei RT im Dunkeln auf dem Rocking

Shaker mit 30 rpm.
Drei 10-miniitige Waschschritte in 5 ml Washing Buffer auf dem Rocking Shaker
Waschschritt {iber 2 Minuten in desionisiertem Wasser

Trocknung der Arrays

® =N W

Microarray Scanner, Molecular Devices, Sunnyvale, California, USA)

Abbildung 15 fasst die Microarray-Prozessierung nocheinmal anschaulich zusammen.
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Abbildung 15: Microarray-Prozessierung

3.2.5. Antikorperposition auf dem Microarray

Auf einem Array befinden sich 224 unterschiedliche Antikorper gegen Proteine aus den
Bereichen Apoptose, Zellzyklus, Zytoskelett, Neurobiologie und Signaltransduktion.
Horizontal nebeneinander befinden sich jeweils zwei identische Antikorper-Dots (siehe G.
Anhang, 1.2.2. Antikérperposition auf dem Microarray). Auch befinden sich in den einzelnen

Subarrays je eine Positiv- und eine Negativkontrolle nebeneinander (Cy3+Cy5/BSA).

3.2.6. Auswertung

Die Auswertung wurde mit Unterstiitzung des statistischen Instituts fiir Informatik, Biometrie,
Epidemiologie (IBE) der LMU Miinchen (Prof. Dr. Ulrich Mansmann) durchgefiihrt. Es
wurden insgesamt 20 Arrays angefertigt. Auf jedem der 20 Arrays befand sich das Hirnlysat
einer zu untersuchenden Maus aus einer der folgenden vier Gruppen:

e Prnp”*-Sham (N=5)

e Prnp”-Sham (N=5)

. Prnp+/+—Ischéimie (N=5)

. Prnp'/ “-Ischdmie (N=5)

Zusitzlich wurde auf jedem der 20 Arrays das interne Referenzlysat mitprozessiert.

Die fluoreszierenden Punkte (Dots) auf einem Array entsprechen den detektierten Proteinen,
d.h. den Proteinen, welche an ihre jeweiligen Antikérper in den entsprechenden Positionen
auf dem Array gebunden haben (zur Anordnung der Antikorper auf dem Array siehe G.
Anhang, 1.2.2. Antikérperposition auf dem Microarray).
Die Helligkeitsintensitdt eines Punktes korreliert positiv mit der Menge des an seinen
Antikorper gebundenen Proteins. In geringen Mengen besteht ein linearer Zusammenhang.
Mittels Software (PictureAnalyser V1.0) wurden die mittleren Helligkeiten innerhalb der
rundlichen Dots bestimmt.
Nachfolgende Rechenschritte wurden durchgefiihrt:

1. Fiir jedes zu untersuchende Protein standen je zwei Dots (Helligkeitsintensititen) zur

Verfiigung, aus denen der Mittelwert gebildet wurde.
2. Abzug des ,Hintergrunds® in den leeren Feldern (= 0 %)
3. Division durch die mittlere Gesamthelligkeit aller Dots eines Arrays (= 100 %)
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4. Division des normierten Cy3-gelabelten Probenlysats durch das normierte CyS5-
gelabelte Referenzlysat (= Ratio)

Im Anhang finden sich die Ratios der untersuchten Maushirnlysate, tabellarisch entsprechend
der Proteinposition auf dem Array angeordnet (siche G. Anhang, 3. Vollstindig normierte
Werte aller im Microarray untersuchten Proteine).
Nach Berechnung der Werte bzw. der Ratios jeder Maus wurden fiir jedes Protein jeweils der
Median sowie der SEM-Wert (Standard Error of the Mean) innerhalb der Mausgruppen
gebildet.
Signifikante Unterschiede (bzw. Trends) zwischen den vier untersuchten Gruppen (Prnp**-

“*_Sham vs. Prnp”*-Ischamie, Prnp”-Sham vs. Prnp” -Ischimie,

Sham vs. Prnp'/ -Sham, Prnp
Prnp™™-Ischimie vs. Prnp”*-Ischimie) wurden mit dem parametrischen t-Test fiir unabhingige
Stichproben und ungleiche Varianzen determiniert. Zusétzlich wurde eine ANOVA (Analysis
of variance) durchgefiihrt. Es wurde hierzu von einer Normalverteilung aller Werte
ausgegangen.

Alle p-Werte waren zweiseitig. P-Werte < 0,05 wurden als signifikant, p-Werte < 0,1 als

Trend festgelegt.

4. Westernblot

4.1. Material

Die verwendeten Losungen sind im Anhang tabellarisch aufgelistet (G. Anhang, 1.3.1.

Losungen).
4.2. Methodik

4.2.1. SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)

Die SDS-Gelelektrophorese erlaubt eine Auftrennung geladener Molekiille nach ihrem
Molekulargewicht unter dem Einfluss eines elektrischen Feldes (Laemmli, 1970). Die zu
untersuchenden Proteine werden zundchst in Ldmmli-Puffer, der B-Mercaptoethanol und SDS
enthilt (siche G. Anhang) bei 95 °C denaturiert. Das B-Mercaptoethanol reduziert und spaltet
dabei kovalente Disulfidbriicken zwischen Cysteinen, das anionische Detergenz SDS bricht

die Sekundir- und Tertidrstruktur der Proteine auf und entfaltet (denaturiert) die Proteine

dadurch.
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So kann das negativ geladene SDS an die Proteine binden und es entstehen negativ geladene
SDS-Protein-Komplexe (die Eigenladungen der Proteine werden von SDS iiberdeckt) mit
nahezu konstantem Ladungs- zu Masse-Verhidltnis (1,4 g SDS/g Protein). Dadurch
unterscheiden sich die SDS-Protein-Komplexe fast nur noch ihrer Grofle nach. Die
geringfiigigen Unterschiede erkldren sich durch die leicht unterschiedliche Anzahl von
Ladungsstellen der verschiedenen Aminoséduren (hydrophile AS > hydrophobe AS) sowie der

Ladungsdichte (bizarr entfaltete Proteine laufen geringfiigig langsamer).

Durch die SDS-bedingte starke negative Ladung wandern die Proteine im elektrischen Feld
zur Anode, wobei die pordse Polyacrylamidgelmatrix die Proteine nach ihrem
Molekulargewicht auftrennt. Die Dichte der Gele und damit ihr Auftrennungsverhalten kann
durch den prozentualen Anteil von Acrylamid gesteuert und so jeweils fiir die Groe der
Proteine optimiert werden.

Die Detektion der aufgetrennten Proteine erfolgt iiber anschlieBendes Western Blotting [4.2.4.
Immunoblot (Westernblot)].

Mit Hilfe eines standardisierten Proteinmarkers kann das Molekulargewicht der einzelnen

Proteine bestimmt werden.

4.2.2. Herstellung von Polyacrylamid-Gelen

In dieser Arbeit wurden entsprechend der Methode nach Lidmmli (Laemmli, 1970)
diskontinuierliche Polyacrylamidgele mit Tris-Glycin-Puffern verwendet. Dabei wird das
Trenngel von einem Sammelgel iiberlagert, in dem die Proteine vor ihrer Auftrennung
zundchst ., fokussiert™ werden.

Dazu wurden die fiir das Trenngel erforderlichen Substanzen zusammengegeben und in eine
0,1 cm x 8 cm x 8 cm grof3e Vertikalkammer gefiillt (bis 1,5 cm unterhalb des oberen Randes
der Kammer). Das Gel wurde dann mit 1 ml 2-Butanol iiberschichtet, um eine glatte
Trennlinie zwischen Sammel- und Trenngel zu erhalten. Nach 30-miniitiger Polymerisation
des Trenngels wurde das Butanol entfernt, das Sammelgel in das verbleibende Volumen der
Kammer gegossen und ein Kamm zur Bildung von Taschen blasenfrei ins Sammelgel
eingesetzt. Nach halbstiindiger Polymerisation war auch das Sammelgel gehértet und konnte
fiir die Elektrophorese verwendet werden.

Die Zusammensetzung von Trenn- und Sammelgel ist im Anhang tabellarisch aufgelistet

(siche G. Anhang, 1.3.2. Trenn- und Sammelgel: Zusammensetzung).
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4.2.3. Probenaufbereitung und Elektrophorese

Fiir die Westernblotanalysen wurden die kontralateralen Hirnhemisphiren der 5 Prnp™-
Shammiuse und der 5 Prnp”-Shammiuse, deren ipsilaterale Hemisphéren fiir die Protein-

Microarrays (s.0.) verwendet worden waren, herangezogen.

Die zehn Hirnhemisphidren wurden bei -80 °C zermdrstert, jeweils in Lysierungs-Puffer
lysiert und homogenisiert (Handhomogenisator, Eppendorf, Hamburg, Deutschland). Eine
Hemisphdre mit einem ungefdhren Gewicht von 150 mg, entspechend etwa 15 mg Protein,
wurde dazu in 500 pl Lysierungspuffer iiberfithrt. AnschlieBend folgte noch eine 10 s
Zentrifugation der Lysate mit 10.000 rpm (Mikrozentrifuge, Eppendorf, Hamburg,
Deutschland), wobei kein Sediment getrennt werden konnte. Danach wurde eine genaue
Proteinkonzentrationsbestimmung nach Bradford durchgefiihrt (s.0.) und die Proben

entsprechend verdiinnt (Endkonzentration 2 mg/ml).

Zur Denaturierung der Proteine wurden die Proben 10 Minuten lang bei 95 °C in Lammli-
Puffer aufgekocht und kurz auf Eis gelagert.

Anschlieend wurden die Proben mit einer Hamilton-Pipette in die vorgesehenen Taschen des
Sammelgels pipettiert. Fir das Befiillen einer SDS-Geltasche wurde eine
Proteingesamtmenge von 25 pg, entsprechend etwa 12,5 pl lysierter Probe, eingesetzt.
Zusétzlich zu den Proben wurde der Standard-Proteinmarker ,,PageRuler™Prestained Protein
Marker* (Fermentas, St. Leon-Roth, Deutschland) zur Bestimmung des Molekulargewichts
der Proteine auf jedes Gel aufgebracht.

Um die MeBgenauigkeit zu erhdhen, wurden jeweils zwei Gele mit den zehn zu
untersuchenden Proben zur Detektion des Proteins Bcl-x sowie zur Detektion der NMDA-
Rezeptor-Untereinheit 2A angefertigt.

Die Elektrophorese wurde in 1 x SDS Laufpuffer bei einer konstanten Spannung von 100 V
tiber 24 Minuten pro Gel durchgefiihrt (Spannungsgenerator fiir WB, Power Pac 1000,
BioRad Laboratories, Miinchen, Deutschland).

Damit die Gele durch die bei der Elektrophorese entstehende Warme nicht tiberhitzten, wurde
das in die Apparatur integrierte Kiihlkammersystem an eine Kiihlwasserleitung

angeschlossen.
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4.2.4. Immunoblot (Westernblot)

Der Western Blot ist eine Methode zur Detektion der zuvor im SDS-Gel aufgetrennten
Proteine mittels einer Antigen-Antikorper-Reaktion (Towbin et al., 1989; Burnette, 1981).
Dabei werden die Proteine durch Wanderung in einem elektrischen Feld auf eine PDVF-
Membran iibertragen und aufgrund ihrer Ladung dort gebunden. AnschlieBend erfolgt eine

Antikorper-basierte Immunodetektion.

Im Detail: Der spezifische Nachweis der Proteine Bcl-x, NMDAR 2A und B-Aktin {iber
Antikdrper-Erkennung erfolgte durch das Ubertragen der Proteinbanden aus den 12 %igen
SDS-Gelen auf PDVF-Membranen (Immobilon, Millipore, Eschborn, Deutschland) mit der
Blottingapparatur ,,Semi-dry blotting technique, Semi Phor* (Hoefer Scientific Instruments,
San Francisco, USA) bei einer konstanten Stromstirke von 68 mA/50 cm” (Fliche eines Gels)
iiber 2,5 Stunden mit frischem Blotting-Puffer.

Vor dem immunochemischen Nachweis der entsprechenden Proteine wurden freie
Bindungsstellen auf der PDVF-Membran zuerst mit Blockungspuffer 1 Stunde lang bei RT
abgesittigt (,,geblockt®).

Anschliefend erfolgte bei RT die einstiindige Inkubation mit dem Primédrantikdrper Anti-Bcl-
x (Polyklonaler Hase Anti-Bcl-x-Antikorper, gerichtet gegen den synthetisch hergestellten N-
Terminus, Aminosduren 2-20, Sigma Aldrich, Taufkirchen, Deutschland, Verdiinnung 1:2000
in Blockungspuffer) bzw. Anti-NMDAR 2A (Polyklonaler Hase Anti-NMDAR 2A-
Antikorper, gerichtet gegen ein synthetisch hergestelltes Peptid, dem C-Terminus des
NMDAR 2A entsprechend, Aminosduren 1449-1464, Verdinnung 1:3000 in
Blockungspuffer) bzw. Anti-B-Aktin (Aktin I-19, Santa Cruz Biotechnology, Inc., Heidelberg,
Deutschland, Verdiinnung 1:5000 in Blockungspuffer).

Nach anschlieBendem dreimaligem Waschen fiir jeweils 15 Minuten in Blockungspuffer bei
RT wurde der Blot mit dem Alkalische-Phosphatase-(AP-)gekoppelten Sekundarantikorper
(Polyklonales  Ziege Anti-Hase Immunglobulin/AP, DakoCytomation, Hamburg,
Deutschland, Verdiinnung 1:2000 in Blockungspuffer) iiber Nacht bei 2 °C inkubiert.

Nach erneutem Waschen in Blockungspuffer und Umpufferung der PDVF-Membran in
Alkalische-Phosphatase-Puffer (100 mM Tris, pH 9,5, 10 ml) iiber 1 Minute bei RT auf pH
9,5 wurde der gebundene AP-gekoppelte Sekundirantikorper durch Inkubation mit der
Chromogenlosung NBT/BCIP (0,1 %ige Farbelosung) sichtbar gemacht.
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Bei dieser Visualisierungsreaktion dephosphoryliert die an den Sekundirantikorper
gekoppelte alkalische Phosphatase das BCIP, welches dann mit NBT in einer Redox-
Farbreaktion einen unldslichen blauen Farbstoff generiert.

Als die schwichsten Banden nach etwa 2 Stunden der Chromogen-Inkubation zart sichtbar

wurden, wurde die Reaktion durch Wissern und Umpufferung in Blockungspuffer (pH 7,4)
gestoppt.

4.2.5. Auswertung

Die fertigen Western-Blots wurden mit einem hoch auflésenden Flachscanner (Epson,
Meerbusch, Deutschland) digitalisiert und die Intensitit der Banden mit der Software Total
Lab V 2.01 (Nonlinear Dynamics, Newcastle-upon-Tyne, England) quantifiziert.

Es wurden zwei Westernblots zur Detektion von Bcl-x (abgebildet unter C. Ergebnisse, 3.1.
Bcl-x) und zwei Westernblots zur Detektion von NMDAR 2A (abgebildet unter C.
Ergebnisse, 3.2. NMDAR 2A) nach oben beschriebener Methodik angefertigt.

Ziel war es, die NMDAR 2A-Expression bzw. die Bcl-x-Expression zwischen der Prnp -
Shammausgruppe und der Prnp”"-Shammausgruppe zu vergleichen.

Nach Abzug des Hintergrunds wurden die Intensititen der zwei Bcl-x- bzw. der zwei
NMDAR 2A-Westernblots gemittelt.

Um Unterschiede zu minimieren, wurde zusétzlich auf allen vier Westernblots in jedem
Maushirnlysat -Aktin als Bezugsprotein mitdetektiert. 3-Aktin ist ein im Hirn relativ
konstant exprimiertes Protein. Somit konnten durch einen Bezug auf p-Aktin kleine
Schwankungen in den Proteinkonzentrationen zwischen den verschiedenen prozessierten
Maushirnlysaten ausgeglichen werden.

Im Ergebnisteil sind jeweils Median = SEM (Standard Error of the Mean) beider
Mausgruppen dargestellt.

Die statistische Auswertung des quantitativen Vergleichs der Bcl-x- Expression bzw. der
NMDAR 2A-Expression zwischen Prnp”“-Shammiéusen und Prnp”-Shammiusen erfolgte
mit einem zweiseitigen ungepaarten t-Test. P-Werte < 0,05 wurde als statistisch signifikant

betrachtet.
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C. Ergebnisse

1. Histologie

Um herauszufinden, welchen Einfluss das Prionprotein bei transienter Ischdmie auf die
Infarktgroe hat und welche verschiedenen Hirnregionen davon betroffen sind, wurden Nissl-
gefirbte koronare Gefrierschnitte von Prnp”*-Maushirnen (N=12) und Prnp”-Maushirnen
(N=7) nach einstiindiger cerebraler Ischdmie und 24-stiindiger Reperfusion (transienter
Okklusion der A. cerebri media) in Bezug auf InfarktgroBe und Infarktverteilungsmuster

untersucht.

1.1. GroRe des Infarkts in Prnp**- und Prnp”-M4usen

Der vom Infarkt betroffene Bereich war in beiden Mausgruppen makroskopisch gut
abgrenzbar und stellte sich als schwicher angefédrbtes Areal mit verddmmernden Zellkernen
dar. Die ischdmischen Lisionen erstreckten sich vom Vorderhirn bis einige Millimeter hinter
das Bregma mit maximaler Ausdehnung auf Hohe des Bregmas. Abbildung 16 zeigt
schematisch den Aufbau des Maushirns mit Kennzeichnung des Bregmas (schwarzer Pfeil)
und stellt exemplarisch einen Nissl-gefarbten Hirnschnitt einer Prnp'/ -Maus nach einstiindiger
cerebraler Ischdmie und 24-stiindiger Reperfusion auf Hohe des Bregmas dar. Es findet sich
ein groBes Infarktareal (blasse Fliche) sowie ein Odem der betroffenen Hemisphire mit

entsprechender Mittellinienverlagerung zur kontralateralen Hemisphére.
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Abbildung 16: Die Abbildung zeigt ein Maushirn in der Ansicht von oben (Quelle: www.mbl.org), auf
Hohe ,,0“ findet man das Bregma (Schnittpunkt der Sutura coronalis mit der Sutura sagittalis).

Ferner ist ein 10 pm dicker histologischer Nissl-gefarbter Gefrierschnitt eines Prnp”-Maushirns auf Hohe
des Bregmas nach einsttindiger cerebraler Ischamie (via Okklusion der rechten A. cerebri media) und 24-
stiindiger Reperfusion abgebildet. Deutlich sind die infarzierten Areale als blasse Flache abzugrenzen.
Zusatzlich zeigt sich ein Odem mit Mittellinienverlagerung.

Die Lasionsvolumina in beiden Mausgruppen wurden durch Summieren der markierten
Infarktflichen in 500 um Schritten berechnet. Sie waren in den Prnp'/'-M'ausen signifikant
grofer als in den Prnp”*-Mausen (p<0,05) und betrugen 34,78 mm® +/- 12,99 mm’ in Prnp”-
Miusen bzw. 10,06 mm?® +/- 4,8 mm® in den Prnp”*-Méusen (Abbildung 17).
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Abbildung 17: Infarktvolumina in mm?® in den Prnp**-Méausen und den Prnp”-Mausen (**: Signifikanz)
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Die Volumina der Hemisphiren wurden in beiden Mausgruppen von 2,5 mm rostral bis 7 mm
okzipital des Bregmas gemessen und betrugen in den Prnp%-Méusen 50,19 mm’® +/- 19,5
mm’ fiir die ipsilaterale Hemisphire und 50,89 mm® +/- 19,88 mm’ fiir die kontralaterale
Hemisphire. Bei den Prnp”-Mzusen waren es 86,45 mm® +/- 18,4 mm” fiir die ipsilaterale
Hemisphére und 79,20 mm?® +/- 15,03 mm® fiir die kontralaterale Hemisphére. Das Verhéltnis
des Infarktvolumens zum Volumen der ipsilateralen Hemisphédre betrug in den Prnp'/ -Méusen
39 % +/- 10 % und in den Prnp”"-Miusen 20 % +/- 3%. Dieser Unterschied war signifikant
(p<0,05).

In der Prnp”-Mausgruppe zeigte sich ein ausgeprigtes Ischimie-induziertes Hirnddem
(Abbildung 16). Wéhrend das Verhiltnis der ipsilateralen zur kontralateralen Hemisphére in
den Prnp”*-Miusen etwa bei 1 lag, betrug es in den Prnp”-Miusen 1,14 +/- 0,10. Die
Hirnschwellung war damit in den Prnp”-Méusen signifikant stirker als in den Prnp™-

Mausen.

1.2. Regionales Verteilungsmuster des Infarkts in Prnp**- und Prnp”-Mausen

Um im Detail zu untersuchen, auf welche Bereiche sich die transiente Okklusion der A.
cerebri media besonders auswirkt, wurde anhand von 2 Schnittstufen histologisch beurteilt, zu
welchem Grad jeweils die einzelnen Hirnregionen in den Prnp™"- und den Prnp”-Mzusen
vom Infarkt betroffenen waren. Anhand einer Schnittstufe auf Hohe des Bregmas (Abbildung
18 a) sowie einer Schnittstufe 1,3 mm okzipital des Bregmas (Abbildung 18 b) wurden
folgende Hirnregionen betrachtet: Basalganglien (Striatum plus Pallidum), motorischer
Kortex, somatosensorischer Kortex, insuldrer Kortex, piriformer Kortex, cingulirer Kortex,

peri- und ektorhinaler Kortex, Hippocampus und paraventrikuldre thalamische Nuklei.
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Cerebrum

Q9

Bulbi Sutura sagittalis
olfactorii< :

—— Medulla

[~ Cerebellum

Abbildung 18: a) zeigt die erste histologische Schnittstufe zur Beurteilung der prozentualen vom Infarkt
betroffenen Anteile der einzelnen Hirnregionen auf Hohe des Bregmas (Quelle: www.mbl.org).

b) zeigt einen Schnitt auf Hohe der zweiten zur Untersuchung herangezogenen histologischen Schnittstufe
1,3 mm okzipital des Bregmas (Quelle: www.mbl.org).

Abkirzungen: Cgl: Cingularer Kortex Area 1; Cg2: Cingularer Kortex Area 2;

M1: Primérer Motorischer Kortex; M2: Sekundédrer Motorischer Kotex; S1: Primérer
Somatosensorischer Kortex; S2: Sekundarer Somatosensorischer Kortex; Gl: Granularer Insularer
Kortex; Al: Agranularer Insularer Kortex; Pir: Piriformer Kortex; Ect: Ektorhinaler Kortex; PRh:
Perirhinaler Kortex; LEnt: Lateraler Entorhinaler Kortex; PV: Paraventrikulére thalamische Nuklei;

In Tabelle 5 sind die vom Infarkt betroffenen Anteile der untersuchten Hirnregionen in beiden
Mausgruppen prozentual dargestellt:

Prnp”" (N=12) | Prp”™ (N=7) | p-value

Piriformer (Olfaktorischer) Kortex ** | 8% 67% 0,02
Insuldrer Kortex ** 21% 67% 0,05
Somatosensorischer Kortex * 19% 60% 0,10
Basalganglien 63% 81% 0,37
Peri- und Ektorhinaler Kortex 33% 78% 0,19
Motorischer Kortex 0% 7% 0,36
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Paraventrikuldrer Kortex 0% 0% -
Hippocampus 0% 0% -
Cingulérer Kortex 0% 0% -

Tabelle 5: Mittelwerte der vom Infarkt betroffenen prozentualen Anteile der einzelnen Hirnregionen (**:
Signifikanz; *: Trend)
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Abbildung 19: Mittelwerte der vom Infarkt betroffenen prozentualen Anteile der einzelnen Hirnregionen
(**: Signifikanz; *: Trend)

Signifikante Unterschiede (p<0,05) zwischen den Prnp""-Miusen und den Prnp”-Miusen in
Bezug auf ihre Infarktgrofen fanden sich in den beiden dreischichtigen zum Paleo- bzw. zum
Archikortex gehorenden Regionen, dem piriformen Kortex (p=0,02) und dem insuldren
Kortex (p=0,05). Im piriformen Kortex betrug der Infarktanteil in den Pran “-Miusen 8 %
und in den Prnp”-Miusen 67 % der Gesamtregion. Im insuliren Kortex waren bei den
Prnp”"-Miusen 21 % und bei den Prnp”-Miusen 67 % der Gesamtregion vom Infarkt
betroffen.

Ein Trend (p<0,1) zeigte sich im sechsschichtigten zum Neokortex zdhlenden
somatosensorischen Kortex, welcher aufgrund seiner aus kleinen rundlichen Neuronen
bestehenden prominenten Kornerzellschicht auch als granuldrer Kortex bezeichnet wird. Hier
erstreckte sich das Infarktareal der Prnp”*-Miuse auf 19 % und das der Prnp”-Muse auf 60

% der Gesamtregion (p=0,1).
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In beiden Mausgruppen lagen alle vom Infarkt betroffenen Gebiete im Versorgungsbereich
der A. cerebri media.

Zum Versorgungsbereich der A. cerebri media gehoren als Teile des Diencephalons die
Basalganglien (Striatum und Pallidum) und der Thalamus. Ferner werden Teile des
dreischichtigen Allokortex (Paleo- und Archikortex), d.h. der insulédre und der piriforme
Kortex, Teile des sechsschichtigen Neokortex, d.h. Teile des motorischen Kortex (Rumpf,
vordere Extremitit und Kopfbereich), der primére und sekundire somatosensorische Kortex
sowie der peri- und ektorhinale Kortex von Asten der A. cerebri media versorgt. Von diesem
Versorgungsbereich waren in den Prnp”-Miusen insgesamt etwa 70 %, in den Prnp -
Maiusen etwa 30 % vom Infarkt betroffen. Nie war der gesamte Versorgungsbereich der A.
cerebri media vom Infarkt betroffen. So blieb der Thalamus in beiden Mausgruppen
vollstindig, der motorische Kortex weitgehend vom Infarkt ausgespart.

Die groBten Infarktvolumina in den Prnp”*-Miusen und in den Prnp”-Miusen zeigten sich in
den Basalganglien, die histologisch durch eine Vielzahl kleinerer rundlicher Neurone
gekennzeichnet sind. In den Prnp” “-Miusen waren 63 % der Basalganglienregion und in den
Prnp”-Miusen 81 % der Basalganglienregion vom Infarkt betroffen. Peri-und ektorhinaler
Kortex waren in den Prnp”"-Tieren zu 33 % und in den Prnp”-Tieren zu 68 % vom Infarkt
betroffen.

Der motorische Kortex, der insbesondere durch eine breite Pyramidenzellschicht mit grof3en
pyramidenférmigen Motoneuronen gekennzeichnet ist, war in den Prnp”*-Miusen gar nicht
vom Infarkt betroffen, in den Prnp'/'-Méiusen zu 7 %.

Die paraventrikuldren Nuklei, der Hippocampus und der cinguldre Kortex - Regionen, die
nicht durch die A. cerebri media versorgt werden - waren weder bei den Prnp” "~ noch bei den

Prnp™-Tieren vom Infarkt betroffen.

2. Protein-Microarrays

Mit Hilfe von Protein-Microarrays wurden die relativen Expressionslevel von 224
unterschiedlichen Proteinen in Gehirnen von Prnp” “-Shammausen und Prnp'/ ~Shammausen
sowie in Gehirnen von Prnp”*-Miusen und Prnp”-Miusen nach transienter cerebraler
Ischdmie untersucht. Die Ischdmiegruppen erhielten eine transiente cerebrale Ischdmie von
einer Stunde Dauer mit 4-stiindiger Reperfusion. Die Shamgruppen wurden denselben
Operationsbedingungen unterzogen wie die Ischdmiegruppen, aber ohne, dass eine cerebrale
Ischidmie induziert wurde.

Es wurden folgende Gruppen gebildet (N=5):
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e Prnp”"-Sham

e Prnp”-Sham

e Prnp"”*-Ischimie

. Prnp'/'-Ischéimie
In der Gruppe Prnp+/+-Sham wurden zwei Arrays aufgrund von Uberfirbung nicht zur
Auswertung herangezogen.
Der Vergleich umfasste jeweils Prnp”*- mit Prnp”-Tieren, sowie Ischimie- mit Sham-
operierten Kontrolltieren (Prnp+/ “-Sham vs. Prnp'/ -Sham, Prnp+/+-Sham VS. Prnp+/+-Ischéimie,

Prnp”-Sham vs. Prnp”"-Ischéimie, Prnp”"-Ischimie vs. Prnp**-Ischidmie).

Wie in B. Material und Methodik dargestellt, wurden aus den Intensitéten der einzelnen Dots
der Microarrays die entsprechenden relativen Proteinkonzentrationen ermittelt. Durch Bildung
der Ratio gegeniiber der Referenzprobe wurden Fertigungstoleranzen, Varianzen in der
Inkubation oder Fluoreszenzmessung sowie Schwankungen im Proteingehalt minimiert (Ratio
= Sample/Reference). Das Ergebnis ist beispielhaft in der nachfolgenden Abbildung 20 fiir
ein Feld dargestellt. Aus den doppelt angelegten Dots wurde jeweils der Mittelwert gebildet.
Im Anhang findet sich eine Ubersicht iiber alle gemessenen, vollstindig normierten Werte
entsprechend der Anordnung auf dem Array (sieche G. Anhang, 3. Vollstindig normierte

Werte aller im Microarray untersuchten Proteine).

Ratio [Probe (Cy 3) / Kontrolle (Cy5)]

nach Bildung der Mittelwerte aus den jeweils
doppelt aufgetragenen Dots, Abzug des nétigen
Hintergrunds und Divison durch die mittlere
Gesamthelligkeit aus allen Dots

Abbildung 20: Microarray
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Die Mause aus den vier Mausgruppen wurden in Bezug auf ihren relativen
Proteinexpressionslevel statistisch miteinander verglichen (t-Test und ANOVA):

Im Folgenden werden Median, Standardabweichung (StabW) und Standard Error of the Mean
(SEM) der relevanten Proteine geordnet nach Themenbereichen aufgefiihrt. Zum besseren
Verstindnis wird deren biologische Bedeutung anhand einer Kurzbeschreibung bzw. einer
Grafik veranschaulicht. Die im Folgenden beschriebenen Signifikanzen bzw. Trends beziehen
sich, sofern nicht anders im Text bzw. in den Tabellen angegeben, auf den t-Test.
Signifikanzen bzw. Trends, die mit Hilfe der ANOVA ermittelt wurden, werden explizit im

Text bzw. in den Tabellen als ANOVA erwihnt.

2.1. Signalwege aus dem Bereich der Apoptose

2.1.1.Caspasen

Caspasen sind Proteasen mit einem Cystein im aktiven Zentrum. Sie spalten Peptidbindungen
C-terminal von Aspartat und aktivieren dadurch ihre Substrate, die Vorldufer-(Pro)caspasen.
Der Name Caspase leitet sich von Cysteinyl-aspartase ab. Caspasen untergliedern sich in

Apoptose-Caspasen und inflammatorische Caspasen (siche unten).

Ubersicht: Apoptose-induzierende Caspasen:

Caspasen sind die wichtigsten Enzyme der Apoptose, des programmierten Zelltods. Zu den
Apoptose-Caspasen gehdren die Caspasen 2, 3, 6, 7, 8§, 9 und 10. Diese werden in
Initiatorcaspasen (Caspasen 2, 8, 9 und 10) und Effektorcaspasen (Caspasen 3, 6 und 7)
untergliedert.

Untersucht wurden in dieser Arbeit die Proteinlevel der Initiatorcaspasen (Pro)caspase 8,
Caspase 9 und 10 sowie der drei Effektorcaspasen 3, 6 und 7 und der aktivierten Caspase 3.

In Abbildung 21 sind die untersuchten Apoptose-Caspasen und deren Signalwege im
Uberblick dargestellt. Die Caspasen, die beim Vergleich der vier Mausgruppen einen Trend
bzw. eine Signifikanz zeigten, sind mit einem Stern bzw. zwei Sternen markiert (*<Trend im

t-Test; **=Signifikanz im t-Test; *=Trend in der ANOVA **=Signifikanz in der ANOVA).
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Abbildung 21: Apoptose-Caspase-Kaskaden (*=Trend im t-Test; **=Signifikanz im t-Test; *=Trend in
der ANOVA; **=Signifikanz in der ANOVA)

Extrinsische —»  Intrinsische
Apoptose-Kaskade Apoptose-Kaskade
(Aktivierung) (Aktivierung)

Nachfolgend findet sich eine detailierte Darstellung der entsprechenden Aktivititen und
Expressionslevel der einzelnen untersuchten Caspasen sowie deren statistischer Vergleich
(Abbildung 22, Abbildung 23, Abbildung 24, Abbildung 25, Abbildung 26, Abbildung 27,
Abbildung 28, Abbildung 29):

Initiatorcaspasen

Procaspase Pmp”"  Pmp | Pmp™" Prnp™” Signifikanz Trend
8 Sham |~ Ischdmie | Ischdmie
(N=3) | Sham | (N=5) (N=5)
(N=5)
Median 1,08 0,85 | 1,24 1,08 Prnp”"Sham>Prnp™™ | Prnp™”
Sham (p=0,03) Ischéimie>Prnp'/ )

Sham (p=0,06)
ANOVA (p=0,02)
StabW 0,12 0,14 030 0,21 - -

SEM 0,07 0,06 0,13 0,09 - -
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Procaspase 8
p=0,03 p=0,06

180 N |
1,60 -
1,40 -
1,20 -
1,00 -
0,80 - L
0,60 -
0,40 -
0,20 -
0,00 - ‘ ‘

Prnp+/+ Sham Prp-/- Sham  Prnp+/+ Isch Prnp-/- Isch

Intensitat (Median +/- Standard
Error of the Mean)

Abbildung 22: Procaspase 8 (Beschreibung im Text)

Caspase | Pmp™" Prnp™ Prnp " Prnp™” Signifikanz Trend
8 Sham Sham Ischdmie Ischdamie
(N=3) (N=5) (N=5) (N=5)
Median 1,80 0,98 1,21 1,07 ANOVA -
(p=0,04)
StabW 0,85 0,12 0,23 0,25 - -
SEM 0, 49 0,05 0,10 0,11 - -
Caspase 8
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Prnp+/+ Sham Prnp-/- Sham  Prnp+/+ Isch Prnp-/- Isch

Abbildung 23: Caspase 8 (Beschreibung im Text)
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Caspase | Pmp”* Sham | Prnp™” Prnp™* Prnp™ Signifikanz | Trend
9 (N=3) Sham Ischidmie Ischidmie
(N=5) (N=5) (N=5)
Median 1,58 0,88 1,26 1,20 - -
StabW 0,93 0,33 0,38 0,30 - -
SEM 0,53 0,15 0,17 0,13 - -
Caspase 9
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Prnp+/+ Sham Prmp-/- Sham  Prnp+/+ Isch Prnp-/- Isch

Abbildung 24: Caspase 9 (Beschreibung im Text)

Caspase Pranr/Jr Prnp'/' Prnp+/ ’ Prnp'/ ) Signifikanz Trend
10 Sham Sham Ischdmie | Ischdmie

(N=3) (N=5) | (N=5) (N=5)
Median 1,17 0,92 1,26 1,17 Prnp”"Sham>Prnp”™ | -

Sham (p=0,03)

ANOVA (p=0,02)
StabW 0,10 0,11 1,00 0,30 - _

SEM 0,06 0,05 0,45 0,13 - -
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Caspase 10
p=0,03
1,8 | |
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Intensitat (Median +/- Standard

Abbildung 25: Caspase 10 (Beschreibung im Text)

Effektorcaspasen

Caspase  Pmp”" | Pmp | Pmp™”" Prnp™” Signifikanz | Trend

3 Sham . Ischdmie | Ischdmie
(N=3) | Sham | (N=5) (N=5)
(N=5)
Median 1,20 0,90 | 1,25 1,06 ANOVA | Pmp”*Ischimie>Prnp”
(p=0,01) Ischdmie (p=0,06)
StabW 0,26 0,10 0,06 0,19 - -
SEM 0,15 0,04 0,03 0,08 - -
Caspase 3

2 1,60 p=0,06

S 1,40 - |
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¥ = 1,00 T
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Prnp+/+ Sham Prmp-/- Sham  Prmp+/+ Isch Prnp-/- Isch

Abbildung 26: Caspase 3 (Beschreibung im Text)
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aktivierte Prnp ™" Prmp” | Pmp™* Prnp ™ Signifikanz | Trend
Caspase 3 Sham Sham Ischdmie Ischidmie

(N=3) (N=5) (N=5) (N=5)
Median 1,23 0,99 1,05 1,06 - -
StabW 0,24 0,11 0,22 0,19 - -
SEM 0,14 0,05 0,10 0,08 - -

aktivierte Caspase 3

1,60 -
1,40 ~
1,20 ~
1,00 ~ T
0,80 +
0,60 +
0,40 +
0,20 A
0,00 - ‘ ‘

Prnp+/+ Sham Prnp-/- Sham  Prnp+/+ Isch Prnp-/- Isch

Error of the Mean)

Intensitat (Median +/- Standard

Abbildung 27: Aktivierte Caspase 3 (Beschreibung im Text)

Caspase Pranr/Jr Prnp Pranr/Jr Prnp'/ i Signifikanz | Trend

6 Sham |~ Ischdmie | Ischidmie
(N=3) | Sham | (N=5) (N=5)
(N=5)
Median 1,07 0,90 | 1,18 1,06 ANOVA | Pmp ™ Ischimie>Prnp”
(p=0,02) Ischdamie (p=0,08)

Prnp” Ischdmie>Prnp™”
Sham (p=0,08)

StabW 0,31 0,20 0,10 0,16 - -

SEM 0,18 0,09 0,05 0,07 - -
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Caspase 6
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Abbildung 28: Caspase 6 (Beschreibung im Text)

Caspase  Pmp”" | Pmp | Pmp™" Prnp™” Signifikanz | Trend

7 Sham . Ischdmie | Ischidmie
(N=3) | Sham | (N=5) (N=5)
(N=5)
Median 1,16 0,87 | 1,19 0,99 ANOVA | Prp" Ischdmie>Prnp”
(p=0,01) Ischdmie (p=0,1)
Prnp'/ 'Ischéimie>Prnp'/'
Sham (p=0,08)
StabW 0,26 0,13 0,07 0,16 - -
SEM 0,15 0,06 0,03 0,07 - -
Caspase 7
p=0,08

-CEG 1,6 | p=0,1 |

2 14 | |
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Abbildung 29: Caspase 7 (Beschreibung im Text)
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Zusammenfassung: Apoptose-induzierende Caspasen:

++

Nach Shambehandlung zeigten die Prnp ' -Mduse eine stirkere Expression der
Initiatorcaspasen (Pro)caspase 8, Caspase 9 und 10 sowie der Effektorcaspasen 3 (aktiviert
und gesamt), 6 und 7 als die Prnp”-Miuse (signifikante Unterschiede fanden sich beziiglich
der Expression der Initiatorcaspasen Procaspase 8 wund Caspase 10). Auch nach
Ischdmiebehandlung waren die Expressionslevel der Initiatorcaspasen (Pro)caspase 8,
Caspase 9 und 10 sowie der Effektorcaspasen 3, 6 und 7 in den Prnp™*-Tieren héher als in
den Prnp™-Tieren (ein Trend zeigte sich hier in Bezug auf die unterschiedliche Expression der
Effektorcaspasen 3, 6 und 7). Die Aktivitdt der Caspase 3 zeigte nach einstiindiger Ischdmie

und 4-stiindiger Reperfusion kaum Unterschiede zwischen den Prnp™*

-Méusen und den Prnp’
"Miusen.

Die Prnp+/+-Tiere wiesen nach Ischidmie teils etwas hohere (Initiatorcaspasen Procaspase 8
und Caspase 10; Effektorcaspase 6), teils niedrigere [Initiatorcaspasen 8 und 9;
Effektorcaspase 3 (aktiviert)] und teils anndhernd gleiche Caspase-Level [Effektorcaspasen 3
(gesamt) und 7], verglichen mit dem Shamzustand, auf. Hier zeigte sich weder Trend noch
Signifikanz. In den Prnp”-Miusen fanden sich nach Ischimie hohere Level der
Initiatorcaspasen (Pro)caspase 8, Caspase 9 und 10 sowie der Effektorcaspasen 3 (aktiviert
und gesamt), 6 und 7 als im Shamzustand (ein Trend ergab sich hier beziiglich der
unterschiedlichen Expression der Initiatorcaspase Procaspase 8 und der Effektorcaspasen 6
und 7).

In der ANOVA zeigten sowohl die Expressionslevel der Initiatorcaspasen (Pro)caspase 8 und
Caspase 10 als auch die Expressionslevel der Effektorcaspasen 3, 6 und 7 signifikante
Unterschiede zwischen den vier Mausgruppen, wobei die Expressionsunterschiede bei den
Effektorcaspasen 3 und 7 hoch signifikant waren.

[Alle Apoptose-Caspasen in der Summe waren sowohl im Shamzustand als auch nach
Ischdmie in den Prnp” “-Méusen hoch signifikant stirker exprimiert als in den Prnp'/ -Méusen.
In der Summe zeigten die Apoptose-Caspasen in den Prnp”-Miusen nach Ischdmie einen
hoch signifikanten Anstieg gegeniiber dem Shamzustand. In den Prnp”*-Méusen fand sich bei
Summierung der Werte aller Caspasen kein signifikanter Unterschied zwischen Shamzustand

und Ischdmie (Abbildung 30)].
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Summe Pmmp ™" | Prnp™

aller Sham Sham
(N=21) | (N=35)

Apoptose-

Caspasen

Median 1,17 0,92

StabW 0,53 0,19

+

Prnp’
[schamie
(N=35)

1,22

b

0,43

Prnp™
[schamie
(N=35)

0,22

Signifikanz

Prnp " Sham>Prnp ™~
Sham (p = 0,0009)

Prnp " Ischimie>Prnp™”
I[schdamie (p = 0,01)

Prnp” Ischdmie>Prnp™”
Sham (p = 0,00023)

Abbildung 30: Summe aller Apoptose-Caspasen (Beschreibung im Text)

Trend

Uberblick: Inflammatorische Caspasen: Neben den Apoptose-Caspasen ist die Gruppe der

inflammatorischen Caspasen (Caspasen 4, 5, 11, 12 und 13) von Interesse, da sie in die

Reifung von Cytokinen involviert sind. Von ihnen wurden die Caspasen 4, 5, 11 und 12 in

dieser Arbeit untersucht. Es wurden folgende Intensititen ermittelt (Abbildung 31, Abbildung

32, Abbildung 33, Abbildung 34):

Caspase Pmp”" | Pmp | Pmp”* | Pmp” Signifikanz Trend
4 Sham - Ischdmie | Ischimie
(N=3) | Sham | (N=5) (N=5)
(N=5)

Median 2,94 0,88 | 2,20 1,12 Prnp"“Ischimie>Prnp” | ANOVA
MIschidmie (p=0,05) (p=0,06)

StabW 1,18 027 0,83 0,61 - -

SEM 0,68 0,12 | 0,37 0,27 - -
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Abbildung 31: Caspase 4 (Beschreibung im Text)
Caspase | Pmp”" | Pmp | Pmp™" Prnp”” Signifikanz | Trend
5 Sham F Ischimie | Ischdmie

(N=3) Sham | (N=5) (N=5)
(N=5)
Median 0,95 0,80 | 1,13 0,97 - Prnp” Ischdmie>Prnp™
Sham (p=0,1)
StabW 0,61 0,13 0,25 0,23 - -
SEM 0,35 0,06 0,11 0,10 - -
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Abbildung 32: Caspase 5 (Beschreibung im Text)
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Caspase | Pmp™" Prnp™” Prnp Prnp”” Signifikanz Trend
11 Sham Sham Ischidmie Ischidmie
(N=3) (N=5) (N=5) (N=5)
Median 1,00 0,83 1,15 1,06 ANOVA -
(p=0,04)
StabW 0,21 0,16 0,06 0,19 - -
SEM 0,12 0,07 0,03 0,08 - -
Caspase 11
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Abbildung 33: Caspase 11 (Beschreibung im Text)
Caspase Prnp " Prnp”” Prnp " Prnp”” Signifikanz | Trend
12 Sham (N=3) | Sham Ischdmie Ischdmie

(N=5) (N=5) (N=5)

Median 1,11 0,94 1,24 0,97 - -
StabW 0,27 0,16 0,31 0,19 - -
SEM 0,15 0,07 0,14 0,09 - -
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Abbildung 34: Caspase 12 (Beschreibung im Text)

Zusammenfassung: Inflammatorische Caspasen:

Die inflammatorischen Caspasen 4, 5, 11 und 12 zeigten nach Shambehandlung und nach
Ischimiebehandlung in den Prnp”*-Miusen hohere Proteinlevel als in den Prnp”-Méusen (ein
Trend ergab sich beziiglich der unterschiedlichen Expression der Caspase 4 nach
Ischimiebehandlung). In den Prnp”*-Tieren wiesen die Caspasen 5, 11 und 12 nach
Ischimiebehandlung etwas hohere Level als nach Shambehandlung auf. Caspase 4 war in den
Prnp”"-Ischdmietieren etwas schwicher exprimiert als in den Prnp”*-Shamtieren
(Unterschiede nicht signifikant).

In den Prnp™"-Tieren zeigten die Caspasen 4, 5 und 11 nach Ischimiebehandlung etwas héhere
Level als nach Shambehandlung (ein Trend ergab sich hier beziiglich der unterschiedlichen
Expression der Caspase 5). Die Caspase 12-Level unterschieden sich kaum zwischen den
Prnp”"-Ischimietieren und den Prnp”-Shamtieren.

In der ANOVA ergab sich in Bezug auf die Expressionsunterschiede der Caspase 4 zwischen
den vier Mausgruppen ein Trend und in Bezug auf die Expressionsunterschiede der Caspase

11 eine Signifikanz.

2.1.2. Weitere pro-apoptotische Proteine

Ubersicht: Als weitere pro-apoptotische Proteine, die in die Ischimie- und Bax-induzierte
Apoptose involviert sind, wurden in dieser Arbeit die Proteine Bcl-10, SMAC/Diablo
(SMAC: Second Mitochondria-derived Activator of Caspases), ARTS (Apoptosis-Related
Protein in the TGF-B Signalling pathway), AIF (Apoptosis Inducing Factor), PAR4 (Prostate
Apoptosis Response 4) und p53 untersucht. Abbildung 35 stellt die Einfliisse der Proteine
Bcl-10, SMAC/Diablo, ARTS, AIF, PAR4 und p53 auf die Ischdmie-induzierte Apoptose dar.
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Abbildung 35: Einflisse von Bcl-10, SMAC/Diablo, PAR4, p53 und AlF auf die Ischdmie-induzierte

Apoptose-Caspase-Kaskade (*=Trend im t-Test; **=Signifikanz im t-Test; *=Trend in der ANOVA;
**=Signifikanz in der ANOVA)

—> Aktivierung 4' Hemmung

2.1.2.1. SMAC/Diablo

Im Rahmen der Bax-induzierten Apoptose kommt es durch Perforation der &duBeren
Mitochondrienmembran zur Freisetzung des Proteins SMAC/Diablo aus den Mitochondrien.
SMAC/Diablo kann daraufhin die IAPs (Inhibitoren der Apoptose-Proteine) neutralisieren
und so verhindern, dass die Apoptosekaskade zu einem spéteren Zeitpunkt gehemmt wird. Fiir

SMAC/Diablo zeigten sich folgende Intensitéten (Abbildung 36):

SMAC/Diablo | Prnp” | Pmp~ | Pmp™* Prnp™” Signifikanz = Trend

Sham - Ischdmie | Ischidmie
(N=3) | Sham | (N=5) (N=5)
(N=5)
Median 1,13 0,99 | 1,10 0,97 - Prnp " Ischamie>Prnp””
Ischdmie (p=0,06)
StabW 0,21 030 | 0,15 0,11 - -
SEM 0,12 0,13 0,07 0,05 - -
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Abbildung 36: SMAC/Diablo (Beschreibung im Text)

Nach Shambehandlung und nach Ischdmie waren die SMAC/Diablo-Proteinlevel in den
Prnp”"-Tieren etwas hoher als in den Prnp'/ “-Tieren (Trend in den Ischdmiegruppen).
Zwischen den Shamtieren und den Ischimietieren fanden sich weder in der Prnp*-

Mausgruppe noch in der Prnp”~-Mausgruppe signifikante Unterschiede.

2.1.2.2. ARTS

ARTS (Apoptosis-Related Protein in the TGF- Signaling pathway) ist ein pro-apoptotisches
Protein, welches bei Stimulation des Zelltodesrezeptors TGF- - und in geringerem Ausmal3
auch bei anderen Apoptosestimuli - aus den Mitochondrien freigesetzt wird und {iber
Aktivierung der Caspase 3 zur Apoptose fiihrt.

Fiir ARTS ergaben sich folgende Intensititen (Abbildung 37):

ARTS | Pmp™* Pmp” | Pmp ™" Prnp™” Signifikanz | Trend
Sham Sham Ischdmie Ischdmie
(N=3) (N=5) | (N=5) (N=5)
Median | 2,45 0,95 1,31 1,00 ANOVA -
(p=0,02)
StabW | 1,73 0,35 0,17 0,37 - -
SEM 1,00 0,16 0,07 0,17 - -
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Abbildung 37: ARTS (Beschreibung im Text)

Nach Sham- und nach Ischdmiebehandlung war ARTS in den Prnp” “-Méusen stirker
exprimiert als in den Prnp”-M#usen, wobei sich der Unterschied nach Shambehandlung
starker darstellte. Nach Ischdmie fand sich in den Prnp+/+-Méiusen ein geringerer ARTS-Level
als nach Shambehandlung. In den Prnp”"-Miusen unterschied sich die ARTS-Expression nach
Shambehandlung kaum von der ARTS-Expression nach Ischdmie. In der ANOVA ergab sich
in Bezug auf die ARTS-Expressionsunterschiede zwischen den vier Mausgruppen eine

Signifikanz.

2.1.2.3. PAR4 (Prostate Apoptosis Response 4)

PAR4 ist ein pro-apoptotisches Protein, das in Ischdmie/Stress- und Glutamat-induzierte
Apoptosekaskaden involviert ist. Transiente Frontalhirnischdmie, Sauerstoffradikale und
Calciumeinstrom fiihren zur verstiarkten Expression von PAR-4. PAR-4 kann die Aktivierung
des Transkriptionsfaktors NF-kB unterdriicken und so zu einer Mindersynthese der anti-
apoptotischen Faktoren Bcl-2 und Bcl-xq) filhren. AuBlerdem beeintrachtigt PAR-4 die
mitochondriale Funktionalitit und verstirkt die Caspase-8-Aktivierung. Fiir PAR4 wurden

folgende Intensitdten ermittelt (Abbildung 38):

PAR4 Prnp ™" Pmp” | Prp™” Prnp™” Signifikanz | Trend
Sham Sham | Ischdmie | Ischdmie
(N=3) (N=5) | (N=5) (N=5)

Median | 1,30 0,99 1,12 1,14 - Prnp™

Ischdmie>Prnp””
Sham (p=0,09)
StabW | 0,23 0,23 0,54 0,15 - -
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Abbildung 38: PAR4 (Beschreibung im Text)

PAR4 war im Shamzustand in den Prnp”"-Tieren etwas stirker exprimiert als in den Prnp'/ -
Tieren. Nach Ischidmie fanden sich annihernd gleiche PAR4-Proteinlevel in den Prnp”*- und
Prnp”-Méusen. In den Prnp”-Tieren stieg der PAR4-Expressionslevel nach
Ischimiebehandlung gegeniiber dem Shamzustand an (Trend). In den Prnp”*-Tieren fiel der

PARA4-Proteinlevel nach Ischdmiebehandlung gegeniiber dem Shamzustand leicht ab.

2.1.2.4. Apoptosis Inducing Factor (AIF)

AIF gehort wie SMAC/Diablo und Cytochrom C zu den pro-apoptotischen Faktoren, die bei
Ischdmie- und  Bax-induzierter = Apoptose  durch  Perforation der  dufleren
Mitochondrienmembran aus den Mitochondrien freigesetzt werden. AIF wies folgende

Intensitdten auf (Abbildung 39):

AIF (Apoptosis | Pmp™* Pmp” | Prmp”* Prnp™”” Signifikanz | Trend
Inducing Sham Sham Ischdamie Ischdmie

(N=3) (N=5)  (N=5) (N=5)
Factor)
Median 1,26 0,93 1,36 1,63 - -
StabW 0,88 0,13 0,36 0,58 - -
SEM 0,51 0,06 0,16 0,26 - -
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Abbildung 39: AIF (Beschreibung im Text)

Nach Shambehandlung zeigte AIF in den Prnp” “-M#usen etwas hohere Level als in den Prnp
"-Mzusen. Nach Ischimie fanden sich in den Prnp”-Miusen etwas hdhere AIF-Level als in
den Prnp+/+-Méiusen. Bei den Prnp+/+-Tieren und bei den Prnp'/'-Tieren waren die AIF-Level
in den Ischimietieren etwas hoher als in den Shamtieren, wobei in den Prnp”-Tieren ein

starkerer Anstieg nach Ischdmiebehandlung zu verzeichnen war.

2.1.2.6. p53 (siehe C. Ergebnisse, 3.2.4. Proteine, die sowohl antiproliferativ als auch pro-
apoptotisch wirken: p53)

2.1.3 Anti-apoptotische Proteine

Ubersicht: Von den anti-apoptotischen Komponenten, die in Bax- und Ischéimie/Stress-
induzierte Apoptose involviert sind, wurden in dieser Arbeit die Proteine Bcel-x(1), DAPK und
Cystatin A untersucht. Abbildung 40 stellt die Einfliisse von Bcl-x1), DAPK und Cystatin A

auf die Bax-induzierte Apoptose dar.
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Abbildung 40: Einflusse der untersuchten anti-apoptotischen Proteine auf die Ischdmie-induzierte
Apoptose-Caspase-Kaskade (*=Trend im t-Test; **=Signifikanz im t-Test; *=Trend in der ANOVA;
**=Signifikanz in der ANOVA)
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2.1.3.1. Bcl-x und Bcel-x.

Bcl-x ist ein Protein der Apoptose-regulierenden Bcl-2 Familie.

Das Bcl-x Gen kann durch alternatives Splicen fiir zwei verschiedene Proteine kodieren: Fiir
das pro-apoptotische Bcl-xg und fiir das anti-apoptotische Bcl-x;. Das pro-apoptotische Bel-xg
findet sich in hoher Konzentration in Zellen mit einem hohen Umsatz wie heranreifenden
Lymphozyten; das anti-apoptotische Bcl-xp findet sich hauptsdchlich in langlebigen
postmitotischen Zellen wie adultem Hirngewebe.

Bcl-xp antagonisiert die pro-apoptotische Wirkung von Bax und unterbindet die Freisetzung
pro-apoptotischer Proteine wie SMAC/Diablo und Cytochrom C aus den Mitochondrien. Bcl-
x;, hemmt unter anderem die Angliederung von Bax an die Mitochondrien, seine
Konformationsdnderung sowie seine Oligomerisierung.

Bcl-x und Bel-xg zeigten folgende Intensititen (Abbildung 41, Abbildung 42):
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Bcl-x Pmp”" | Pmp” | Pmp”” Prnp™” Signifikanz Trend
Sham Sham | Ischdmie | Ischdmie
(N=3) (N=5) | (N=5) (N=5)

Median @ 1,28 1,06 1,27 0,84 Prnp " Ischimie>Prnp” | ANOVA
Ischimie (p=0,05) (p=0,1)
StabW | 0,59 0,19 | 0,09 0,28 - -

SEM 0,34 0,08 0,04 0,12 - -

Bcl-x

2 p=0,05
1,8 - | |
1,6 -
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0,8 1
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Abbildung 41: Bcl-x (Beschreibung im Text)

Bcl-x, | Pmp™™ | Prp”™ | Pmp ™" Prnp” Signifikanz | Trend
Sham Sham | Ischdmie | Ischdmie
(N=3) (N=5) | (N=5) (N=5)

Median | 0,94 0,81 1,11 0,99 - Prnp Ischdmie>Prnp™
Ischidmie (p=0,08)
ANOVA (p=0,08)
StabW | 0,41 0,10 | 0,14 0,19 - -

SEM 0,24 0,04 0,06 0,08 - -

84



C. Ergebnisse

BC'-XL
S 16 0p=0,08
©
§ - 1,4 | |
n g 1,2 -
~ 2 T
¥ % 1
&< 08 T
T
o O i
25 e
= 2041
=W
c
9 0 \
c

Prnp+/+ Sham  Prnp-/- Sham Prnp+/+ Isch Prnp-/- Isch

Abbildung 42: Bcl-x, (Beschreibung im Text)

Zusammenfassung: Bcl-x und Bel-x;:

Nach Sham- und Ischimiebehandlung fanden sich in den Prnp”"-Tieren héhere
Expressionslevel der Bax-antagonisierenden Proteine Bel-x und Bel-x als in den Prnp”-
Tieren (nach Ischdmiebehandlung war der Unterschied beziiglich der Bcl-x-Expression
signifikant und ergab einen Trend in Bezug auf die Bcl-x; -Expression). Die Bcl-x-Expression
war etwa gleich zwischen den Prnp™-Ischdmietieren und den Prnp”*-Shamtieren. Sie war
etwas niedriger in den Prnp”-Ischimietieren als in den Prnp”"-Shamtieren.

Die Bcl-xi-Expression war in den Prnp+/+-Tieren und in den Prnp'/'-Tieren nach
Ischimiebehandlung etwas hoher als nach Shambehandlung.

In der ANOVA ergab sich sowohl beziiglich der Bcl-x- als auch beziiglich der Bel-x;-

Expressionsunterschiede zwischen den vier Mausgruppen ein Trend.

2.1.3.2. DAPK (Klon DAPK 55)

DAPK ist eine Calcium/Calmodulin abhédngige Serin/Threonin-Kinase. In der Maus konnten
zwel Formen der DAPK identifiziert werden (DAPK-o und DAPK-f). Beide murinen DAPK-
Formen wirken, im Gegensatz zur humanen DAPK, allerdings nicht pro-apoptotisch.
Wihrend die murine DAPK-a wenig Effekt auf TNF-o vermittelte Apoptose hat, besitzt die
DAPK-B einen starken cytoprotektiven Effekt auf TNF-a behandelte Zellen. Dies kommt
durch eine Inhibierung der Aktivitit der Caspasen 3 und 9 sowie eine Hemmung der
mitochondrialen Cytochrom C-Freisetzung zustande. Fiir die murine DAPK fanden sich

folgende Intensititen (Abbildung 43):
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DAPK Prnp+/ ’ Prnp'/' Pranr/Jr Prnp'/ i Signifikanz | Trend
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Abbildung 43: DAPK (Beschreibung im Text)

DAPK zeigte nach Shambehandlung in den Prnp” “-Miusen eine stirkere Expression als in
den Prnp”-Méusen (Trend). Nach Ischimiebehandlung war die DAPK-Expression in den
Prnp”"-Miusen geringfiigig héher als in den Prnp”-Mausen. Bei den Prnp”*-Mausen bestand
kein Unterschied zwischen den Ischdmietieren und den Shamtieren in Bezug auf die DAPK-
Expression. Bei den Prnp'/ -Méusen wiesen die Ischdmietiere etwas hohere DAPK-Level als

die Shamtiere auf.

2.1.3.3. Cystatin A

Cystatin A ist ein Cystein-Protease-Inhibitor. Als anti-apoptotisches Protein schiitzt Cystatin
A vor UV-induzierter Apoptose durch Hemmung der Caspase 3-Aktivitit.
Fiir Cystatin A wurden folgende Intensitdten ermittelt (Abbildung 44):
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Cystatin A | Pmp”" | Pmp” | Pmp"" Prnp™” Signifikanz Trend
Sham Sham Ischdmie | Ischamie
(N=3) | (N=5) | (N=5) (N=5)
Median 1,30 0,90 1,15 0,99 Prnp”*Sham>Prnp”~ | -
Sham (p=0,03)
StabW 0,05 0,21 0,86 0,17 - -
SEM 0,03 0,10 0,38 0,07 - -
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Abbildung 44: Cystatin A (Beschreibung im Text)

Cystatin A war nach Shambehandlung in den Prnp”*-Musen signifikant stirker exprimiert
als in den Prnp'/ -Méusen. Nach Ischdmie fanden sich etwas hohere Cystatin A-Level in den
Prnp”"-Méusen als in den Prnp”-Miusen. Bei den Prnp”*-Tieren waren die Cystatin A-Level
nach Ischimiebehandlung etwas niedriger als nach Shambehandlung. Bei den Prnp™-Tieren

war Cystatin A in den Ischdmietieren etwas stirker exprimiert als in den Shamtieren.

2.1.4. Proteine mit pro- und anti-apoptotischer Wirkung

Ubersicht: Die Proteine DAXX (death domain associated protein xx) und Bcl-10 besitzen
sowohl pro- als auch anti-apoptotische Einfliisse. Abbildung 45 stellt die Einfliisse von

DAXX und Bcl-10 auf die Apoptose dar.
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Abbildung 45: Einflisse von DAXX und Bcl-10 auf die Apoptose-Caspase-Kaskade (*=Trend im t-Test;
**=Signifikanz im t-Test; *=Trend in der ANOVA,; **=Signifikanz in der ANOVA)
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2.1.4.1. DAXX

Eine Uberexpression von DAXX kann einerseits die FAS-vermittelte Apoptose verstirken
und die Jun N-terminal Kinase (JNK) aktivieren.

Andererseits sensibilisiert eine Hemmung der DAXX-Synthese die Zellen gegeniiber FAS-
und Stress-induzierter Apoptose, die einhergeht mit Caspase-Aktivierung (unter anderem
Caspasen 8 und 3), Cytochrom C-Freisetzung und JNK-Aktivierung.

Fiir DAXX ergaben sich folgende Intensititen (Abbildung 46):
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Abbildung 46: DAXX (Beschreibung im Text)

Die DAXX-Proteinlevel waren in den Prnp"*-Shamméusen signifikant héher als in den Prnp

"-Shammaiusen. Nach Ischimiebehandlung zeigte sich wenig Unterschied zwischen den

Prnp”*-Tieren und den Prnp”-Tieren. In den Prnp”-Ischidmietieren fanden sich signifikant

héhere DAXX-Level als in den Prnp”-Shamtieren. Bei den Prnp”*-Tieren unterschied sich

der DAXX-Expressionslevel zwischen den Sham- und Ischédmietieren nicht.

2.1.4.2. Bcl-10

Bcl-10 kann iiber die Induktion des Transkriptionsfaktors NF-xB, welcher die Transkription

pro- und anti-apoptotischer Proteine aktivieren kann, sowohl pro- als auch anti-apoptotische

Effekte entfalten. Fiir Bcl-10 ergaben sich folgende Werte (Abbildung 47):
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Bcl-10 | Pmp™" Sham | Prnp™ Prnp " Prnp” Signifikanz Trend
(N=3) Sham Ischdmie Ischdmie
(N=5) (N=5) (N=5)
Median | 1,19 0,83 1,15 0,95 ANOVA
(p=0,02)
StabW | 0,27 0,19 0,04 0,16 -
SEM 0,15 0,08 0,02 0,07 -
Bcl-10

E 1,60 -

s 1,40 -

" § 1,20 -

]

T3 1,00 T T

&£ 080-

g“g 0,60 -

= 2 040+

7 “ 0,20 -

8 0100 1 I I I 1

£

Prnp+/+ Sham Prnp-/- Sham Prnp+/+Isch  Prnp-/- Isch

Abbildung 47: Bcl-10 (Beschreibung im Text)

Bcl-10 war nach Sham- und nach Ischimiebehandlung in den Prnp”*-Mausen stirker
exprimiert als in den Prnp”-M&usen. Nach Ischimiebehandlung stieg der Bel-10-Level in den
Prnp'/ -Méusen gegeniiber dem Shamzustand leicht an, wahrend er sich in den Pran "-M#usen
nach Ischdmiebehandlung kaum gegeniiber dem Shamzustand verédnderte. In der ANOVA
ergab sich eine Signifikanz in Bezug auf die unterschiedlichen Bcl-10-Expressionslevel in den

vier Mausgruppen.

2.2. Zellzyklus-assoziierte Proteine

In dieser Arbeit wurden mehrere zellproliferationsférdernde und antiproliferative Proteine in
Bezug auf ihre Expressionslevel untersucht. Speziell die Zellzyklus-Proteine des
Cdk/Rb/E2F-Signalwegs (Abbildung 48) zeigten Auffilligkeiten beim Vergleich der vier
Mausgruppen.

2.2.1. Zellproliferative Proteine

Ubersicht: Zu den untersuchten proliferationsfordernden Proteinen des Cdk/Rb/E2F-
Signalwegs gehoren im Einzelnen die Phosphatase Cdc25, die ,,Cyclin Dependent Kinasen*

Cdk4 und Cdk®, die Proteine Cyclin D;, Retinoblastom-phospho (Rbp) und Cyclin A.
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Cdc25 aktiviert den Cdk4/Cdk6/Cyclin D-Komplex. Der aktivierte Cdk4/Cdk6/Cyclin D;-
Komplex phosphoryliert das Retinoblastom-Protein und aktiviert so den Transkriptionsfaktor
E2F, der die Expression von Genen fiir DNA-Replikation und Zellproliferation einleitet.
Eines der durch E2F aktivierten Gene ist das Cyclin A-Gen.

Abbildung 48 stellt die Zusammenhinge zwischen den untersuchten proliferationsfordernden
Zellzyklusproteinen dar.

Stress

DNA-Damage

B
’ Cdkfl/’; \ Cyclin 01‘

* k%
| E2F , Cyclin A,
Transkriptionshemmung Transkriptionsaktivierung E2F etc.
Zellzyklusarrest Zellproliferation
Zellkern

Abbildung 48: Einflisse der untersuchten proliferationsfordernden Zellzyklusproteine auf den
Cdk/Rb/E2F-Signalweg (*=Trend im t-Test; **=Signifikanz im t-Test; *=Trend in der ANOVA;
**=Signifikanz in der ANOVA,; P=phoshoryliert)

—» Aktivierung 4{ Hemmung

———— ‘| Hemmung iiber
Zwischen-
schritte

Die untersuchten zellproliferationsfordernden Proteine zeigten folgende Intensititen
(Abbildung 49, Abbildung 50, Abbildung 51, Abbildung 52, Abbildung 53, Abbildung 54,
Abbildung 55):
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Cdc25 Prnp ™" Prnp™” Prnp ™" Prnp”” Signifikanz | Trend
Sham Sham Ischdmie Ischdmie
(N=3) (N=5) (N=5) (N=5)
Median 1,77 1,15 1,25 0,97 - -
StabW 0,44 0,43 1,51 0,11 - -
SEM 0,26 0,19 0,68 0,05 - -
Cdc25

S 250

©

8 o 2,00 -

IR~

18

+ 1,50 -

= |

B G 1,00 - ES

=

® o 0,50 -

[2)

c

= 0,00 - \ \ \

£

Prnp+/+ Sham Prnp-/- Sham  Prnp+/+ Isch Prnp-/- Isch

Abbildung 49: Cdc25 (Beschreibung im Text)

Cdk4 | Pmp”* Pmp” | Pmp™* Prnp™” Signifikanz Trend
Sham Sham Ischdmie | Ischdmie
(N=3) (N=5) | (N=5) (N=5)
Median | 1,08 0,97 1,07 0,96 Prnp " Ischamie>Prnp””
Ischidmie (p=0,04)
StabW | 0,08 0,32 0,08 0,10 - -
SEM 0,04 0,14 0,04 0,04 - -
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1,15
1,10
1,05 -
1,00 ~
0,95

Error of the Mean)

0,90 +

Intensitat (Median +/- Standard

0,85 i

Cdk4

p=0,04

Prnp+/+ Sham Prnp-/- Sham

Prnp+/+ Isch Prnp-/- Isch

Abbildung 50: Cdk4 (Beschreibung im Text)

Cdké | Prp™”
Sham
(N=3)

Median | 2,17

StabW | 0,35
SEM 0,20

3,00 -
2,50 +
2,00 -
1,50 -
1,00 -

Error of the Mean)

0,50 -

Prnp'/'
Sham
(N=5)

1,10

0,45
0,20

p=0,03

Pmp+/+
Ischdamie
(N=5)

1,43

1,80
0,80

Cdk6

Prnp™ Signifikanz Trend

Ischdmie

(N=5)

1,09 Prnp”"Sham>Prnp ™~ -
Sham (p=0,03)

3,03 - -

1,36 - -

Intensitat (Median +/- Standard

0,00

Prnp+/+ Sham Prnp-/- Sham

Prnp+/+ Isch Prnp-/- Isch

Abbildung 51: Cdké (Beschreibung im Text)
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Cyclin
D,

Median
StabW
SEM

Intensitat (Median +/- Standard
Error of the Mean)

3,00 -
2,50 +
2,00 -
1,50 -
1,00 -
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0,00 -

Prnp+/+
Sham
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1,11
2,17
1,25

Prnp'/ i Prnp+/ " Prnp'/'

Sham Ischimie Ischimie

(N=5) (N=5) (N=5)

1,24 0,97 0,91
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0,92 0,09 0,11
Cyclin D,

Prnp+/+ Sham Prnp-/- Sham

Signifikanz | Trend

Prnp+/+ Isch Prnp-/- Isch

Cyclin
A
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StabW
SEM

Abbildung 52: Cyclin D, (Beschreibung im Text)

Prnp+/ i
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0,88

0,23
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Prnp+/+
Ischimie
(N=5)
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0,15

Prnp™” Signifikanz

Ischdamie

(N=5)

1,03 Prnp " Ischidmie>Prnp
Ischamie (p=0,05)
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0,13 -
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(p=0,1)

ANOVA (p=0,09)
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Cyclin A
p=0,1 p=0,05
T 160 |
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% LI:J 0,40 -
‘© 0,20 -
c
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- Prnp+/+ Sham Prnp-/- Sham  Prnp+/+ Isch Prnp-/- Isch
Abbildung 53: Cyclin A (Beschreibung im Text)
Retino- Prp ™" Pmp” | Pmp™* Prnp™” Signifikanz Trend
blastoma- Sham Sham Ischdmie Ischdmie
(N=3) (N=5) (N=5) (N=5)
phospho
(Rbp)
Median 1,02 0,91 0,62 0,62 Prnp™” -
Sham>Prnp™
Ischdmie
(p=0,05)
StabW 0,14 0,12 0,57 0,31 - -
SEM 0,08 0,06 0,25 0,14 - -
Retinoblastoma-phospho (pS795)
p=0,05
212 |
=
gz T
]
+208- i
§< 06
B 5
=3 § 0,4 -
SWo2-
[%2)
c
2 0 ‘
= Prnp+/+ Sham  Prnp-/- Sham Prnp+/+ Isch Prnp-/- Isch

Abbildung 54: Retinoblastoma-phospho (Beschreibung im Text)
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E2F Prnp+/ ’ Prnp'/ i Pranr/Jr Prnp'/ i Signifikanz | Trend
Sham Sham Ischédmie Ischidmie
(N=3) (N=5) (N=5) (N=5)
Median | 1,20 0,99 1,04 1,08 - -
StabW | 0,09 0,17 0,57 0,31 - -
SEM 0,09 0,13 0,05 0,05 - -
E2F
b= 1,40 -
S
§ = 1,20 _|_ .
" 8 1,00 -
=
5 @ 0,80 ~
T %5 0,60 -
<5 040 -
©
Z% 020
5
£ 0,00 - ‘

Prnp+/+ Sham Prnp-/- Sham  Prnp+/+ Isch Prnp-/- Isch

Abbildung 55: E2F (Beschreibung im Text)

Zusammenfassung: Zellproliferationsfordernde Proteine:

Cdc25, Cdk4/6, Rbp, E2F und Cyclin A waren nach Shambehandlung im Hirn der Prnp™*-

Miuse stirker exprimiert als im Hirn der Prnp”-Mause (ein signifikanter Unterschied ergab
sich beziiglich der Cdk6-Expression). Cyclin D, zeigte bei sehr hoher Standardabweichung
nach Shambehandlung etwas hohere Proteinlevel in den Prnp'/ "-Miusen als in den Prnp™-
Miusen. Nach Ischimiebehandlung fanden sich im Hirn der Prnp”'-Tiere hdhere
Expressionslevel der Proteine Cdc25, Cdk4/6, Cyclin D, und Cyclin A als im Hirn der Prnp””
Maiuse (signifikante Unterschiede ergaben sich beziiglich der Cdk4- und Cyclin A-
Expression). Das Rbp und der Transkriptionsfaktor E2F zeigten nach Ischdmie kaum

Unterschiede zwischen Prnp™*- und Prnp”-Miusen.

Cdc25, Cyclin D; und Rbp waren in den Shammaiusen etwas stirker exprimiert als in den
Ischimieméusen (ein signifikanter Unterschied ergab sich beziiglich der Rbp-Expression

zwischen den beiden Prnp”-Mausgruppen).
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Cdk4 wies in den Prnp”*- und in den Prnp”-Gruppen kaum Unterschiede zwischen den
Ischdmie- und Shammaéusen auf.

Cdk6 war in den Prnp”-Shammiusen etwas stirker exprimiert als in den Prnp™*-
Ischimiemiusen. In den Prnp”-Mausgruppen zeigte Cdk6 kaum Unterschiede zwischen den
Sham- und Ischdmiemiusen.

E2F zeigte in den Prnp+/+-Méiusen nach Shamoperation etwas hohere und in den Prnp'/ -
Maiusen etwas niedrigere Level als nach Ischdmiebehandlung.

Cyclin A wies hohere Expressionslevel in den Ischdmieméusen als in den Shammé&usen auf

(Trend zwischen den beiden Prnp”*-Mausgruppen).

2.2.2. Antiproliferative Proteine

Ubersicht: Von den antiproliferativen Proteinen des Cdk/Rb/E2F-Signalwegs wurden in
dieser Arbeit die Kinasen Chkl, Chk2, das Protein p57kip2 und die Histondeacetylase 1
(HDAC 1) untersucht.

Die Kinasen Chkl/2 hemmen die Phosphatase Cdc25 und damit die Aktivierung des
Cdk4/Cdk6/Cyclin D;-Komplexes. Dies fiihrt zu einer verminderten Phosphorylierung des Rb
und hemmt so die Aktivierung des Transkriptionsfaktors E2F. Histondeacetylase 1 (HDAC 1)
verhindert ebenfalls die Aktivierung des Transkriptionsfaktors E2F. P57""* hemmt den
Cdk2/Cyclin E-Komplex, wodurch es zur Minderphosphorylierung des Rb-Proteins und zur
Minderaktivierung von E2F kommt.

Abbildung 56 stellt die Einfliisse der untersuchten antiproliferativen Proteine auf den

Cdk/Rb/E2F-Signalweg dar.
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Transkriptionsaktivierung
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Zellkern
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Cyclin A/D,
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Abbildung 56: Einflisse der antiproliferativen Proteine auf den Rb-E2F-Signalweg (*=Trend im t-Test;
**=Signifikanz im t-Test; *=Trend in der ANOVA; **=Signifikanz in der ANOVA; P=phoshoryliert)

—» Aktivierung

‘{ Hemmung

Fiir die untersuchten antiproliferativen Proteine wurden folgende Intensitdten ermittelt

(Abbildung 57, Abbildung 58, Abbildung 59, Abbildung 60):

Chkl | Pmp™”*

Sham

(N=3)
Median | 0,77
StabW | 0,29
SEM 0,17

Prnp'/ i

Sham
(N=5)

0,91
0,60
0,27

Prnp”" Ischimie
(N=5)

1,01

0,20
0,09

Prnp'/ " Ischdmie | Signifikanz | Trend
(N=5)

0,94 - -

0,16 - -
0,07 - -
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Abbildung 57: Chkl (Beschreibung im Text)

Chk2 | Pmp"”" | Pmp” | Pmp™" Prnp”” Signifikanz Trend
Sham Sham | Ischdmie | Ischimie
(N=3) (N=5) | (N=5) (N=5)
Median | 0,82 0,97 1,03 0,99 Prnp+/+Ischéimie>Prnp+/+Sham -
(p=0,05)
StabW | 0,07 0,40 0,18 0,18 - -
SEM 0,04 0,18 0,08 0,08 - -
Chk2
p=0,05
S 1,40
S 120
c — )
o § 1,00 - T T
=
g2 2%
T %5 0,60 -
< 5 040 -
>
=020 -
c
% 0,00 - ‘
- Prnp+/+ Sham Prp-/- Sham  Prnp+/+ Isch Prnp-/- Isch
Abbildung 58: Chk2 (Beschreibung im Text)
p57“"% | Prnp”* Prnp™” Prnp ™" Prnp™” Signifikanz Trend
Sham Sham Ischdmie Ischdmie
(N=3) (N=5)
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(N=5) (N=5)

Median | 0,75 0,99 0,85 0,77 Prnp”"Sham>Prnp”~ | -
Ischédmie (p=0,05)
StabW | 0,25 0,24 0,18 0,16 - -
SEM | 0,15 0,11 0,08 0,07 - -
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Abbildung 59: p57"P? (Beschreibung im Text)

HDAC 1 Pmp”  Pmp | Pmp™* Prnp™” Signifikanz | Trend

(Histon Sham | ” Ischdmie | Ischdmie
(N=3) | Sham | (N=5) (N=5)

Deacetylase (N=5)

1)

Median 0,94 1,01 | 0,94 1,06 - Prnp™
Ischdmie>Prnp *Ischimie
(p=0,06)

StabW 0,16 0,20 0,13 0,08 - -

SEM 0,09 0,09 0,06 0,03 - -

100



C. Ergebnisse
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Abbildung 60: HDAC 1 (Beschreibung im Text)

Zusammenfassung: Antiproliferative Proteine:

Nach Shamoperation zeigten Chk1, Chk2, p57“"* und HDAC 1 etwas héhere Level in den

Prnp”"-Miusen als in den Prnp”*-Méusen.

Nach Ischimiebehandlung wies Chk1 geringfiigig hohere Proteinlevel in den Prnp”*-Méusen
als in den Prnp”"-Méusen auf.

Der Chk2-Expressionslevel unterschied sich nach Ischimiebehandlung zwischen Prnp**- und
Prnp'/ -Méusen kaum.

P57""% wies nach Ischimiebehandlung in den Prnp”*-Tieren schwach hohere Proteinlevel als
in den Prnp”~-Tieren auf.

HDAC 1 war unter Ischdmiebedingungen im Hirn der Prnp”-Muse etwas stirker exprimiert
als im Hirn der Prnp”*-Méuse (Trend).

Der Chk1-Expressionslevel war in den Prnp”*-M#usen nach Ischimiebehandlung etwas héher
als nach Shambehandlung und unterschied sich in den Prnp”-Miusen kaum zwischen
Shamtieren und Ischédmietieren.

Die Chk2-Expression war in den Prnp”"-Méusen nach Ischimiebehandlung signifikant héher
als unter Shambedingungen. Bei den Prnp”-Miusen fand sich wenig Unterschied zwischen
Ischdmiem&usen und Shammausen in Bezug auf die Chk2-Expression.

Die Prnp”-Miuse wiesen nach Ischimiebehandlung signifikant niedrigere p57°"*Level auf
als unter Shambedingungen.

In den Prnp”"-Méusen war der p57°?

-Level nach Ischdmiebehandlung etwas hoher als nach
Shambehandlung.

Der HDAC 1-Level unterschied sich wenig zwischen Sham- und Ischdmietieren.
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2.2.3. Proteine, die sowohl proliferativ als auch antiproliferativ wirken: C-Abl

C-Abl ist eine Tyrosin-Kinase, deren physiologische Funktion vieldeutig ist. Je nach
intrazelluldrer =~ Lokalisation = kann c-Abl  proliferative/anti-apoptotische oder
antiproliferative/pro-apoptotische Effekte auf die Zelle haben. Eine zytosolische Lokalisation
hat iiberwiegend proliferative und anti-apoptotische Auswirkungen. Wird c-Abl in Folge von
zelluldirem Stress und DNA-Schiddigung in den Zellkern transloziert, wirkt es dort
antiproliferativ und pro-apoptotisch. Abbildung 61 stellt die mogliche Wirkung von c-Abl auf
Zellproliferation und Apoptose dar.

Stress

DNA-Damage | ~~J _ , |[Zellproliferation

T~.o *k k-7
Oy e
\\\\ /1
** p21°P Ai ///
’ Cdk4/6‘CycIin D i ’
(p) !

* k%
E2F Cyclin A/D,
Transkriptionshemmung Transkriptionsaktivierung E2F etc.
Zellzyklusarrest Zellproliferation
Zellkern

Abbildung 61: Mdgliche Wirkung von c-Abl auf den Cdk/Rb/E2F-Signalweg, Zellproliferation und
Apoptose (*=Trend im t-Test; **=Signifikanz im t-Test; *=Trend in der ANOVA; **=Signifikanz in der
ANOVA; P=phoshoryliert)

_— Aktivierung 4{ Hemmung

Mogliche Mogliche Hemmung
--------- »> Aktivierung iiber TR { iber
Zwischenschritte Zwischenschritte

C-Abl zeigte folgende Intensititen (Fehler! Verweisquelle konnte nicht gefunden

werden.):
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c-Abl | Pmp"”" | Prmp” | Pmp™* Prnp™” Signifikanz | Trend
Sham Sham | Ischdmie @ Ischdmie
(N=3) | (N=5) | (N=5) (N=5)

Median | 1,30 1,00 1,23 1,04 ANOVA Prnp " Ischiamie>Prnp ™
(p=0,02) Ischdmie (p=0,06)
StabW | 0,29 0,10 | 0,07 0,19 - -

SEM 0,17 0,05 0,03 0,09 - -

c-Abl

1,60 - p=0,06
1,40 - | |
1,20 -
1,00 - T
0,80 -
0,60 -
0,40 -
0,20 -
0,00 ‘ ‘
Prnp+/+ Sham Prnp-/- Sham  Prnp+/+ Isch Prnp-/- Isch

Error of the Mean)

Intensitat (Median +/- Standard

Abbildung 62: C-Abl (Beschreibung im Text)

C-Abl zeigte nach Sham- und nach Ischimiebehandlung im Hirn der Prnp”*-Méuse héhere
Expressionslevel als im Hirn der Prnp'/ -Méuse (Trend nach Ischdmiebehandlung). Die
Prnp"*-Miuse wiesen nach Ischimiebehandlung geringfiigig schwichere c-Abl-Level auf als
nach Shambehandlung. Bei den Prnp”-Miuse lieB sich wenig Unterschied zwischen den
Sham- und den Ischdmietieren in Bezug auf die c-Abl-Expression feststellen. In der ANOVA
ergab sich ein signifikanter Unterschied beziiglich der c-Abl-Expression zwischen den vier

Mausgruppen.

2.2.4. Proteine, die antiproliferativ und pro-apoptotisch wirken: p53

Ubersicht: Der Transkriptionsfaktor p53 nimmt sowohl auf den Zellzyklus als auch auf die
Bax-induzierte Apoptose stimulierenden Einfluss (siehe auch C. Ergebnisse, 2.1.2. Weitere
pro-apoptotische Proteine). Bei DNA-Schiaden kann es zudem die Proteinsynthese und den
Zellzyklus anhalten. Dies erfolgt iiber eine Expressionssteigerung des Proteins p21<",
welches den Cdk4/Cdk6/Cyclin D-Komplex hemmt und so eine Hypophosphorylierung des
Retinoblastom-Proteins sowie eine verminderte Freisetzung des Transkriptionsfaktors E2F

bewirkt. Abbildung 63 stellt den p53-induzierten Signalweg dar.
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Abbildung 63: P53-induzierter Signalweg (*=Trend im t-Test; **=Signifikanz im t-Test; *=Trend in der
ANOVA; **=Signifikanz in der ANOVA; P=phoshoryliert)

_— Aktivierung 4{ Hemmung

Aktivierung iiber
......... > Zwischenschritte

Fiir p53 ergaben sich folgende Intensititen (Abbildung 64):

p53 Prnp ™" Prnp™” Prnp ™" Prnp”” Signifikanz | Trend
Sham Sham Ischdmie Ischdmie
(N=3) (N=5) (N=5) (N=5)
Median | 0,87 0,82 0,77 0,80 - -
StabW | 0,09 0,28 0,16 0,22 - -
SEM 0,05 0,13 0,07 0,10 - -
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Abbildung 64: p53 (Beschreibung im Text)

In Bezug auf die p53-Expression zeigten sich nach Shambehandlung und nach
Ischimiebehandlung kaum Unterschiede zwischen den Prnp”"-Miusen und den Prnp”-
Maiusen. In den Prnp+/+-Méiusen fanden sich nach Ischimie etwas niedrigere p53-Level als
nach Shambehandlung. Bei den Prnp”-Tieren unterschieden sich die p53-Level kaum

zwischen den Shamtieren und den Ischamietieren.

2.3. Spezielle Proteine der neuronalen Signaltransduktion

2.3.1. NMDAR 2A

Der NMDA-Rezeptor ist ein ionotroper Rezeptor fiir den exzitatorischen Neurotransmitter
Glutamat.

Bei Aktivierung fungiert er als unselektiver Kationen-Kanal, der vor allem Natrium- und
Calciumionen in die Zelle einstromen und Kaliumionen ausstromen ldsst. Der
Calciumeinstrom durch den NMDA-Rezeptor spielt eine kritische Rolle in der synaptischen

Plastizitét, einem zelluldren Mechanismus fiir Lernen und Gedéachtnis.

Der NMDA-Rezeptor ist ein Heterodimer, bestehend aus je zwei obligatorischen NR1 und
zwei regional unterschiedlich stark exprimierten NR2-Einheiten.

Die NR2-Untereinheiten binden Glutamat und existieren in den Isoformen NR2A-NR2D. Sie
kontrollieren die elektrophysiologischen Eigenschaften des NMDA-Rezeptors. Die NR2A-

Untereinheit findet sich hauptséchlich in reifen Neuronen.
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Fiir die Proteinexpressionslevel der NR2A-Untereinheit des NMDA-Rezeptors wurden mit
Hilfe der Protein-Microarrays folgende Intensititen ermittelt (Abbildung 65):

NMDA.- Pmp™" | Pmp” | Pmp™” Prnp™” Signifikanz | Trend
Rezeptor Sham Sham | Ischdmie | Ischidmie
(N=3) | (N=5) | (N=5) (N=5)
2A
Median 0,69 1,01 0,95 0,90 - Prnp”-
Sham>Prnp """ Sham
(p=0,09)
StabW 0,09 0,24 0,20 0,29 - -
SEM 0,05 0,11 0,09 0,13 - -
NMDAR 2A
p=0,09
14 - | !
1,2 A -"
3 T

0,8 A
0,6 -
0,4
0,2 -

0 ‘ ‘
Prnp+/+ Sham  Prnp-/- Sham  Prnp+/+ Isch Prnp-/- Isch

Intensitat (Median +/- Standard
Error of the Mean)

Abbildung 65: NMDAR 2A (Beschreibung im Text)

Die Untereinheit des NMDA-Rezeptors NR2A war in der Prnp'/ ~Shammausgruppe stirker
exprimiert als in der Prnp”’-Shammausgruppe (Trend). Nach Ischimiebehandlung
unterschieden sich die NR2A-Level nur wenig zwischen den Prnp”-Méausen und den Prnp™"-
Miusen. In den Prnp”*-Miusen stieg der NR2A-Level nach Ischdmiebehandlung gegeniiber
dem Shamzustand leicht an. In den Prnp'/ -Méusen fiel der NR2A-Level nach

Ischdmiebehandlung gegeniiber dem Shamzustand leicht ab.

2.3.2. Glutaminsauredecarboxylase

Glutaminsduredecarboxylase ist ein Enzym, das die Umwandlung des exzitatorischen
Neurotransmitters Glutamat zum hemmenden Transmitter GABA (y-Amino-Buttersdure)
katalysiert.

Die Glutaminsduredecarboxylase zeigte folgende Intensititen (Abbildung 66):
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Glutaminséaure- | Pmp”" | Pmp | Pmp™" Prnp” Signifikanz | Trend
decarboxvlase Sham |~ Ischdmie | Ischdmie
y (N=3) | Sham | (N=5) | (N=5)
(N=5)

Median 0,94 1,04 092 0,99 - Prnp™”
Ischamie>Prnp™"
(p=0,08)

StabW 0,42 0,17 | 0,20 0,29 - -

SEM 0,24 0,08 0,03 0,04 - -

Glutaminséuredecarboxylase (GAD65/67)
p=0,08
1,4 | |
1,2

0,8 A
0,6 -
0,4 -
0,2 A

0 ‘ ‘
Prnp+/+ Sham  Prnp-/- Sham  Prnp+/+ Isch Prnp-/- Isch

Intensitat (Median +/- Standard
Error of the Mean)

Ischimie

Abbildung 66: Glutaminsauredecarboxylase (GAD65/67) (Beschreibung im Text)

Die Glutaminsduredecarboxylase war sowohl nach Shambehandlung als auch nach
Ischimiebehandlung (Trend) in den Prnp”-Miusen geringfiigig stirker exprimiert als in den
Prnp”*-Miusen.

Zwischen den Sham- und Ischidmietieren fanden sich kaum Unterschiede.

2.3.3. al-Syntrophin

al-Syntrophin ist ein Dystrophin-assoziiertes Adapterprotein. Dystrophin und seine
assoziierten = Proteine  wurden  urspriinglich in  der  Skelettmuskulatur  als
membranstabilisierender Proteinkomplex identifiziert. Dieser Proteinkomplex existiert auch
in vielen Nicht-Muskelzellen, einschlieBlich neuronalen Synapsen, und kann dort als Geriist
fiir intrazelluldre Signaltransduktionswege fungieren. Es kann beispielsweise an
Natriumionenkanéle binden und diese mit anderen Proteinen verkniipfen.

Im Hirngewebe ist der Wasserkanal Aquaporin 4 iiber einen ol-Syntrophin-Anker in den

perivaskuldiren Membrandominen der Astrozyten verankert. In Folge von transienter
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cerebraler Ischdmie 16st sich der AQP 4-Kanal von seinem o 1-Syntrophin-Anker, der selbst
in der Membran verbleibt. Durch Deletion des ol-Syntrophingens und vermindertes
Auftreten perivaskuldrer AQP 4-Kandle kann die Entstehung eines Hirnddems nach
transienter cerebraler Ischdmie abgeschwicht werden.

Fiir a1-Syntrophin fanden sich folgende Intensitdten (Abbildung 67):

ol- Pmp™" | Pmp | Pmp™” Prnp™” Signifikanz Trend
S hi Sham |~ Ischamie | Ischdmie
yntrophin ' \—3y | Sham | (N=5) | (N=5)
(N=5)
Median 0,90 1,08 0,95 1,16 Prnp'/' ANOVA
Ischamie>Prnp " Ischimie | (p=0,06)
(p=0,03)
StabW 0,20 0,17 0,06 0,22 - -
SEM 0,12 0,08 0,03 0,10 - -
a1-Syntrophin
p=0,03
1,4 | |
1,2 - T

0,8 -
0,6 -
0.4 -
02 -

Intensitat (Median +/- Standard
Error of the Mean)

Prnp+/+ Sham  Prnp-/- Sham  Prnp+/+ Isch Prnp-/- Isch

Abbildung 67: a1-Syntrophin (Beschreibung im Text)

a1-Syntrophin wies nach Ischimie- und nach Shambehandlung in den Prnp”-Miusen hdhere
Proteinlevel als in den Prnp” “_Msusen auf (signifikanter ~Unterschied nach
Ischimiebehandlung). Bei den Prnp”-Miusen fanden sich nach Ischidmie geringfiigig héhere
al-Syntrophin-Level als nach Shamoperation. Bei den Prnp”“-Miusen unterschieden sich
Sham- und Ischdmietiere kaum in Bezug auf ihre o 1-Syntrophin-Level. In der ANOVA zeigte
sich ein Trend in Bezug auf die unterschiedliche al-Syntrophin-Expression in den vier

Mausgruppen.
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2.3.4. Synuclein-a

Synuclein-a ist ein im Hirn exprimiertes prasynaptisches Protein, dessen Aggregation zu
unloslichen Fibrillen mit dem M. Parkinson, der multiplen Systematrophy und der Lewy-
Body-Demenz assoziiert ist. Diesem Protein wird eine toxische Wirkung auf bestimmte
Nervenzellen, vor allem auf dopaminerge Neurone der Substantia nigra, zugeschrieben, in
denen es in Form von Protofibrillen als Mitverursacher von oxidativem Stress und daraus
resultierendem neuronalen Zelltod angesehen wird.

Fiir Synuclein-o wurden folgende Intensititen ermittelt (Abbildung 68):

Synuclein- | Prmp”" | Prnp~ | Pmp™* Prnp™” Signifikanz Trend
Sham |~ Ischdmie | Ischdmie
o (N=3) | Sham | (N=5) (N=5)
(N=5)
Median 0,88 0,97 0,86 1,01 Prnp””
Ischdmie>Prnp " TIschimie
(p=0,05)
ANOVA (p=0,005)
StabW 0,12 0,12 0,06 0,08 - -
SEM 0,07 0,05 0,03 0,03 - -

Synuclein-a

=0,05
1.2 1 | : |

0,8 A
0,6 -
0,4 -
0,2 A

Intensitat (Median +/- Standard
Error of the Mean)

Prnp+/+ Sham  Prnp-/- Sham Prnp+/+ Isch Prnp-/- Isch

Abbildung 68: Synuclein-a. (Beschreibung im Text)

Die Prnp-Miuse zeigten nach Shambehandlung und nach Ischimiebehandlung héhere
Synuclein-a-Level als die Prnp”*-Méuse (Signifikanz nach Ischimiebehandlung). Wenig

Unterschied war zwischen ischidmie- und shambehandelten Tieren festzustellen. In der
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ANOVA ergab sich ein hoch signifikanter Unterschied in Bezug auf die Synuclein-o-

Expression zwischen den vier Mausgruppen.

2.4. Proteine des Zytoskeletts

2.4.1. a-Tubulin

o-Tubulin ist ein globuldres Protein. Zusammen mit dem dhnlich strukturierten B-Tubulin
bildet es ein Dimer, welches den Grundbaustein der Mikrotubuli bildet. Mikrotubuli sind
Komponenten des zytoskelettidren Netzwerks und essentiell an der Stabilisierung der Zellform
und der Zellpolaritit beteiligt. Sie stellen die Basis fiir den gerichteten Transport
zytoplasmatischer Bestandteile im Rahmen der Endo-, Trans- und Exozytose dar. AuBBerdem
sind Mikrotubuli an der Regulation und Koordination von Zellbewegungen und Zell-Zell-
sowie Zell-Matrix-Adhésion beteiligt. Ferner bilden sie den Kernspindelapparat aus, der die
Schwesterchromatiden in der Mitose voneinander trennt und sie zu den beiden
gegeniiberliegenden Zellpolen transportiert. Moglicherweise existiert ein Zusammenhang
zwischen Mikrotubuli-Depolimerisation und endothelialer Barrierefunktionsstérung.

Fiir a-Tubulin wurden folgende Intensitdten ermittelt (Abbildung 69):

o- Prnp”* Prp” | Pmp™” Prnp”” Signifikanz | Trend
Tubuli Sham Sham | Ischdmie | Ischdmie
UbUlin T n=3) | (N=5) | (N=5) (N=5)

Median | 0,70 1,01 0,83 0,97 - Prnp” Ischimie>
Prnp " Ischimie
(p=0,006)
ANOVA (p=0,08)

StabW 0,13 0,17 0,17 0,21 - -

SEM 0,07 0,08 0,08 0,09 - -
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a-Tubulin 0=0,06

1,2 4 | |

0,8 A
0,6 -
0,4
0,2 -

Intensitat (Median +/- Standard
Error of the Mean)

Prnp+/+ Sham  Prnp-/- Sham  Prnp+/+ Isch Prnp-/- Isch

Abbildung 69: a-Tubulin (Beschreibung im Text)

o-Tubulin war nach Shambehandlung und nach Ischdmiebehandlung (Trend) in den Prnp'/ -
Miusen stirker exprimiert als in den Prnp”*-Mausen. In den Prnp”*-Miusen stieg der o-
Tubulin-Level nach Ischdmiebehandlung leicht gegeniiber dem Shamzustand an, in den Prnp
"-Miusen unterschied er sich kaum zwischen ischdmie- und shambehandelten Tieren. Auch in
der ANOVA ergab sich ein Trend fiir die unterschiedlichen Expressionslevel von ¢-Tubulin

zwischen den vier Mausgruppen.

2.4.2. MAP1 und MAP1b
MAPs sind Mikrotubuli-Assoziierte Proteine. Die Hochmolekularproteine MAP1 und

MAPI1b zdhlen zu den strukturellen MAPs, die zur Ausbildung und Organisation der
Mikrotubulistruktur beitragen. Sie sind an der Verbindung der Mikrotubuli mit anderen
Zellorganellen, Intermedidrfilamenten und Mikrofilamenten beteiligt.

AuBerdem induzieren sie die Polymerisation von Tubulinmolekiilen und stabilisieren die
Mikrotubulistruktur.

MAPI1 und MAPID zeigten folgende Intensititen (Abbildung 70, Abbildung 71):

MAP1 | Pmp™" | Pmp” | Pmp™" Prnp” Signifikanz Trend
Sham Sham | Ischdmie | Ischdmie
(N=3) | (N=5) (N=5) (N=5)

Median | 0,66 0,82 1,00 0,81 PrnpIschamie>Prnp”"Sham | -
(p=0,05)

StabW | 0,11 021 | 0,04 0,15 - -

SEM 0,06 0,09 | 0,02 0,07 - -
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MAP1
] p=0,05
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Abbildung 70: MAP1 (Beschreibung im Text)

MAP1b | Pmp™ | Prp

Sham -
(N=3) | Sham
(N=5)

Median | 0,72 0,82

StabW 0,28 0,50
SEM 0,16 0,22

Prnp“ - Prnp'/'

Ischdamie | Isch

amie

(N=5) (N=5)

1,21 0,83
0,46 0,57
0,21 0,25
MAP1b
p=0,06

1,6 -
1,4 1
1,2

0,8 ~
0,6 -
0,4 -
0,2 -

Intensitat (Median +/- Standard
Error of the Mean)

Prnp+/+ Sham

Prnp-/- Sham

Signifikanz | Trend

Prnp " Ischdmie>Prnp”*Sham
(p=0,06)

Prnp+/+ Isch

Prnp-/- Isch

Abbildung 71: MAP1b (Beschreibung im Text)
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Die Prnp”‘-Miuse wiesen nach Ischimiebehandlung eine hdhere MAP1-Expression
(Signifikanz) und MAPI1b-Expression (Trend) als nach Shambehandlung auf. In den Prnp'/ -
Maiusen fand sich wenig Unterschied zwischen den sham- und den ischdmiebehandelten
Tieren. Nach Shambehandlung zeigten die Prnp”-Miuse etwas hohere MAPI/MAPIb-
Expressionslevel als die Prnp”*-Miuse. Nach Ischimie wiesen die Prnp” -Miuse etwas

hohere MAP1/MAP1b-Expressionslevel als die Prnp'/ -Méuse auf.

2.4.3. OP18/Stathmin

OP18/Stathmin ist ein Tubulin-bindendes Protein, welches durch die Phosphorylierung an
vier Serinresten reguliert wird. Es besitzt einen Mikrotubuli-destabilisierenden Effekt, der
durch Serin-Phosphorylierung inhibiert wird. Die Serin-Phosphorylierung von Stathmin kann
unter Anderem tliber den ERK1/2-Signalweg beeinflusst werden.

Besonders konzentriert findet es sich in Neuronen. Hier scheint es iiber verschiedene
extrazelluldr regulierte Signaltransduktionswege in die Funktion, Proliferation und
Differenzierung von Neuronen involviert zu sein.

Fiir OP18/Stathmin fanden sich folgende Intensititen (Abbildung 72):

OP18/ Prmp™ | Pmp” | Pmp”* | Prp” Signifikanz | Trend
Stathmin Sham Sham | Ischimie | Ischdmie

(N=3) | (N=5) | (N=5) (N=5)

Median 0,78 0,89 | 0,93 0,86 - Prnp " Ischamie>Prnp ™"
Sham (p=0,1)

StabW 0,07 0,19 | 0,12 0,10 - -

SEM 0,04 0,09 | 0,05 0,05 - -
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Abbildung 72: OP18/Stathmin (Beschreibung im Text)

Die Pmp"”‘-Miuse zeigten unter Ischimiebedingungen hohere OP18/Stathmin-
Expressionslevel als unter Shambedingungen (Trend). Bei den Prnp'/'-M'eiusen fand sich
wenig Unterschied zwischen Sham- und Ischdmiemiusen in Bezug auf die OP18/Stathmin-
Expression. Nach Shambehandlung wiesen die Prnp”-Miuse etwas hohere OP18/Stathmin-
Proteinlevel als die Prnp"”*-Miuse auf. Nach Ischimie war die OP18/Stathmin-Expression in

den Pran “-Méusen geringfiigig hoher als in den Prnp'/ -Mdéusen.

2.4.4. Neurofilament 200

Neurofilamente sind wesentliche Bestandteile des Zytoskeletts neuronaler Zellen. Sie
fungieren als strukturstabilisierende Intermedidrfilamente fiir Neurone und Synapsen und
gewihrleisten einen grofBen Axondurchmesser, der fiir eine schnelle axonale Signalfortleitung
erforderlich ist. Besonders reichlich finden sie sich in groBlumigen myelinisierten Axonen.

Es ist wahrscheinlich, dass Neurofilamente die Funktion anderer Zytoskelett-Proteine, wie der
Mikrotubuli, beeinflussen konnen.

Fiir Neurofilament 200 fanden sich folgende Intensitidten (Abbildung 73):

Neurofilament | Prnp”" | Pmnp | Pmp™* Prnp™” Signifikanz
200 Sham |~ Ischdmie | Ischdmie
(N=3) | Sham | (N=5) (N=5)
(N=5)
Median 1,04 1,02 | 0,91 0,93 Prnp " Sham>Prnp ' Ischimie
(p=0,02)
StabW 0,05 0,07 0,05 0,19 -
SEM 0,03 0,03 0,02 0,08 -

114

Trend



C. Ergebnisse

Neurofilament 200

o p=0,02

@ 1,1 - |
©

S — 1,05 -

»E i

< o 11

s

C

8 2 0,95 -

Fipe

=° 09

= 9

S5 0,85 -

(7]

C

8 0,8’ T T T
c

Prnp+/+ Sham  Prnp-/- Sham  Prnp+/+ Isch ~ Prnp-/- Isch

Abbildung 73: Neurofilament 200 (Beschreibung im Text)

Neurofilament 200 zeigte niedrigere Proteinlevel in den Ischdmietieren als in den Shamtieren
(signifikanter Unterschied zwischen in den beiden Prnp” “-Mausgruppen). Die Neurofilament
200-Level unterschieden sich zwischen den Prnp”"- und den Prnp”-Mause nach Sham- und

Ischamiebehandlung kaum voneinander.

2.45. P120CTN

Das Catenin P120CTN (Cadherin-associated Protein) ist ein Cadherin-bindendes Protein.
Cadherine sind Calcium-abhingige homodimere Zell-Zell-Adhésions-Rezeptoren. Catenine
verbinden die intrazelluldiren Enden der Cadherine mit dem Aktin-Zytoskelett. Das Catenin
P120CTN spielt eine wichtige Rolle in der Regulation der Cadherin-Funktion. Es ist ein
Substrat der Nicht-Rezeptor Tyrosin-Kinase Src und an der Regulation der Zell-Zell-
Adhision sowie an der intrazelluldren Signaltransduktion beteiligt.

Das Catenin p120CTN zeigte folgende Intensitdten (Abbildung 74):

p120 Prnp”" | Pmp | Pmp”* | Pmp™” Signifikanz | Trend

CTN Sham . Ischdmie | Ischdmie
(N=3) | Sham @ (N=5) (N=5)
(N=5)
Median @ 1,31 1,18 1,09 1,32 - Prnp+/+Sham>Prnp+/+Ischéimie
(p=0,08)
StabW | 0,07 0,16 0,15 0,22 - -
SEM 0,04 0,07 0,07 0,10 - -
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p120CTN
p=0,08
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Abbildung 74: p120CTN (Beschreibung im Text)

P120CTN war im Hirn der Prnp”*-Shamméuse stirker exprimiert als im Hirn der Prnp -
Ischimiemiuse (Trend). Bei den Prnp”-Mausgruppen fand sich ein héherer pI20CTN-Level
in den Ischimietieren als in den Shamtieren. Nach Shambehandlung wiesen die Prnp™'-
Miuse etwas hohere pl20CTN-Level als die Prnp”-Mause auf. Nach Ischimiebehandlung
zeigten die Prnp”-Tiere etwas hohere p120CTN-Level als die Prnp”*-Tiere.

2.4.6. Connexin 32

Connexine sind Transmembranproteine. Sie bilden die Gap-junctions in der Zellmembran, die
den direkten Austausch von Molekiilen bis zu einer Groe von 1 kDa zwischen benachbarten
Zellen ermoglichen. Ein Connexin besteht aus vier Transmembrandomidnen mit zwei
extrazelluldren Schleifen, die sich aus anti-paralellen -Faltblittern zusammensetzen. Je sechs
Connexin-Molekiile bilden zusammen eine Pore, ein Connexon. Zwei Connexone
benachbarter Zellmembranen lagern sich zu einem Gap-junction-Kanal zusammen. Connexin
32 besitzt ein Molekulargewicht von 32 kDa und bildet die Gap-junctions der
Oligodendrozyten, hochspezialisierter neuronaler Gliazellen. Connexin 32 wies folgende

Intensititen auf (Abbildung 75):

Connexin | Pmp”"  Pmp | Pmp™”" Prnp™” Signifikanz Trend
39 Sham . Ischdmie | Ischdmie
(N=3) | Sham | (N=5) (N=5)
(N=5)
Median 0,96 1,10 | 0,94 0,96 Prnp™” Prop™

Sham>Prnp”"Sham | Sham>Prnp”
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(p=0,03) Ischdmie
(p=0,08)
StabW 0,06 0,11 0,16 0,13 - -

SEM 0,04 0,05 0,07 0,06 - -
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Abbildung 75: Connexin 32 (Beschreibung im Text)

Connexin 32 war in den Prnp”"-Shammiusen signifikant stirker exprimiert als in den Prnp™*-
Shamméiusen. Nach Ischdmiebehandlung existierten kaum Unterschiede zwischen den
Prnp™*- und den Prnp'/ -Maéusen in Bezug auf ihre Connexin 32-Expression. In den Prnp'/ -
Miusen fiel die Connexin 32-Expression nach Ischdmiebehandlung gegeniiber dem
Shamzustand leicht ab (Trend). In den Prnp”*-Miusen fand sich wenig Unterschied zwischen

den shambehandelten und den ischamiebehandelten Tieren.

2.5. Proteine der Signaltransduktion

2.5.1. Phosphoserin, Phosphothreonin und Phosphotyrosin

Im Rahmen von Signaltransduktionsprozessen werden Proteine durch Proteinkinasen an
Serin-, Threonin- und Tyrosinresten phosphoryliert. Durch Phosphorylierung koénnen die
Proteine aktiviert oder inaktiviert werden. Serin ist die am haufigsten phosphorylierte
Aminosédure, danach folgen Threonin und Tyrosin in absteigender Reihenfolge. Das
Verhiltnis der Phosphorylierung von Serin zu Threonin zu Tyrosin betrdgt 1800 : 200 : 1.
Transkriptionsfaktoren wie p53, CREB und NF-kB werden durch Phosphorylierung iiber

Signaltransduktionskaskaden aktiviert.
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Durch Ischdmie kommt es zu einem intrazelluliren Calciumanstieg, einem ATP-Abfall und
zur Bildung reaktiver Sauerstoffspezies, wodurch es zur Aktivierung verschiedener
Proteinkinasen und zur Proteinphosphorylierung kommt.

Phosphoserin, -threonin und -tyrosin sind Marker fiir das gesamte Ausmall der
Phosphorylierung von Proteinen sowie der Aktivierung verschiedener Signalwege.

Fiir Phosphoserin, Phosphothreonin und Phosphotyrosin wurden folgende Intensitéten

ermittelt (Abbildung 76, Abbildung 77, Abbildung 78):

Phospho- | Pmp™ | Pmp | Pmp™” Prnp™” Signifikanz Trend
serin Sham | " Ischdmie | Ischidmie
(N=3) | Sham | (N=5) (N=5)
(N=5)

Median 0,63 0,73 0,97 1,21 Prnp ™ Ischdmie>Prnp"”*Sham | Prnp™

(p=0,05) Ischdmie>Prnp
"Sham

ANOVA (p=0,05) (p=0,08)

StabW 0,14 0,10 0,19 0,36 - -

SEM 0,08 0,04 0,08 0,16 - -

Phosphoserin
p=0,08
1,8 - I |
1,6 - p=0,05

1,4 - (
1,2 -

0,8 1
0,6 -
0,4 -
0,2 1

Error of the Mean)

Prnp+/+ Sham Prmp-/- Sham Prnp+/+ Isch Prnp-/- Isch

Intensitat (Median +/- Standard

Abbildung 76: Phosphoserin (Beschreibung im Text)

Phospho- | Pmp™" | Pmp” | Pmp”* | Prp™ Signifikanz | Trend

threonin Sham - Ischdamie | Ischdmie
(N=3) | Sham | (N=5) (N=5)
(N=5)
Median 0,77 0,85 0,98 0,99 ) P rnp+/+Ischéimie>Prnp+/+Sham
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(p=0,07)
StabW 0,14 0,13 0,29 0,35 - -

SEM 0,08 0,06 0,13 0,16 - -
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0,8 1
0,6 -
0,4 -
0,2 1

Error of the Mean)

Prnp+/+ Sham Prmp-/- Sham Prnp+/+ Isch Prnp-/- Isch

Intensitat (Median +/- Standard

Abbildung 77: Phosphothreonin (Beschreibung im Text)

Phospho- | Prmp™" Pmp”™ | Pmp™” Prnp™” Signifikanz | Trend
tyrosin Sham Sham Ischdamie Ischdmie
(N=3) (N=5) (N=5) (N=5)
Median 0,69 0,85 0,90 0,92 ANOVA
(p=0,06)
StabW 0,24 0.11 0,04 0,19 i i
SEM 0,14 0,05 0,02 0,09 - -
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Abbildung 78: Phosphotyrosin (Beschreibung im Text)

Zusammenfassung: Phosphoserin, Phosphothreonin und Phosphotyrosin:

In den Prnp”*-Miusen und in den Prnp”-Miusen wurden nach Ischimiebehandlung héhere
Phosphoserin-Level (Signifikanz bzw. Trend), Phosphothreonin-Level (Trend in den Prnp ™
Mausen) und Phosphotyrosin-Level als nach Shambehandlung gefunden. Die Phosphoserin-
Level waren nach Shamoperation und nach Ischdmie in den Prnp”™-Tieren etwas hoher als in
den Prnp™*-Tieren. Phosphothreonin und Phosphotyrosin zeigten nach Shambehandlung in
den Prnp”-Miusen etwas hohere Level als in den Prnp”*-Mausen. Nach Ischimie fanden sich
sehr geringe Unterschiede zwischen den Prnp " -Miusen und den Prnp'/ -Méusen in Bezug auf
die Phosphothreonin- und Phosphotyrosin-Expression. In der ANOVA ergaben sich eine
Signifikanz in Bezug auf die Phosphoserin-Expressionsunterschiede und ein Trend in Bezug

auf die Phosphotyrosin-Expressionsunterschiede zwischen den vier Mausgruppen.

2.5.2. PKC

Ubersicht: PKCs sind Serin/Threonin-Kinasen. Sie sind Bestandteil simtlicher intrazellulérer
Signaltransduktionswege. PKC y wird nur in den Neuronen des Gehirns und des
Riickenmarks exprimiert. Bei cerebraler Ischdmie oder anderem Zellstress kommt es {iber
Aktivitatssteigerung des NMDA-Rezeptors, liber Calciumeinstrom und ROS-Bildung zur
Expressions- und Aktivitéitssteigerung der PKCs 3 und y. Umgekehrt verstirkt die PKC direkt
und indirekt TUber die Nicht-Rezeptor Tyrosin-Kinase Src die NMDA-Rezeptor-
Aktivitit (Abbildung 79). Eine verminderte PKC-Aktivitdit wéhrend eines ischdmischen
Ereignisses sowie eine erhohte PKC-Aktivitit in der Reperfusionsperiode wirken

neuroprotektiv.
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Ischamie/ Stress/ Glutamat *
Wachstumsfaktorentzug c aNMDAR
Zellmembran | pO,y

Wahrend Ischamie Wihrend Reperfusion
Apoptose Zelliiberleben

PLC: Phospholipase C
Abbildung 79: PKC y- und PKC B-Signalweg (Trend=* im t-Test; Signifikanz=** im t-Test)

E— Aktivierung 00000000 --------- > Aktivierung iiber
Zwischenschritte

PKC B und PKC y zeigten folgende Intensitdten (Abbildung 80, Abbildung 81):

PKC B Prnp+/+ Prnp'/ ) Pranr/Jr Prnp'/ ) Signifikanz Trend
Sham Sham | Ischimie | Ischidmie

(N=3) | (N=5) | (N=5) (N=5)

Median | 0,78 0,92 0,97 0,92 Prnp+/+Ischéimie>Prnp+/+Sham -
(p=0,01)

StabW | 0,03 0,21 0,09 0,15 - -

SEM 0,02 0,09 0,04 0,07 - -
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PKC B

=0,01
1,20 P

1,00 - T
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0,40 -

Error of the Mean)

0,20 +

Intensitat (Median +/- Standard

0,00 - ‘ ‘
Prnp+/+ Sham Prnp-/- Sham  Prnp+/+ Isch Prnp-/- Isch

Abbildung 80: PKC B (Beschreibung im Text)

PKCy Prnp”" | Pmp” | Prnp™” Prnp™ Signifikanz Trend
Sham Sham | Ischdmie | Ischdmie
(N=3) | (N=5) (N=5) (N=5)

Median | 0,71 0,84 0,92 0,88 Prnp+/+Ischéimie>Prnp+/+Sham -
(p=0.,04)
StabW | 0,03 0,21 0,09 0,15 - -

SEM 0,02 0,09 0,04 0,07 - -

PKC y

p=0,04

1,2

) (

0,8 1

0,6

0,4

Error of the Mean)

0,2 1

Intensitat (Median +/- Standard

0 T T
Prnp+/+ Sham  Prnp-/- Sham Prnp+/+ Isch Prnp-/- Isch

Abbildung 81: PKC y (Beschreibung im Text)

Zusammenfassung: Proteinkinasen C 3 und C v:

Die Prnp”"-Miuse wiesen nach Ischimiebehandlung signifikant héhere PKC B- und y-Level

als nach Shambehandlung auf. Bei den Prnp”-Miusen fanden sich kaum Unterschiede in der
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PKC B-und y-Expression zwischen den Sham- und Ischidmietieren. Die PKC B-und y-
Expression war nach Shambehandlung in den Prnp”*- Miusen etwas niedriger als in den
Prnp”-Miusen und glich sich nach Ischdmiebehandlung etwa der Expression der Prnp™-

Maiuse an.

2.5.3. ERK1/2

Ubersicht: Bei zellulirem Stress, NMDA-Rezeptor-Aktivierung und intrazellulirer

Calciumerhohung kommt es zur ERK1/2-Phosphorylierung und -Aktivierung. ERK1/2 ist fiir

die Phosphorylierung und Aktivierung vieler Transkriptionsfaktoren zustindig (Abbildung

82). ERK1/2 kann hdchstwahrscheinlich neuroprotektive und neurotoxische Effekte haben.
Ischamie/ Stress/Wachstumsfaktoren

N

Zellmembran

*

ERK1/2
NF-kB | inaktiv
1
1 Degradierung
— ®y N

0 IkBa

Aktivierung der Transkriptionsfaktoren:

Ets, Srf, CREB, c-Fos, c-Jun, SAP1/2, p53, Elk1,
MLCK, Calpain, Pax 6, Fak, Stat1/3, MSK1/2, N
ATF1, c-Myc, Bax, Ostrogenrézeptor etc. NF'E‘

aktiv

DNA
Zellkern

/

Transkription, Apoptose, Zelliberleben, Zellzyklusprogression
Abbildung 82: ERK1/2-Signalweg (*=Trend im t-Test)

B Aktivierung 000 0--------- > Aktivierung iiber
Zwischenschritte

Fiir die Protein-Level der ERK1/2, der ERK1 und der aktivierten (diphosphorylierten) ERK
ergaben sich folgende Intensititen (Abbildung 83, Abbildung 84, Abbildung 85):
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MAP-Kinase | Pmp”" | Pmp™” Prnp "
Sham Sham Ischimie
ERK1 +
( (N=3) | (N=5) | (N=5)
ERK2)
Median 1,38 1,42 0,96
StabW 0,32 0,27 0,45
SEM 0,18 0,12 0,20
ERK1 + ERK?2
1,80 -
1,60 -
r

1,40 ~
1,20 ~
1,00 -
0,80 ~
0,60 +
0,40 ~
0,20 ~

0,00 - ‘

Intensitat (Median +/- Standard
Error of the Mean)

Prnp+/+ Sham  Prnp-/- Sham  Prnp+/+ Isch

Prnp'/ )
Ischidmie

(N=5)

1,07
0,36
0,16

Signifikanz | Trend

Prnp-/- Isch

Abbildung 83: MAP-Kinase (ERK1 + ERK2) (Beschreibung im Text)

In Bezug auf die ERKI1- und ERK2-Gesamtexpression zeigte sich wenig Unterschied

zwischen den shambehandelten Prnp”*- und Prnp”-Miusen. Nach Ischidmie fanden sich in

den Prnp”"-Miusen geringfiigig hohere Level als in den Prnp”*-Mausen. In den Prnp™*- und

den Prnp'/'-Méiusen waren die ERK1/ERK2-Gesamtlevel nach Ischdmie etwas niedriger als

nach Shamoperation.

MAP- Prnp“ i Prnp'/ i

Kinase Sham Sham
(N=3) (N=5)

(ERK1)

Median 1,17 1,14

Prnp” - Prnp'/'
Ischdmie Ischdmie
(N=5) (N=5)
0,95 1,00

Signifikanz | Trend

Prnp'/ ’
Sham>Prnp™
Ischidmie
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(p=0,07)
StabW 0,11 0,10 0,29 0,14 - _

SEM 0,06 0,05 0,13 0,06 - -

MAP-Kinase (ERK1)
p=0,07
14 - | |
1,2 .

0,8 -
0,6 A
0,4 -
0,2 -

0 L T T T
Prnp+/+ Sham  Prnp-/- Sham  Prnp+/+ Isch Prnp-/- Isch

Error of the Mean)

Intensitat (Median +/- Standard

Abbildung 84: MAP-Kinase (ERK1) (Beschreibung im Text)

In den Prnp” “-Méusen und in den Prnp'/ -Méusen fanden sich nach Shambehandlung hdhere
ERKI-Level als nach Ischimiebehandlung (Trend zwischen den Prnp”’-Mausgruppen).
Zwischen den Prnp”"-Méusen und den Prnp”-Méusen existierten weder nach Shamoperation

noch nach Ischdmie grofle Unterschiede in Bezug auf die ERK1-Expression.

Aktivierte Prnp”" | Pmp” | Pmp™" Prnp™” Signifikanz = Trend
MAP- Sham Sham Ischdmie | Ischdmie
(N=3) | (N=5) | (N=5) (N=5)

Kinase-

diphospho

(Aktivierte

ERK1/2)

Median 0,74 0,69 0,30 0,79 - Prnp'/'Ischémie>
Prnp " Ischimie
(p=0,07)

StabW 0,21 1,16 0,36 0,24 - -

SEM 0,12 0,52 0,16 0,11 - -
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Aktivierte MAP-Kinase-diphospho

1,4 p=0,07
1,2 - | |

0,6 -
0,4
0,2 -

Intensitat (Median +/- Standard
Error of the Mean)

Prnp+/+ Sham  Prnp-/- Sham  Prnp+/+ Isch Prnp-/- Isch

Abbildung 85: Aktivierte MAP-Kinase-diphospho (Beschreibung im Text)

Die diphosphorylierte aktivierte MAP-Kinase zeigte unter Ischdmiebedingungen in den Prnp'/ i
-Méusen héhere Level als in den Prnp”*-Miusen (Trend). Nach Shambehandlung
unterschieden sich die Prnp™*- und Prnp”-Mause wenig voneinander in Bezug auf ihre MAP-
Kinase-diphospho-Expression.

In den Prnp”"-Musen fiel der MAP-Kinase-diphospho-Level nach Ischimie gegeniiber dem
Shamzustand leicht ab. Bei den Prnp”-Méusen stieg der MAP-Kinase-diphospho-Level nach

Ischdmie gegeniiber dem Shamzustand leicht an.

2.5.4. NF-xB und IxB

NF-xB ist ein Transkriptionsfaktor, der in allen Zell- und Gewebetypen exprimiert wird. Er ist
entscheidend an der Regulation der zelluldren Antwort auf Stress, Cytokine, freie Radikale
und UV-Strahlung beteiligt. Ferner ist er in die Regulation der zelluliren Immunantwort
sowie in die Entstehung von synaptischer Plastizitdt und Gedéchtnis involviert. Gehemmt
wird die NF-kB-Aktivitdt durch Bindung an seinen Inhibitor IkBa. IxBo wird durch die
aktivierte IkBa-Kinase (IKKa) an zwei Serinresten phosphoryliert, was zur Inaktivierung und
Degradierung von IkB fiihrt. Die IKKa-Aktivitdt wird unter Anderem durch den ERK1/2-
und den PKB/Akt-Signalweg induziert. Auf diesem Weg kann der Transkriptionsfaktor NF-
kB tiiber den ERKI1/2 und den PKB/Akt-Signalweg aktiviert werden (Abbildung 82,
Abbildung 89). NF-kB und IkB wiesen folgende Itensititen auf (Abbildung 86, Abbildung
87):
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NF-kB

Median
StabW
SEM

Intensitat (Median +/- Standard
Error of the Mean)

Prp ™" Prnp™” Prnp ™" Prnp™” Signifikanz | Trend
Sham Sham Ischdmie Ischdmie
(N=3) (N=5) (N=5) (N=5)
0,75 1,26 0,94 0,81 - -
0,03 0,51 0,17 0,20 - -
0,02 0,23 0,07 0,09 - -
NF-xB

1,80

1,60 -

1,40 T

1,20

1,00

0,80 - L

0,60 -

0,40 -

0,20 -

0,00 - ! ‘ ‘

Prnp+/+ Sham  Prnp-/- Sham  Prnp+/+ Isch ~ Prnp-/- Isch

Abbildung 86: NF-kB (Beschreibung im Text)

NF-kB war nach Shambehandlung in den Prnp”-Mausen stirker exprimiert als in den Prnp -

Méusen, nach Ischimiebehandlung waren die NF-kB-Level in den Prnp”*-Tieren geringfiigig

héher als in den Prnp”-Tieren. In den Prnp”*-Tieren stieg NF-kB nach Ischamie leicht

gegeniiber dem Shamzustand an, in den Prnp'/'-Tieren fiel NF-kxB nach Ischidmie leicht

gegeniiber dem Shamzustand ab.

kB

Median
StabW
SEM

[+

Prnp”* Prnp™ Prnp” Prnp™” Signifikanz | Trend
Sham Sham Ischdamie Ischdmie

(N=3) (N=5) (N=5) (N=5)

1,03 0,94 0,94 1,00 - -

0,21 0,16 0,15 0,16 - -
0,12 0,07 0,07 0,07 - -
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kB
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1,20 -
1,00 - T T

0,80 ~
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Intensitat (Median +/- Standard
Error of the Mean)

Abbildung 87: 1B (Beschreibung im Text)

IkB war nach Shambehandlung in den Prnp”*-Miusen geringfiigig stirker exprimiert als in
den Prnp”-Miusen. Nach Ischimie fanden sich geringfiigig hohere IkB-Level in den Prnp”-
Miusen als in den Prnp”*-Miusen. In den Prnp”"-Méusen fiel der IkB-Level nach Ischimie
leicht gegeniiber dem Shamzustand ab, in den Prnp”-Miusen stieg der IxB-Level nach

Ischamiebehandlung geringfiigig gegeniiber dem Shamzustand an.

2.5.5. Ostrogenrezeptor

Der Ostrogenrezeptor ist ein Transkriptionsfaktor, der durch Bindung an das weibliche
Sexualhormon Ostrogen vom Zytoplasma in den Kern transloziert und aktiviert wird. Der
Ostrogenrezeptor ist insofern von Interesse, da sich weibliche Prnp”-Muse in ihrer Reaktion
auf transiente Ischdmie von ihren ménnlichen Artgenossen unterschieden.

Der Ostrogenrezeptor zeigte folgende Intensititen (Abbildung 88):

Ostrogen- | Pmp”" | Pmp”  Prnp”” Prnp™ Signifikanz | Trend
rezeptor Sham Sham | Ischimie | Ischimie
(N=3) | (N=5) | (N=5) (N=5)

Median 0,96 1,01 | 0,90 1,10 - Prnp™”
Ischdmie>Prnp ™"
Ischidmie (p=0,08)

StabW 0,10 0,18 0,07 0,23 - -

SEM 0,06 0,08 0,03 0,10 - -
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Ostrogenrezeptor
=0,08
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Error of the Mean)
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Abbildung 88: Ostrogenrezeptor (Beschreibung im Text)

Nach Ischdmiebehandlung zeigte sich in den Prnp”-Miusen ein hoherer Ostrogenrezeptor-
Level als in den Prnp”*-Miusen (Trend). Nach Shambehandlung bestand wenig Unterschied
zwischen den Prnp” "~ und Prnp'/ "-Miusen. Die Ostrogenrezeptor-Level stiegen in den Prnp'/ -
Miusen nach Ischimiebehandlung leicht gegeniiber dem Shamzustand an. In den Prnp™-

Maiusen fielen sie nach Ischimiebehandlung leicht gegeniiber dem Shamzustand ab.

2.5.6. PKB/Akt

Ubersicht: Die Serin/Threonin-Proteinkinase PKB (Akt) wird iiber Phosphorylierung an

einem Serinrest (Serin®”

) und einem Threonin-Rest (Threonin®”®) aktiviert. PKB/Akt kann
iiber die Aktivierung der IKKo den Transkriptionsfaktor NF-kB aktivieren und iiber die
Induktion der Transkription anti-apoptotischer Gene (Bcl-xp, AIP, Al) das Zelliiberleben
begiinstigen. Ferner fordert PKB/Akt transkriptionsunabhédngig durch Phosphorylierung und

Hemmung des pro-apoptotischen Proteins Bad das Zelliiberleben (Abbildung §9).
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Ischamie/ Stress/Wachstumsfaktoren/Survival-Faktoren
Zellmembran

! . *  kk
]PKI;/AktH]BadH ::j(” [Bax |

Degradierung . - Y
0 <« NF-xB |inaktiv Apoptose
|KBQ@5 [ * * %
\ Bcl-X
P / (L)
A1l
NF-KB / IAP

X
X
Q

aktiv

DNA
Zellkern

/

<

Zelliberleben

Abbildung 89: PKB/Akt-Signalweg (*=Trend im t-Test; **=Signifikanz im t-Test; *=Trend in der
ANOVA; **=Signifikanz in der ANOVA; P=phoshoryliert)

e Aktivierung 4{ Hemmung

Aktivierung tiber
_________ » Zwischenschritte

Fiir die PKB/Akt-Gesamtexpression bzw. fiir die aktivierten Isoformen der PKB/Akt wurden
folgende Intensitdten ermittelt (Abbildung 90, Abbildung 91, Abbildung 92):

PKB/Akt | Prnp™" Prnp™” Prnp ™" Prnp™” Signifikanz | Trend
Sham Sham Ischdmie Ischédmie
(N=3) (N=5) (N=5) (N=5)
Median 0,89 1,03 0,98 1,04 - -
StabW 0,13 0,17 0,12 0,10 - -
SEM 0,07 0,08 0,05 0,04 - -
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PKB/Akt

1,2

0,8 1
0,6 -
0,4 -

Error of the Mean)

0,2

Intensitat (Median +/- Standard

Prnp+/+ Sham  Prnp-/- Sham Prnp+/+ Isch Prnp-/- Isch

Abbildung 90: PKB/Akt (Beschreibung im Text)

Die PKB/Akt-Gesamtexpression zeigte nach Shambehandlung und nach Ischdmiebehandlung
in den Prnp'/'-Tieren etwas hohere Level als in den Prnp+/ "_Tieren. In den Prnp+/ "_Tieren
fanden sich nach Ischdmie leicht hohere PKB/Akt-Level als nach Shamoperation. In den Prnp

-Maiusen existierten kaum Unterschiede zwischen den Ischdmietieren und den Shamtieren.

PKB- Prmp™™ | Pmp” | Prnp™” Prnp”” Signifikanz | Trend
Sham Sham | Ischdmie | Ischidmie

(N=3) | (N=5) | (N=5) (N=5)

phosphoserin-
473 (pS*7)

Median 0,56 0,76 | 0,85 1,03 - Prnp™
Sham>
Prnp”"Sham
(p=0,09)

StabW 0,14 0,13 | 029 0,35 - -

SEM 0,08 0,06 | 0,13 0,16 - -
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Abbildung 91: PKB-phosphoserin-473 (pS*’®) (Beschreibung im Text)

In den Prnp”"-Miusen waren die PKB-phosphoserin-473-Level nach Shamoperation und nach

Ischimie hoher als in den Prnp”*-Mausen (Trend nach Shambehandlung). In den Prnp™*-

Méusen und in den Prnp”-Miusen fanden sich etwas hohere PKB-phosphoserin 473-Level

nach Ischdmie als nach Shamoperation.

PKB- Prnp™”*
phosphothreonin- (SIET;)
308 (pT*%)

Median 0,81
StabW 0,14
SEM 0,08

Prnp'/ )
Sham
(N=5)

0,84
0,23
0,10

Pmp+/+
Ischimie
(N=5)

0,92
0,17
0,08

Prnp™ Trend
Ischédmie

(N=5)

Signifikanz

0,94

0,13 - -
0,06
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Abbildung 92: PKB-Phosphothreonin-308 (pT*%) (Beschreibung im Text)

PKB-phosphothreonin zeigte in den Prnp”"-Mausen und in den Prnp”-Mausen etwas hohere
Level nach Ischimie- als nach Shambehandlung. Zwischen den Prnp”*-Méusen und den Prnp

"-Miusen fand sich wenig Unterschied.

2.5.7. INK

Ubersicht: Der JNK-Signalweg wird durch Zellstressoren wie oxidativen Stress,
Glutamatfreisetzung, Wachstumsfaktorentzug, TNF-Stimulation, DNA-Schidigung, UV-
Strahlung etc. aktiviert und fiihrt tiber die Phosphorylierung vieler Transkriptionsfaktoren
sowie iiber Hemmung der anti-apoptotischen Proteine Bcl-x; und Bcl-2 zur Apoptose

(Abbildung 93).
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Ischamie/ Stress/Wachstumsfaktorentzug
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Abbildung 93: JNK-Signalweg (*=Trend im t-Test; **=Signifikanz im t-Test; *=Trend in der ANOVA;
**=Signifikanz in der ANOVA; P=phoshoryliert)

E—— Aktivierung 4{ Hemmung

Aktivierung iiber
_________ » Zwischenschritte

Fiir die JNK sowie fiir ihre aktivierte Isoform ergaben sich folgende Intensitéten (Abbildung
94, Abbildung 95):

JNK Prnp ™" Prnp™ Prnp " Prnp™” Signifikanz | Trend
Sham Sham Ischdmie Ischdmie
(N=3) (N=5) (N=5) (N=5)
Median 1,22 1,34 0,98 1,04 - -
StabW 0,14 0,20 0,17 0,23 - -
SEM 0,08 0,09 0,08 0,10 - -
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Abbildung 94: INK (Beschreibung im Text)

Die JNK-Gesamtexpression war nach Ischimie und nach Shamoperation in den Prnp”-

Miusen geringfiigig hoher als in den Prnp”*-Méusen. Sowohl in den Prnp”*-Miusen als auch

in den Prnp”-Mzusen fanden sich nach Shamoperation hohere JNK-Gesamtlevel als nach

Ischdmiebehandlung.

Aktivierte INK | Prnp™*

Sham

(N=3)
Median 0,68
StabW 0,13
SEM 0,07

Prnp'/ i

Sham
(N=5)
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0,23
0,10
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Ischidmie
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0,10

Signifikanz | Trend
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Abbildung 95: Aktivierte JNK (Beschreibung im Text)

Die JNK-Aktivitdt war nach Sham- und nach Ischimiebehandlung in den Prnp”-Méusen
etwas hoher als in den Prnp"”*-Miusen. In den Prnp”*-Mzusen stieg die JNK-Aktivitit nach
Ischimie leicht gegeniiber dem Shamzustand an. In den Prnp”-Méusen fiel die INK-Aktivitit

nach Ischdmiebehandlung leicht gegeniiber dem Shamzustand ab.

2.5.8. Proteinphosphatasen

Proteinphosphatasen konnen Proteine dephosphorylieren und sie dadurch je nach Protein
aktivieren oder deaktivieren.

Die Map-Kinase-Phosphatase-1 kann die aktivierten ERKs1/2 inaktivieren.

Die Proteinphosphatase-1a. ist eine Serin/Threonin-Proteinphosphatase, die an der Regulation
der Zellzyklusprogression, der Zellproliferation, der neuronalen Signaltransduktion und vielen
anderen zelluldren Prozessen beteiligt ist. Sie kann unter Anderem das pro-apoptotische
Protein Bad dephosphorylieren, es dadurch aktivieren und so die Bax-induzierte Apoptose
begiinstigen (zu ,,Bad* siche Abbildung 89).

Die Map-Kinase-Phosphatase-1 und die Proteinphosphatase-1a zeigten folgende Intensitéten

(Abbildung 96, Abbildung 97):
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Map-Kinase- Pmp™" | Pmp” | Prnp™” Prnp™” Signifikanz Trend
Sham Sham | Ischdmie | Ischdmie
Phosphatase-1 (N=3) (N=5) | (N=5) (N=5)
(MKP-1)
Median 0,96 0,94 0,97 1,08 Prnp™
Ischdmie>Prnp””
Sham (p=0,03)
ANOVA
(p=0,05)
StabW 0,06 0,05 0,08 0,08 - -
SEM 0,04 0,02 0,04 0,04 - -
Map-Kinase-Phosphatase-1
e p=0,03
8 14 | !
% ~—~ 12 _
5 T
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% g 0,8 -
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T 0 o02-
"
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Abbildung 96: Map-Kinase-Phosphatase-1 (MKP-1) (Beschreibung im Text)
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Abbildung 97: Proteinphosphatase-1a. (Beschreibung im Text)

Zusammenfassung: Phosphatasen:

Nach  Ischdmiebehandlung  waren die = MAP-Kinase-Phosphatase-1  und  die
Proteinphosphatase-1o. in den Prnp”-Miusen etwas stirker exprimiert als in den Prnp™-
Miusen. Nach Shambehandlung zeigte sich wenig Unterschied zwischen den Prnp”*-Méusen
und den Prnp”-Miusen in Bezug auf die Expression beider Phosphatasen. In den Prnp”-
Tieren fand sich nach Ischdmiebehandlung ein Anstieg beider Phosphatasen gegeniiber dem
Shamzustand (signifikanter Anstieg der MAP-Kinase-Phosphatase-1-Expression, Trend
beziiglich der Proteinphosphatase- 1a-Expressionsunterschiede). In den Prnp”*-Tieren war der
MAP-Kinase-Phosphatase-1-Level nach Shamoperation etwa gleich hoch wie nach
Ischimiebehandlung. Der Proteinphosphatase-la—Level war in den Prnp”*-Ischidmietieren
etwas niedriger als in den Prnp”"-Shamtieren.

In der ANOVA stellten sich die Expressionsunterschiede der MAP-Kinase-Phosphatase
zwischen den vier Mausgruppen signifikant, die Expressionsunterschiede der

Proteinphosphatase-1a als Trend dar.
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3. Westernblots

3.1. Bel-x

Anhand der Microarray-Daten war eine Beeinflussung der pro- und anti-apoptotischen
Proteine bereits vor Ischdmie deutlich erkennbar (Caspasen, DAXX, DAPK und Cystatin A).
Das fiir die Hemmung der Bax-induzierten Apoptose sehr bedeutsame Protein Bcl-x zeigte im
Array allerdings erst nach Ischéimie eine signifikant stirkere Expression in den Prnp™”*- als in
den Prnp”-Miusen. In der Zusammenschau der Microarray-Ergebnisse ist zu hypothetisieren,
dass sich bereits die Basalwerte (Ausgangswerte) der Bel-x-Expression zwischen Pran "~ und
Prnp”-Shammiusen unterscheiden, woraus ein Einfluss des Prionproteins auf das ,,Calcium-
Signaling® abgeleitet werden konnte. Deswegen wurden mit Hilfe der Westernblot-Methodik
erginzende Untersuchungen der Bcl-x-Expression in Shamtieren duchgefiihrt: Der
Westernblot erlaubt aufgrund seiner genaueren Auftrennung der Proteine in ihr
Molekulargewicht eine spezifischere Aussage und auch eine bessere Quantifizierung.

Dafiir wurden die kontralateralen Hemisphdren der Shamtiere, die fiir die Microarray-
Untersuchungen verwendet worden waren, herangezogen (N=5). Der Westernblot wurde mit
demselben Anti-Bcl-x-Antikorper, der auch fiir die Microarray-Untersuchungen verwendet
worden war, durchgefiihrt. Das Protein Bcel-x zeigte sich bei einem Molekulargewicht von 26-
30 kDa als deutliche Doppelbande (Abbildung 98). Unspezifische Bindungen waren nicht zu
verzeichnen. Um die MeBgenauigkeit zu steigern, wurde jeder Westernblot zweifach
durchgefiihrt. Es zeigten sich nahezu identische Ergebnisse: In den Prnp'/ -Tieren wurde eine
verminderte Bcl-x-Intensitdt gefunden. Fiir die weitere Auswertung wurde mit den
Mittelwerten der Intensitéten aus beiden Westernblots (Abbildung 98) gearbeitet.

Die Intensitét ist eine dimensionslose Grof3e, die im mittleren Helligkeitsbereich (d.h. weder
unter noch iiberentwickelter Westernblot) gut mit der Proteinkonzentration korreliert. Sie
erlaubt daher einen relativen Vergleich der beiden Gruppen. Allerdings konnten
Fehlerquellen, wie z.B. ungleiche Beladung und Fiillung der Geltaschen oder
UnregelmiBigkeiten im Gellauf, die Ergebnisse verzerren. Um zu {berpriifen, wieviel
Hirnlysat tatsidchlich pro Lane fiir die Detektion vorliegt, wurde der Westernblot mit einem
Antikorper gegen das ubiquitir vorkommende P-Aktin (Molekulargewicht 42 kDa) als
Marker fiir die Proteinmenge reinkubiert. Nachfolgende Abbildung zeigt die gleichméfige
Detektion von B-Aktin in allen Lanes (Abbildung 98).

139



C. Ergebnisse

Bcl-x-Westernblots
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Abbildung 98: Bcl-x-Westernblot in zweifacher Ausfertigung

Die auf B-Aktin bezogenen mittleren Intensititen der Bcl-x-Doppelbanden ergaben eine
signifikant héhere Konzentration von Bcl-x in den Prnp"‘-Shamtieren als in den Prnp”-

Shamtieren (Abbildung 99):

Bcl-x Prnp”" Sham Prnp”” Sham Signifikanz
(N=5) (N=5)
Median 1,02 0,84 Prnp”*Sham>Prnp””
Sham (p=0,04)
StabW 0,19 0,15
SEM 0,09 0,07

Bcl-x-Westernblot

p=0,04
1,20 - | |

1,00 -
0,80 -
0,60 -
0,40 -
0,20
0,00 -

Prnp +/+ Prnp -/-

Abbildung 99: Bcl-x-Westernblot: Intensitat (Median +/- Standard Error of the Mean)
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3.2. NMDAR 2A

Der NMDA-Rezeptor ist fiir die in vorliegender Arbeit entwickelte Hypothese des
Wirkungsmechanismus des Prionproteins von zentraler Bedeutung (siehe D. Diskussion,
3.3.1. NMDA-Rezeptor). Da die Unterschiede beziiglich der NR2A-Untereinheit-Expression
im Screeningverfahren mittels Microarrays allerdings nur einen statistischen Trend zeigten
(s.0.), wurden hier zur genaueren Quantifizierung der Unterschiede zwischen den
Shammausgruppen ergdnzende Westernblots angefertigt. Hierfiir wurden die kontralateralen
Hemisphdren der Shamtiere, die fiir die Microarray-Untersuchungen verwendet worden
waren, herangezogen (N=5). Fiir den Westernblot wurde der Anti-NR2A-Antikorper
verwendet, der auch auf den Microarrays zur Proteindetektion benutzt worden war. Die
NR2A-Untereinheit war bei einem Molekulargewicht von 180 kDa zu detektieren. Ergidnzend
erfolgte die Reinkubation der Westerblots mit einem Antikdrper gegen [-Aktin
(Molekulargewicht 42 kDa) als Marker fiir die eingesetzte Proteinmenge (Abbildung 100).

NR2A-Westernblots

NR2A  ——

.
—— -— . - — —

e i p———

Prnp+/+ Prnp-/- Prnp+/+ Prnp-/- Prnp+/+ Prnp-/- Prnp+/+ Prnp-/- Prnp+/+ Prnp-/-

& .

W'

Prnp-/- Prnp+/+ Prnp-/- Prnp+/+ Prnp-/- Pmp+/+ Prp-/- Prnp+/+ Prnp-/- Prnp+/+

T

Abbildung 100: NMDAR 2A-Westernblot in zweifacher Ausfertigung

Fir die NMDA-Rezeptor-Untereinheit NR2A wurden nach Bezug auf -Aktin folgende
Intensitdten ermittelt (Westernblot in zweifacher Ausfertigung) (Abbildung 101):
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NMDAR2A- Prnp ™ Prnp”” Signifikanz
Westernblot Sham Sham
(N=5) (N=5)
Median 0,78 1,17 Prnp”Sham>Prnp " “Sham
(p=0,02)
StabW 0,22 0,36
SEM 0,10 0,16

NR2A-Westernblot

1,60 - p=0,02

140 - | |
1,20 - T
1,00 -
0,80 -
0,60 -
0,40 -
0,20 -
0,00 -

Prnp+/+ sham Prnp-/- sham

Abbildung 101: NR2A-Westernblot: Intensitat (Median +/- Standard Error of the Mean)

Der Westernblot bestétigte den mit Hilfe der Microarrays gefundenen Trend und zeigte
signifikant hohere NR2A-Proteinlevel im Hirnlysat der Prnp'/ -Shammause als im Hirnlysat

der Prnp™*-Shammiuse.
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D. Diskussion

1. Diskussion der Methodik

Das murine Ischimiemodell

Uber die Funktion des Prionproteins und insbesondere die damit verbundenen Auswirkungen
auf den Organismus bestehen derzeit nur vage Vorstellungen. Umso wichtiger war es, in
dieser Arbeit ein Modell zu wihlen, das die Unterschiede zwischen Prnp+/+- und Prnp'/'-
Maiusen besonders deutlich hervorzuheben vermag. Bisherige Versuche am Mausmodell
legten nahe, dass das Prionprotein einen neuroprotektiven Effekt sowohl in vivo bei
ischdmischer, traumatischer, hypoxischer und epilepsiebedingter Hirnschiadigung als auch in
vitro bei Serumentzug-induzierter Apoptose besitzt (Hoshino et al., 2003; Kuwahara et al.,
1999; McLennan et al., 2004; Spudich et al., 2005; Walz et al., 1999; Walz et al., 2002; Weise
et al., 2004; Weise et al., 2006; Kim et al., 2004; Nishimura et al., 2007; Sakudo et al.,
2003a). Allen genannten Arten der Hirnschiddigung gemeinsam ist der oxidative Stress als
molekularer Mechanismus des Zelluntergangs. Er fiihrt - ausgehend von einer zunéchst
vergleichbaren Primérldsion - zur unterschiedlichen Ausprigung der Sekundirldsion in
Abhéngigkeit des Prionproteins.

Ankniipfend an die in der Literatur beschriebenen Effekte wurde deshalb das murine
Ischdmiemodell gewéhlt. Wéhrend der Reperfusionsphase nach transienter Ischimie kommt
es bei Aubildung des Sekundirschadens zu oxidativem Stress bzw. Bildung reaktiver
Sauerstoffradikale (ROS). Folge sind unter anderem die Bax-induzierte und Caspase-
gesteuerte Apoptose sowie die Aktivierung etlicher weiterer Signalwege, in denen das
Prionprotein von Bedeutung sein konnte (sieche D. Diskussion, Abbildung 102). Im Gegensatz
zur transienten Ischdmie wiirde die permanente Ischdmie vor allem {iber den Mechanismus
der Exzitotoxizitdt und Nekrose zum raschen Zelltod fiihren, der natiirlich die Untersuchung
von Signalwegen limitiert (Graham and Chen, 2001; Plesnila, 2004). Tatsédchlich
beobachteten Weise et al. auch groBere Unterschiede der Lisionsvolumina zwischen Prnp” -
und Prnp+/+-Méiusen nach transienter Ischdmie/Reperfusion als nach permanenter Ischimie
(Weise et al., 2006), was ebenfalls gut zu der Hypothese einer durch das Prionprotein

beeinflussten verzogerten Apoptose passen wiirde.

Ischdmie und Reperfusionszeit

In vorliegender Arbeit wurden zwei unterschiedliche Reperfusionszeiten benutzt:
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l.

Das Modell der kurzen transienten cerebralen Ischdmie (1 Stunde) mit langer
Reperfusionszeit (24 Stunden) wurde fiir einen regionalen histologischen Vergleich
der Hirninfarktvolumina zwischen Prnp™*- und Prnp”-Miusen gewihlt.

Wenige Stunden nach einem ischimischen Schaden zeigt sich zunichst ein Odem im
betroffenen Gewebe. Die Zellkerne und das Zytosol sind nur diskret vergoBert, einige
auch etwas abgeblasst. Durch eine ldngere postischdmische Phase werden jedoch die
zelluldren Vorgidnge wie Pyknose oder Karyorhexis histologisch deutlich abgrenzbar.
Nekrotische Zellen sind in der Kernfarbung verblasst. Die Nissl-Substanz ist
aufgelost. Nach der gewihlten Zeit von 24 h Reperfusion zeigt sich eine eindeutige
Demarkierung des Infarktbereiches in Kernfirbungen. Die Nissl-Farbung vermag

dabei Neurone besonders gut darzustellen.

Das Modell der kurzen transienten cerebralen Ischdmie (1 Stunde) mit maBig langer
Reperfusionszeit (4 Stunden) wurde zur Untersuchung des molekularen Mechanismus
der Apoptose- und Signalwegs-assoziierten Neuroprotektion durch das Prionprotein in
Prnp ™"~ und Prnp”-Miusen gewihlt. Viele Signalwege, wie z.B. der ERK1/2- oder
der JNK-Signalweg werden unter Ischdmiebedingungen im Bereich von Minuten
aktiviert. Die ERK-Aktivitdit zeigt bei einem multiphasischen Verlauf der
Aktivitdtskurve ein erstes Aktivitditsmaximum nach etwa 15 Minuten Reperfusion und
ein zweites nach 24 bis 72 Stunden. Die JNK weist ihr erstes Aktivitdtsmaximum
ebenfalls nach etwa 15 Minuten bis zwei Stunden Reperfusion auf und steigt erneut
nach etwa 72 Stunden an (Sugino et al., 2000). Die Kinase PKB/Akt zeigt ihr
Aktivitdtsmaximum nach etwa 30-miniitiger bis 4-stlindiger Reperfusion, die Caspase
3 erst nach etwa 36- bis 48-stiindiger Reperfusion (Ouyang et al., 1999). Spudich et al.
beobachteten hierzu passend, dass die Proteinlevel der aktivierten JNK und der
aktivierten Caspase 3 nicht nach 3-stiindiger und nicht nach 24-stiindiger Reperfusion,
sondern erst nach einer Reperfusionsperiode von 72 Stunden einen signifikanten
Unterschied zwischen Prnp™*- und Prnp”-Miusen aufwiesen (Spudich et al., 2005).
Man erhilt folglich je nach Reperfusionszeit unterschiedliche Ergebnisse.

Ein optimaler Zeitpunkt fiir die Untersuchung der Signalwege stellt daher einen
Kompromiss unter den favorisierten Signalwegen dar.

Fiir die geplante Untersuchung wurde eine Reperfusionszeit von 4 Stunden gewihlt,
um vor allem die Verdnderungen durch den beginnenden Sekundérschaden optimal

erfassen zu konnen. Die Kinasen PI3K, JNK und ERK werden dabei allerdings eher
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unterschétzt, zumal auch ein Phosphorylierungsdefizit in den nekrotischen Bereichen

auftritt.

Analyse mittels eines Microarray

Es sind eine Vielzahl von moglichen Prionprotein-Interaktionen beschrieben worden. Eine
gleichzeitige Untersuchung aller Kandidaten, z.B. mittels ELISA oder Westernblottechnik,
erfordert zum einen den Einsatz von grolen Mengen an Lysat, zum anderen sind diese
technisch in der benétigten Anzahl sehr aufwendig und kostspielig. Die geringe Menge des
zur Verfligung stehenden Hirnlysats (ca. 100 pl) erforderte daher eine Miniaturisierung. Eine
gleichzeitige Analyse vieler verschiedener Proteine erlaubt die Untersuchung mittels eines
Microarrays. Im Gegensatz zu den mittlerweile weit verbreiteten ,,DNA-Chips* ergeben sich
bei der Untersuchung von Proteinen jedoch einige Probleme: Eine AntikOrper-vermittelte
Reaktion wie im Sandwich-ELISA erfordert eine optimale Abstimmung von Primir- und
Sekundérantikorper. Eine Beziehung zwischen der Proteinkonzentration und der
Férbeintensitdt muss dabei jeweils neu evaluiert werden. In dem hier verwendeten Verfahren
des Microarrays wird diese Problematik durch ein direktes ,,Capturing® umgangen. Die
Proteine werden bereits vorweg, d.h. vor dem Auftragen auf den Array, direkt mit
Fluoreszenzfarbstoffen gelabelt und dann von in Uberzahl vorliegenden membrangebundenen
hochspezifischen Antikdrpern ,,festgehalten® (,,Capturing®). Eine gleichzeitige Prozessierung
einer Referenzprobe reduziert dabei eventuelle Abweichungen durch unterschiedliche
Prozessierung oder Behandlungsfehler.

Fiir die Untersuchung wurden Protein-Microarrays benutzt, die zugleich die Analyse der
Expressionslevel von 224 verschiedenen Proteinen aus den Bereichen Apoptose, Zellzyklus,
Neurobiologie, Zytoskelett und Signaltransduktion in Prnp”*-Maushirnen und Prnp”-
Maushirnen unter Sham- und unter Ischimie/Reperfusions-Bedingungen erlauben.

Es handelt sich hierbei jedoch um ein semiquantitatives Screeningverfahren, das dazu dient,
moglichst viele interessante Proteine, die in den neuroprotektiven Prionprotein-Signalweg
involviert sein kdnnten, zu identifizieren. Viele der auf dem Protein-Microarray befindlichen
Proteine (B. Material und Methodik, 3.1.2. Antikorper auf einem Microarray) wurden bereits
in Vorarbeiten mit dem Prionprotein in Zusammenhang gebracht und werden nachfolgend

detailierter diskutiert.

Ein wesentlicher Vorteil der Protein-Microarrays gegeniiber DNA- und m-RNA-Arrays ist die

direkte Bestimmung der Menge eines Proteins, die nicht zwangsldufig mit dem
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entsprechenden m-RNA-Level korrelieren muss (Gygi et al., 1999). Ein weiterer Vorteil der
Protein-Expressions-Arrays ist die Moglichkeit der genaueren Untersuchung von
Signalwegen, da hier im Gegensatz zu DNA- und m-RNA-Arrays eine Unterscheidung
zwischen strukturellen Verdnderungen oder Modifikationen wie z.B. Spaltung, sowie
zwischen phosphorylierten und nicht phosphorylierten Proteinen mdglich ist und damit

Aussagen iiber deren Aktivitdten gemacht werden konnen.

Experimentelles Design und Limitationen

Aufgrund der Komplexitit des Verfahrens mit der Notwendigkeit einer Prozessierung in
einem engen Zeitfenster sowie der Problematik der zeitgleichen Zucht und Operation der
Littermates erfolgte fiir die Protein-Microarrays eine Einschrinkung auf nur wenige Tiere (4
Gruppen zu je 5 Tieren). Dadurch konnen nur wenige wirklich auffillige Verdnderungen
nachgewiesen werden, die dann spdter in detailierteren Studien weiter untersucht werden
konnten. Die hier verwendete Methodik hat daher zum Ziel, ,,Kandidaten* fiir die Vermittlung
der neuroprotektiven Wirkung des Prionproteins zu identifizieren.

Durch  die  Protein-Konzentrationsbestimmung  wurde  der  Einsatz  gleicher
Proteinkonzentrationen bestmoglich gesichert. Durch mehrere Rechenschritte (Mittelwert der
jeweils doppelt auf einem Array vorhandenen Antikorper-Dots, Abzug des Hintergrunds,
Bezug auf eine mitlaufende Referenzprobe) wurden verschiedene &uBlere Storfaktoren
minimiert, um optimale Ergebnisse zu erhalten. Durch einfache Betrachtung der Werte von
,housekeeping“-Proteinen ldsst sich die Genauigkeit des Verfahrens abschitzen: So zeigt z.B.
das ubiquitidr vorhandene Aktin eine Standardabweichung von nur 9,67 %. Darin sind alle
moglichen Ungenauigkeiten einschlieflich der Proteinbestimmung, der Laborarbeit,
Proteindegradation, Inkubationszeiten, dem Microarray selbst, der Fluoreszenzmessung und
eine geringe biologische Variabilitdt von Aktin enthalten. Die Validitét bestitigte sich auch
durch die ergénzend durchgefiihrten Westernblots spezieller interessanter Proteine, die im
Microarray Unterschiede zwischen den Mausgruppen gezeigt hatten.

Die Aussagekraft der Daten wird dadurch limitiert, dass die gemessenen Hirnlysate zugleich
Nekrose, Penumbra und normales Hirn beinhalteten. Besonders problematisch erscheint
dabei, dass sich das Nekrosevolumen erwartungsgemall zwischen den Prnp%-Méiusen und
den Prnp”-Miusen unterscheidet (C. Ergebnisse, 1. Histologie). Im Bereich einer Nekrose
sind durch Degradation und Substratmangel niedrigere Proteinlevel und Kinaseaktivitéten als
im restlichen Hirn zu erwarten. Daraus ergibt sich bei einem groflen Nekrosevolumen unter

Umstidnden eine Unterschitzung der gemessenen Werte im vitalen Gewebe. Geringe
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Unterschiede zwischen den Ischdmietieren und den Shamtieren beziehungsweise zwischen
der Prnp™*-Ischamiegruppe und der Prnp”- Ischimiegruppe sind daher stets mit gewisser
Vorsicht zu interpretieren. Als weiterer wichtiger Punkt ist zu beachten, dass unterschiedliche
Reaktionen verschiedener Zelltypen zu erwarten sind (z.B. Apoptose in Neuronen bei
gleichzeitiger Aktivierung und Proliferation der Microglia), welche die Interpretation eines
Reaktionsschemas erschweren.

Zur Interpretation wurden zwei statistische Verfahren herangezogen: Zum einen wurde der
(kritischere) t-Test fiir den paarweisen Vergleich der Gruppen verwendet. Hierbei wird der
prinzipielle Fehler begangen, dass die betrachteten Proteine einem gemeinsamen Einfluss
unterliegen konnten. Zum anderen wurde eine multivariate Testung (Analysis of Variance)
durchgefiihrt, die jeden Parameter in der Gesamtheit aller Werte vergleicht. Der potentielle
Fehler ist hier umgekehrt eine félschlicher Weise unterstellte Zusammengehorigkeit.
Erfreulicherweise filhren aber beide Testverfahren zu weitestgehend kongruenten
Interpretationen, so dass hier nicht ndher auf die Details eingegangen werden muss.

Die vorliegende Arbeit gibt trotz gewisser Einschrinkungen einen umfangreichen und
aufschlussreichen Einblick in die Auswirkungen der Expression des Prionproteins auf

molekularer Ebene unter Normal- und Ischdmiebedingungen.

2. Histologie: GréRe und Verteilungsmuster des Infarkts in Prnp™*- und Prnp’
"_M4usen

Nach transienter Okklusion der A. cerebri media zeigten die Prnp”-Miuse signifikant groBere
Infarktvolumina und ein signifikant stirkeres Hirnddem als die Prnp” “-Méuse. Sowohl in den
Prnp™*- als auch in den Prnp”-Miusen waren die Basalganglien, der insulidre Kortex, der
piriforme Kortex, der somatosensorische Kortex sowie der peri- und ektorhinale Kortex vom
Infarkt betroffen - allerdings in unterschiedlichem AusmaR. Die befallenen Areale befanden
sich alle im Versorgungsgebiet der A. cerebri media, das in den Prnp'/'-Méiusen deutlich

stirker als in den Prnp”"-Miusen betroffen war.

Unmittelbar nach Abgang aus der A. carotis interna gibt die A. cerebri media als erstes die
Aa. centrales anterolaterales ab. Es handelt sich dabei um mehrere senkrecht verlaufende
diinne Arterien, die vor allem die Basalganglien (Striatum und Pallidum) sowie einen Teil von
Capsula interna und Thalamus versorgen. Daraus erkldrt sich der fast immer nachweisbare
Infarktkern in den Basalganglien, der durch Nekrose gekennzeichnet war. Im Gegensatz dazu

war der motorische Kortex, der teils von Asten der A. cerebri media (Rumpf, vordere
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Extremitdt und Kopfbereich) und teils von Asten der A. cerebri anterior (Bein- und
FuBbereich) versorgt wird, als Grenzzonengebiet, wenn iiberhaupt, nur geringfligig vom
Infarkt betroffen. Am deutlichsten waren die Unterschiede zwischen den Prnp”- und den
Prnp”*-Miusen jedoch im piriformen, insuliren und somatosensorischen Kortex. Hier zeigte
sich die Ausbildung des sekundiren Infarktschadens mit Odem und Apoptose in den Prnp'/ -
Miusen deutlich stirker als in den Prnp”*-Miusen. Dass speziell diese Kortexareale stark
vom neuroprotektiven Effekt des Prionproteins profitierten, konnte an einer hohen Dichte
hochdifferenzierter und empfindlicher Nervenzellen liegen. Die Gefdlversorgung ist als
Endstromgebiet der A. cerebri media hier zudem besonders kritisch.

Diese Ergebnisse passen gut zu den publizierten Daten bei transienter Ischdmie und
Reperfusion (Spudich et al., 2005; Weise et al., 2004; Weise et al., 2006; McLennan et al.,
2004). Es ist allerdings kritisch zu hinterfragen, ob dem Effekt eine unterschiedliche
GefaBversorgung zugrunde liegen konnte. McLennan et al. stellten dazu bei ihren
Hypoxie/Ischdmie-Studien den Circulus arteriosus Willisii und beide Arteriae cerebri mediae
mit Latex-Tinte in je vier Prnp”*- und Prnp”-Miusen des gleichen Stammes dar und fanden
keine Unterschiede in der Vaskularisation (McLennan et al., 2004). Ein weiteres Argument
gegen eine unterschiedliche Vaskularisation als Ursache der unterschiedlichen
Infarktvolumina stellt die Tatsache dar, dass nur Teile des Versorgungsgebietes der A. cerebri
media betroffen waren (die Kern- und Endstromgebiete), wahrend sich ausgerechnet in den

Grenzzonen kein wesentlicher Unterschied darstellte.

3. Protein-Microarrays

3.1. Signalwege aus dem Bereich der Apoptose

Da dem Prionprotein eine anti-apoptotische Wirkung auf Bax- und Serumentzug-induzierte
Apoptose zugeschrieben wird, ist die in dieser Arbeit durchgefiihrte Untersuchung der
Expressionslevel pro- und anti-apoptotischer Proteine von besonderer Bedeutung (Bounhar et
al., 2001; Roucou et al., 2003; Diarra-Mehrpour et al., 2004; Kuwahara et al., 1999; Li and
Harris, 2005; Roucou et al., 2005; Gains et al., 2006; Kim et al., 2004; Sakudo et al., 2003a).
Ischdmie fiihrt iiber verschiedene intrazelluldre Signalkaskaden zur Apoptose (ergénzend als
Ubersicht dargestellt in Abbildung 102) [zusammengefasst in (Lipton, 1999; Saikumar et al.,
1998; Graham and Chen, 2001; Won et al., 2002)].
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Abbildung 102: Apoptose-Induktion durch Ischdmie (*=Trend im t-Test; **=Signifikanz im t-Test;
*=Trend in der ANOVA; **=Signifikanz in der ANOVA) (Beschreibung im Text)
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Bei Ischdmie kommt es durch den Substrat- und Sauerstoffmangel zu einem intrazelluldren
ATP-Abfall und einem Abfall des intrazelluldren pH-Wertes. Dies hat eine verminderte
Aktivitit der transmembrandsen Na'/K'-ATPase und eine Depolarisation der Zellmembran
zur Folge. Es kommt zu einem Einstrom von Natriumionen in die Zelle, einem Ausstrom von
Kaliumionen und durch subsequente Aktivititsminderung des Na"/Ca”"-Austauschers zu einer
intrazelluldren Calciumerhohung. Das Membranpotential bricht zusammen.

Daraus resultiert auch ein Zusammenbruch des mitochondrialen Membranpotentials. Dies
flihrt zu einer Unterbrechung und Entkopplung des Elektronentransports an der
mitochondrialen ~Atmungskette, was mit einer verstirkten Entstehung reaktiver
Sauerstoffradikale (ROS) einhergeht. Die Entstehung freier Sauerstoffradikale wird

insbesondere  begiinstigt, wenn den (vor-)geschiddigten Mitochondrien in der
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Reperfusionsphase  plotzlich  wieder  viel  Sauerstoff zur  Verfiigung  steht
(Reperfusionsschaden). Reaktive Sauerstoffradikale fithren zu einer Peroxidation von
Proteinen und Lipiden, wodurch es zur weiteren Schidigung der besonders empfindlichen
Mitochondrien-Membran kommt.

Die resultierende Storung der mitochondrialen Membranintegritdt und -permeabilitét fiihrt zur
Freisetzung von pro-apoptotischen Proteinen wie Cytochrom C, SMAC/Diablo und AIF aus
den Mitochondrien. Die Cytochrom C-Freisetzung fiihrt zu einer subsequenten Caspase 9-
Aktivierung, daraus folgender Aktivierung der Caspasen 3, 6, 7, 8 und 10 und schlieBlich zur
Apoptose (intrinsische Apoptose-Kaskade).

Der Abfall des intrazelluldren pH-Wertes sowie eine p53-Aktivierung durch oxidative DNA-
Schidigung induzieren eine Konformationsdnderung und Translokation des pro-apoptotischen
Proteins Bax an die Mitochondrien-Membran, wodurch es ebenfalls zu einer Freisetzung von
Cytochrom C, AIF und SMAC/Diablo aus der Mitochondrien-Membran sowie zur Apoptose-
Caspase-Aktivierung (s.0.) kommt (intrinsische Apoptose-Kaskade).

Das bei Ischdmie hochregulierte Protein Fas-Ligand (FasL) aktiviert bei Bindung an den Fas-
Rezeptor die Caspasen 8 und 10, was zur subsequenten Aktivierung der Caspasen 3, 6 und 7
und damit zur Apoptose fiihrt (extrinsische Apoptose-Kaskade).

Die Caspase 8 stimuliert iiber Aktivierung von Bid zu t-Bid wiederum die Bax-induzierte
Apoptose.

Der pH-Abfall fiihrt auerdem zur Aktivierung der JNK, die das anti-apoptotische Protein
Bcl-x(1) hemmt und dadurch Bax-induzierte Apoptose verstérkt.

Durch neuronale Membrandepolarisation kommt es daneben zur erhohten présynaptischen
Freisetzung von Glutamat. Glutamat aktiviert postsynaptische ionotrope Calcium-Rezeptoren.
Subsequenter intrazelluldrer Calciumiiberschuss fiihrt zur mitochondrialen Depolarisation und
Aktivierung oxidativer Enzyme wie der NO-Synthetase (e-NOS) und der Xanthinoxidase
(Exzitotoxizitdt). Dies miindet schlieBlich ebenfalls iiber eine gesteigerte Produktion freier
Radikale (ROS) in die Apoptose (s.0.).

Starker intrazelluldrer Calciumanstieg aktiviert auBlerdem {iber die Proteinphosphatase
Calcineurin das pro-apoptotische Protein Bad. Bad hemmt darauthin das anti-apoptotische
Protein Bcl-x;. Daneben aktiviert intrazelluldrer Calciumiiberschuss auch das pro-
apoptotische Protein PAR4, das die Expression der anti-apoptotischen Proteine Bcl-x) und

Bcl-2 hemmt.
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3.1.1. Pro-apoptotische Proteine

In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass Prnp”*-Miuse bereits ohne Ischimie signifikant
hohere Level der pro-apoptotischen Initiatorcaspasen Procaspase 8 und Caspase 10 aufwiesen
als Prnp”"-Miuse (t-Test). In der ANOVA zeigten sich zudem signifikante Unterschiede in
der Expression der Caspasen 3, 6, 7, 8, 10 und Procaspase 8 zwischen den vier Mausgruppen.

Wihrend sich im t-Test bei den Caspasen 3, 6, 7, 8 und 9 zwar im Einzelnen keine
signifikanten Unterschiede zwischen den Prnp”‘-Miusen und den Prnp”-Miusen fanden,
zeigten die Apoptose-Caspasen (Caspasen 3, 6, 7, 8, 9, 10 und Procaspase 8) in der Summe
jedoch sowohl ohne Ischdmie als auch nach Ischimie eine hoch signifikant stéirkere
Expression in den Prnp”*-Miusen als in den Prnp”-Miusen. Zu diesen Caspasen existieren
derzeit leider keine direkt vergleichbaren Literaturangaben beziiglich der Prnp™- und der
Prnp'/ “-Ischdmiemaiuse.

Die Proteinlevel der aktivierten Caspase 3 waren jedoch in den Prnp™*-Ischimiemausen und
den Prnp’-Ischimiemiusen etwa gleich hoch. Dazu ist anzumerken, dass bisherige
Publikationen iiber eine unterschiedliche Caspase 3-Aktivitét in Prnp”*- und Prnp”-Méusen
nach Ischdmie/Reperfusion berichteten: In den Experimenten von Spudich et al. war die
Caspase 3-Aktivitit erst nach einer Reperfusionsdauer von 72 Stunden in den Prnp”-Miusen
signifikant héher als in den Prnp”"-Miusen (Spudich et al., 2005). Das bestitigten auch
Weise et al., die nach 6-stiindiger Reperfusion noch keinen Unterschied in der Caspase 3-
Aktivitdt messen konnten. Hier lieB sich erst nach 24-stiindiger Reperfusion in den Prnp'/ -
Miusen eine signifikant stirkere Caspase 3-Aktivitit als in den Prnp”“-Miusen beobachten
(Weise et al., 2006). Somit wire also nach der in dieser Arbeit verwendeten 4-stiindigen

Reperfusion auch kein Anstieg zu erwarten - die Literatur wird bestétigt.

Die hier gefundenen hoheren Expressionswerte der Apoptose-Caspasen in den Prnp™'-
Maiusen sowohl bereits im Shamzustand als auch nach Ischdmiebehandlung ist in Anbetracht
des postulierten neuroprotektiven Effekts des Prionproteins zundchst {iberraschend.
Allerdings muss eine hohere Caspase-Expression nicht zugleich mit einer hoheren Caspase-
Aktivitdt einhergehen, wie der Vergleich der aktiven und inaktiven Form der Caspase 3 nach
Ischidmie zeigt.

Einen moglichen Erkldrungsansatz fiir die postulierte anti-apoptotische Wirkung des
Prionproteins trotz hoherer Caspase-Expression stellt die Beobachtung dar, dass die Prnp” -

Mause in dieser Arbeit auch gleichzeitig eine hohere Expression anti-apoptotischer Proteine
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und somit sogar stirkere Schutzmechanismen gegeniiber Caspase-Aktivierung als die Prnp'/ -

Mause aufwiesen (siehe D. Diskussion, 3.1.2. Anti-apoptotische Proteine).

Der Vergleich zwischen Sham- und Ischdmiezustand zeigte erwartungsgeméal einen Anstieg
der Apoptose-Caspasen 6, 7 und Procaspase 8 nach der Ischdmiebehandlung. Dabei konnte in
den Prp”-Miusen ein fast doppelt so starker Anstieg der Apoptose-Caspasen nach
Ischimiebehandlung als in den Prnp™*-Mausen beobachtet werden, ndmlich:

Caspase 6: 18 % in den Prnp™- vs. 10 % in den Prnp"*-Miusen

Caspase 7: 14 % in den Prnp'/ -vs.3 % in den Prnp” “_Miusen

Procaspase 8: 27 % in den Prnp”™- vs. 15 % in den Prnp’*-Miusen

Diese Ergebnisse passen gut zu dem groferen Infarktvolumen in den Prnp”-Méusen. Man
konnte mutmafBlen, dass hier die verstirkte Apoptose den sekunddren Infarktschaden
reflektiert. Um diese Hypothese zu erhérten, wéren jedoch weiterfithrende Studien
erforderlich, die vor allem auch eine protrahierte Reperfusionszeit verwenden, da hierbei die
Unterschiede noch deutlicher ausfallen diirften. Allerdings diirfen die Caspasen nicht isoliert,
sondern miissen in Zusammenhang mit anderen Proteinen, die auf die Apotose Einfluss

nehmen, betrachtet werden (siehe unten).

Ebenso wie die Caspasen stiegen auch die pro-apoptotischen Proteine PAR4 und AIF in den
Prnp”-Méusen nach Ischidmie stirker gegeniiber dem Shamzustand an als in den Prnp™-
Miusen. Der PAR4-Anstieg nach Ischimie (um 13 %) zeigte in den Prnp”-Miusen einen
statistischen Trend. PAR4 wird durch Glutamat-induzierte intrazelluldre Calciumerhéhung
sowie durch reaktive Sauerstoffradikale (ROS) bei transienter cerebraler Ischdmie aktiviert
und hemmt die Transkription der anti-apoptotischen Proteine Bcl-xp und Bcl-2 (siehe
Abbildung 102). PAR4 wird nach transienter cerebraler Ischimie vor allem in kortikalen
Neuronen in der Penumbra des Infarkts exprimiert (Culmsee et al., 2001; Mattson et al.,
2000). Die friihe Hochregulation von PAR4 nach transienter Ischdmie und Reperfusion spielt
moglicherweise eine entscheidende Rolle bei der Induktion von ischdmischem neuronalen
Zelltod (Culmsee et al., 2001; Mattson et al., 2000). Die stirkere postischimische PAR4-
Hochregulation in den Prnp'/ -Méusen konnte damit zu ihrer erhdhten cerebralen Ischédmie-
Anfilligkeit, insbesondere der Kortex-Areale, beigetragen haben (siche auch D. Diskussion,

2. Histologie: GroBe und Verteilungsmuster des Infarkts in Prnp™*- und Prnp”-Méusen).
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Insgesamt zeigten praktisch alle untersuchten pro-apoptotischen Proteine dieselbe Tendenz,
das heiBt einen hoheren Basallevel in den Prnp”‘-Shamméusen als in den Prnp”-
Shamméusen, aber nach Ischdmiebehandlung einen, im Verhédltnis zum Shamzustand,
starkeren Anstieg in den Prnp”-Mausen als in den Prnp”*-Miusen. Es ist daher zumindest
von einem ,Ungleichgewicht“ Apoptose-assoziierter Faktoren in den Prnp'/'-Méusen
auszugehen. Der Einfluss des Prioproteins scheint auf dieser Ebene ,,multifaktoriell* zu sein.
Dies konnte auch die in vorangegangenen Arbeiten beobachtete erhdhte Anfilligkeit von
Prnp™”-Zellen gegeniiber durch Serumentzug-induzierter Apoptose erkldren (Kim et al., 2004;
Kuwahara et al., 1999; Nishimura et al., 2007; Roucou et al., 2005; Sakudo et al., 2003a;
Sakudo et al., 2003b). Denn Serumentzug fiihrt wahrscheinlich ebenso wie Ischdmie iiber
erhohten oxidativen Stress (ROS), mitochondriale Depolarisation, Aktivierung von Caspasen
(insbesondere der Caspasen 3 und 6) und Glutamat-induzierte intrazelluldre
Calciumiiberladung zum Zelltod (Atabay et al., 1996; Isahara et al., 1999; LeBlanc et al.,
1999; Liu and Zhu, 1999). Die Vorgidnge bei Serumentzug-induzierter Apoptose beruhen
moglicherweise wesentlich auf einem signifikanten PAR4-Anstieg (Chan et al., 1999), so dass
der PAR4- und Caspase-Anstieg in den Prnp”-Zellen fiir Apoptose durch Substratmangel
pradestinieren diirfte. Da PAR4 speziell die Transkription der anti-apoptotischen Proteine
Bcel-2 und Bel-xq) hemmt, passt hierzu, dass eine artifizielle Bcl-2- und Bcl-x()-
Uberexpression die Prnp”-Zellkulturen vor durch Serumentzug- induzierter Apoptose

schiitzen konnte (Kuwahara et al., 1999; Nicolas et al., 2007; Sakudo et al., 2003a).

Neben einer stirkeren postischdmischen Hochregulation pro-apoptotischer Proteine zeigten
die Prnp”-Miuse in vorliegender Arbeit auch eine deutlich geringere Expression anti-
apoptotischer Proteine, verglichen mit den Prnp”*-Mzusen, was sich gut mit der Hypothese
eines ,,Ungleichgewichts* Apoptose-assoziierter Faktoren in den Prnp”-Miusen vereinbaren

lieBBe (siehe folgendes Kapitel).

3.1.2. Anti-apoptotische Proteine

In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass die anti-apoptotischen Proteine DAPK und
Cystatin A bereits im Shamzustand in den Prnp”*-Miusen hohere Level als in den Prnp™-
Maiusen aufwiesen (Signifikanz fiir Cystatin A; statistischer Trend fiir DAPK). Es gibt
Hinweise darauf, dass die DAPK durch intrazelluldre Calciumerhéhung aktiviert wird und bei
oxidativem Stress die Cytochrom C-Freisetzung aus den Mitochondrien sowie die Caspasen 9
und 3 hemmen kann (Jin et al., 2001; Jin and Gallagher, 2003). Beziiglich Cystatin A wurde

postuliert, dass es iiber eine Hemmung der Caspase 3 anti-apoptotisch wirken kann (Jones et
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al., 1998; Takahashi et al., 2007). Beide Proteine konnten somit in den Prnp+/+-Méusen als
»Gegenspieler” der hier ebenfalls stirker exprimierten Caspasen fungieren und iiber eine
verstirkte Caspase-Hemmung zur Herabsetzung der Apoptose-Empfindlichkeit der Prnp™-
Mause fiihren.

In Bezug auf die DAPK- und Cystatin A-Expression fand sich nach Ischdmie kein
signifikanter Unterschied mehr zwischen Prnp”*- und Prnp”-Mzusen, was eine Beeinflussung

der Apoptose-assoziierten Proteine insbesondere vor Ischdmieeintritt nahelegt.

Das fiir Ischdmie- und Serumentzug-induzierte Apoptose besonders bedeutende anti-
apoptotische Protein Bcl-x(1) zeigte im Shamzustand in den Microarrays eine etwas (aber

nicht signifikant) stirkere Expression in den Prnp™*

-Shammadiusen. Ergdnzend wurden die
Bcl-x-Level in den beiden Shammausgruppen mit Hilfe der préziseren Westernblot-Analysen
verglichen. In beiden Serien konnte hier in den Prnp+/ “-Shammaiusen eine signifikant stirkere
Bcl-x-Expression als in den Prnp'/ -Shammausen nachgewiesen werden.

Auch nach Ischimie wiesen die Prnp”"-Miuse signifikant hohere Bel-x-Level als die Prnp™-
Mause auf (statistischer Trend fiir Bel-xp). In der ANOVA ergab sich sowohl fiir die Bcl-x-
als auch fiir die Bcl-x -Expressionsunterschiede zwischen den vier Mausgruppen ein Trend.
Die signifikant geringere postischdmische Bcl-x-Expression in den Prnp'/'-Méiusen passt gut
zu dem stirkeren PAR4-Anstieg nach Ischimie in den Prnp”"-Miusen, da PAR4 die Bel-x(r)-
Transkription hemmt.

Bcl-x(1) inhibiert die Ischdmie-induzierte Apoptose durch Hemmung der Translokation von
Bax an die Mitochondrien-Membran sowie durch Hemmung der Freisetzung von Cytochrom
C und anderen pro-apoptotischen Proteinen aus der geschadigten Mitochondrien-Membran.
Dies hat eine Inhibierung der Apoptose-Caspasen zur Folge (siche C Ergebnisse, Abbildung
40).

In Zellkulturexperimenten konnte bereits gezeigt werden, dass eine artifizielle Uberexpression
des Proteins Bcl-2, das iiber dieselben Angriffspunkte wie Bcl-x(1) anti-apoptotisch wirken
kann, die Prnp'/'-Zelle vor durch Serumentzug induzierter Apoptose schiitzen konnte
(Kuwahara et al., 1999; Nicolas et al., 2007). Ein derartiger Mechanismus liee sich daher
auch fiir Bel-x) postulieren. Weiterhin wurde beschrieben, dass eine Vorbehandlung mit

TNF-a die Prnp'/ -Zellen resistent gegeniiber Serumentzug-induzierter Apoptose machte -

bedingt durch eine Hochregulation von Bcl-2 und Bcl-x; (Sakudo et al., 2003a).
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Somit konnte die in vorliegender Arbeit gefundene signifikant héhere Bcel-x(p)-Expression der
Prnp"*-Miuse eine entscheidende Rolle fiir ihre hohere Resistenz gegeniiber Ischimie und

Serumentzug trotz hoherer Caspase-Expression spielen.

Moglicherweise hat die unterschiedliche Bcl-x()-Expression in Prnp'/'- und Prnp+/+-Méiusen
noch weitere Bedeutung: In einer interessanten Arbeit konnte belegt werden, dass Bcel-xp an
der Regulation der synaptischen Plastizitdt sowie Lern- und Gedéchtnisvorgédngen beteiligt ist
(Jonas, 2006). Tatsichlich findet sich in Prnp”-Miusen eine Beeintrichtigung der
synaptischen Plastizitét, der riumlichen Lernfahigkeit und des Gedichtnisses, verglichen mit
den Pran “-Méusen (Colling et al., 1997; Criado et al., 2005; Coitinho et al., 2003; Nishida et
al., 1997). Weiterfiihrende Studien sind erforderlich, um hier einen Zusammenhang zwischen
der hoheren Expression des Proteins Bel-x; und der Nervenfaserorgansation in den Prnp™*-

Maiusen zu belegen.

Das je nach intrazelluldrer Lokalisation pro- oder anti-apoptotisch wirksame Protein DAXX
zeigte einen signifikant hoheren Basallevel in den Prnp+/+-Méiusen bei einem stirkeren
(signifikanten) Ischiamie-bedingten Anstieg in den Prnp”-Mausen.

Einerseits scheint die Proteinkinase DAXX, wenn sie im Zellkern lokalisiert ist, anti-
apoptotisch zu wirken und vor inaddquater JNK- und Caspase-Aktivierung zu schiitzen und es
gibt auch Hinweise darauf, dass eine DAXX-Inaktivierung die Zelle gegeniiber Stress- und
Ischdmie-induzierter Apoptose sensibilisiert (Jung et al., 2007; Chen and Chen, 2003).
Andererseits aktiviert die Proteinkinase DAXX, wenn sie im Zytoplasma lokalisiert ist, als
pro-apoptotisches Protein die JNK (Jung et al., 2007). Es wurde beobachtet, dass es im Zuge
ischdmischer Ereignisse zu einer Translokation vom Kern ins Zytoplasma kommt (Jung et al.,
2007), so dass eher von der pro-apoptotischen Wirkung durch den stirkeren Anstieg unter

Ischdmiebedingungen in den Prnp'/ -Méusen auszugehen ist.

Das Protein Bcl-10 war nach Sham- und nach Ischimiebehandlung in den Prnp+/+-Méiusen
stirker exprimiert als in den Prnp”"-Méusen. In den Prnp”-Méusen fand sich nach Ischéimie
eine Hochregulation von Bcl-10 gegeniiber dem Shamzustand, wihrend sich die Bcl-10-

+/+ . . . . - .
-Maiusen zwischen sham- und ischdmiebehandelten Tieren

Expressionslevel in den Prnp
kaum unterschieden. In der ANOVA zeigten die Bcl-10-Expressionsunterschiede zwischen
den vier Mausgruppen eine Signifikanz. Bcl-10 ist ein Protein, dessen Gen durch seine

Translokation in MALT-Lymphomen entdeckt wurde. Es besitzt eine sogenannte CARD
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(Caspase Recruitment Domain). Die Bcl-10-Aktivierung in Lymphozyten erfolgt {iber
Stimulation von B- bzw. T-Zellrezeptoren. Bcl-10 fungiert - wie andere Genprodukte der
CARD-Gen-Familie - als Transduktor sowohl von Apoptose- als auch Uberlebenssignalen in
Lymphozyten (Hofmann et al., 1997).

Uber Induktion von NF-kB kann BCL-10 pro- und anti-apoptotische Signale aktivieren und
unter Anderem zur Hochregulation der Expression von TNF-a., c-myc, Interleukinen, Bel-x(
und Bcl-2 fiithren. Dies wiirde gut zur signifikant stirkeren Bcl-x(1)-Expression in den Prnp -
Maiusen verglichen mit den Prnp'/ -Méusen passen. Da in dieser Arbeit jedoch Hirn- und nicht
Lymphgewebe analysiert wurde, bleibt die Relevanz von Bcl-10, das bisher fast
ausschlieflich in Zusammenhang mit Lymphgewebe untersucht wurde, fiir cerebrale Ischdamie
unklar. Da allerdings eine gewisse Analogie des Mechanismus der Prionproteinaktivierung
(,,Clustering*) zum Mechanismus der T-Zellaktivierung diskutiert wird (Stuermer et al., 2004;
Stuermer and Plattner, 2005) und das Prionprotein auch in Lymphgewebe stark exprimiert
wird (Cashman et al., 1990), lieBBe sich ein Zusammenhang vermuten, der in weiteren Studien

untersucht werden sollte.

3.1.3. Interpretation und Ausblick: Apoptose-assoziierte Proteine

Unter der Annahme, dass sich die beobachteten Unterschiede so, wie sie hier gemessen
wurden, in den verschiedenen Zelltypen (Glia, Neurone) dhnlich abspielen, kdnnte man diese
in einem ,,Gesamtkonzept versuchen zu integrieren. Abbildung 103 zeigt ein solches
Schema, in dem die potentiell durch das Prionprotein beeinflussten pro- und anti-
apoptotischen Proteine sowie ihre Interaktionen untereinander dargestellt sind.

Die Unterschiede beziiglich der Apoptose-assoziierten Proteine zwischen den Prnp”*-Méusen
und den Prnp'/ -Maéusen zeigten sich hier bereits im Shamzustand, was einen Einfluss des
Prionproteins vor Ischdmieeintritt nahelegt.

In der Literatur wurde in Abhéngigkeit von der Anwesenheit Prionproteins eine
,redoxsensitive® Aktivierung Calcium-vermittelter Signalwege beschrieben (Krebs et al.,
2007; Vassallo and Herms, 2003).

Eine ,redoxsensitive” Beeinflussung des zelluldren ,,Calcium-Signaling” durch das
Prionprotein vor Eintritt letaler Ischdmie konnte die stirkere Expression sowohl der pro- als
auch der anti-apoptotischen Proteine in den Prnp”-Méusen erkldren. Denn intrazellulire
Calciumerhohung kann sich auf die pro- und anti-apoptotische Fraktion der Zelle
gleichermaflen auswirken [zusammengefasst in (Saikumar et al., 1998; Mattson and Chan,

2003)] (siehe auch D. Diskussion, 3.6. Interpretation und Schlussfolgerung).
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Der Nachteil der hier vorgestellten Experimente ist allerdings, dass nur eine kleine Anzahl
von Madusen untersucht wurde, so dass moglicherweise feinere Unterschiede nicht erfasst
wurden. Weiterhin wurden Nekrose, Penumbra und umgebendes vitales Hirngewebe
gemeinsam gemessen und aus technischen Griinden auch nicht zwischen verschiedenen
Zelltypen (Glia, Neuone) unterschieden. Die in einer Zelle schematisch dargestellten

Zusammenhédnge konnen deshalb nur hypothetischen Charakter haben.

1. Subletaler oxidativer Stress. Prionprotein ‘?. | Ca ** -Kanal
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Abbildung 103: Modulation der pro- und anti-apoptotischen Proteine in Abhangigkeit von der Expression
des Prionproteins (*=Trend im t-Test; **=Signifikanz im t-Test; *=Trend in der ANOVA,; **=Signifikanz
in der ANOVA; 1.=zeitlich friher; 2.=zeitlich spater)
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3.2. Zellzyklus-assoziierte Proteine

Dem Prionprotein wird nicht nur eine anti-apoptotische Wirkung, sondern auch ein
stimulierender Einfluss auf Zellwachstum, Zellproliferation und Differenzierung
zugeschrieben (Chen et al., 2003b; Graner et al., 2000b; Graner et al., 2000a; Kanaani et al.,
2005; Liang et al., 2007b; Lopes et al., 2005; Pan et al., 2006; Santuccione et al., 2005; Steele
et al., 2006; Zhang et al., 2006a). Von besonderer Bedeutung sind daher die in vorliegender
Arbeit beobachteten deutlichen Unterschiede zwischen den Prnp™*- und Prnp”"-Miusen in der

Expression von Proteinen des Cdk/Rb/E2F-Signalwegs.

3.2.1. Zellproliferationsférdernde Proteine

In den Prnp”*-Shammiusen wurde in dieser Arbeit eine signifikant stirkere Expression der
zellproliferationsfordernden Cyclin-abhingigen Kinase 6 (Cdk6) gefunden als in den Prnp™-
Shammadusen. Auch die anderen proliferationsfordernden Proteine Cdc25, Cdk4, Cyclin A,
Rbp und E2F zeigten im Shamzustand in den Prnp”*-Mzusen etwas héhere Level als in den
Prp”-Méusen. Zu diesen Proteinen existieren bisher in Zusammenhang mit dem
Prionprotein keine gesicherten Erkenntnisse.

In der Literatur ist bislang nur eine durch das Prionprotein induzierte Cyclin D-
Mehrexpression  beschrieben  worden (Liang et al., 2007b), allerdings in
Magenkarzinomzellen. Diese ldsst sich in vorliegender Arbeit wegen der relativ groBen
Streuung der Werte der Cyclin D-Expression im Gehirn nicht belegen. Nach

Ischdmiebehandlung waren jedoch die proliferationsférdernden Proteine Cdk4 und Cyclin A
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in den Prnp” “-Méusen signifikant stirker exprimiert als in den Prnp'/ -Maéusen, welches als

Hinweis auf eine vermehrte Mikrogliaproliferation in der Penumbra gewertet werden kann.

In einer anderen interessanten Studie wurde beobachtet, dass Cyclin D und Cdk4 nach
transienter cerebraler Ischdmie ausschlieBlich in nicht-apoptotischen postmitotischen
Neuronen und Oligodendrozyten exprimiert wurden (Li et al., 1997). Dies passt gut zu der in
dieser Arbeit beobachteten signifikant stirkeren postischimischen Cdk4-Expression im Hirn
der Prnp”*-Miuse, die somit Ausdruck einer verminderten neuronalen Apoptose-Rate in den

o -
Prnp”*-Méusen sein konnte.

3.2.2. Antiproliferative Proteine

Im Gegensatz zu den proliferationsfordernden Proteinen waren die antiproliferativen Proteine
Chk1/2 und p57kip2 im Shamzustand in den Prnp” “_Méusen etwas schwicher exprimiert als in
den Prnp”-Miusen. Die Kinasen Chk1 und Chk2 énderten ihre Expressionlevel in den Prnp™-

Miusen nach Ischimie nicht signifikant gegeniiber dem Shamzustand, p57*

fiel in den Prnp
"Miusen nach Ischimie signifikant gegeniiber dem Shamzustand ab.

In den Pmp%-Méiusen hingegen fand sich eine signifikante Hochregulation der Cdk-
inhibierenden Kinase Chk2 sowie eine nicht signifikante Hochregulation der Cdk-
inhibierenden Kinasen Chkl und p57" nach Ischimicbehandlung gegeniiber dem
Shamzustand.

Interessanterweise gibt es Studien, die zeigten, dass eine Cdk-Hemmung nach
Ischiimie/Reperfusion neuronales Uberleben forderte und rdumliche Lernfihigkeit verbesserte

(Osuga et al., 2000; Rashidian et al., 2005; Wang et al., 2002), was gut zu den hier

beobachteten Effekten beziiglich der Prionprotein-Expression passen wiirde.

3.2.3. Proteine, die sowohl proliferativ als auch antiproliferativ wirken: C-Abl

In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass c-Abl in den Prnp”*-Miusen stirker exprimiert
war als in den Prnp'/ -Maéusen (statistischer Trend nach Ischdmie im t-Test und Signifikanz in
der ANOVA). C-Abl hemmt den Cdk4/Cdk6/Cyclin D-Komplex (siche C. Ergebnisse,
Abbildung 61). So konnte c-Abl wie andere zellproliferationshemmende Proteine durch
Inhibierung der Cdks4/6 neuronales Uberleben nach Ischiimie/Reperfusion fordern (Osuga et
al., 2000; Rashidian et al., 2005; Wang et al., 2002). Es wurde in anderen Studien beobachtet,
dass die Nicht-Rezeptor Tyrosin-Kinase c-Abl fiir die Phosphorylierung von Caveolin unter
oxidativem Stress notwendig war, die H,O»-induzierte Katalase-Aktivitdt iiber eine direkte

Bindung an das Enzym steigern konnte und die H,O,-Konzentration in der Zelle sowie die
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H,0,-abhidngige Apoptoserate senken konnte (Sanguinetti et al., 2003; Sanguinetti and
Mastick, 2003; Cao et al., 2003).

Prp”-Miuse zeigten in vorangegangenen Studien eine hohere Vulnerabilitit gegeniiber
Agenzien, die oxidativen Stress induzieren, wie H,O,, Xanthin-Oxidase und Kupferionen
(Brown et al., 2002; White et al., 1999; Choi et al., 2007; Nishimura et al., 2004; Klamt et al.,
2001; Brown et al., 1997b). Auch eine verminderte Katalase-Aktivitit sowie eine verstarkte
Entstehung reaktiver Sauerstoffspezies (ROS) wurden in Prnp”-Zellen gefunden (Klamt et
al., 2001; Wong et al., 2001). Dies wire gut mit einer verminderten c-Abl-Expression in den

Prnp”-Méusen vereinbar.

3.2.4. Proteine, die sowohl antiproliferativ als auch pro-apoptotisch wirken: p53

Die p53-Expression zeigte in dieser Arbeit zwischen den Prnp”*- und den Prnp”-Mzusen
keinen signifikanten Unterschied. Eine Assoziation der p53-Expression mit der Expression
des Prionproteins wurde von verschiedenen Autoren vermutet, konnte aber bislang noch nicht
vollstindig aufgeklirt werden. So wurde in Prnp”™-Zellen teils eine hohere (Kim et al., 2004;
Liang et al., 2006) und teils eine niedrigere p53-Expression (Brown et al., 2002; Paitel et al.,
2003; Paitel et al., 2004) als in Prnp+/+-Zellen beobachtet. In einer aktuelleren Publikation
wurde eine Abhéngigkeit der p53-Expression von der Spaltung des Prionproteins postuliert

(Sunyach et al., 2007).

3.3. Spezielle Proteine der neuronalen Signaltransduktion

3.3.1. NMDA-Rezeptor

In dieser Arbeit konnte auf Proteinebene gezeigt werden, dass die NMDA-Rezeptor-
Untereinheit NR2A im Hirn von Prnp‘/ -Shammaéusen starker exprimiert war als im Hirn von
Prnp+/+-Shamméusen. Wie im Folgenden ausfiihrlich diskutiert wird, konnte der NMDA-
Rezeptor von zentraler Bedeutung fiir den molekularen Wirkungsmechanismus des
Prionproteins sein.

Erginzend zu den Protein-Microarray-Untersuchungen, die bereits einen Trend belegen,
wurden die NR2A-Level der Pran- und der Prnp'/ -Shammausgruppe erginzend im
Westernblot quantifiziert. Hier war eindeutig eine signifikant stirkere Expression der NMDA-
Rezeptor-Untereinheit NR2A in den Prnp”-Shamméusen nachweisbar.

Bislang finden sich in der Literatur dazu nur wenige Daten. Eine interessante Arbeit von

Maglio et al. stellt jedoch {ibereinstimmend mit den hiesigen Ergebnissen im Hippocampus
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von Prnp'/ -Méusen hohere NR2A-m-RNA-Level als im Hippocampus von Prnp+/+-Méiusen

fest (Maglio et al., 2006).

Der NMDA-Rezeptor ist ein ionotroper Glutamat-Rezeptor, der vor allem an den
postsynaptischen Membranen neuronaler Zellen lokalisiert ist. Seine Aktivierung durch
Glutamat stellt ein wesentliches Element fiir die Induktion synaptischer Plastizitit, einem
molekularen Mechanismus fiir Lernen und Gedéchtnis, dar (Bliss and Collingridge, 1993).
Zum besseren Verstdndnis wird sein Aufbau kurz dargestellt: Bei dem NMDA-Rezeptor
handelt es sich um ein Heteromultimer, bestehend aus mindestens einer obligatorischen NR1-
Untereinheit und mehreren modulatorischen NR2-Untereinheiten (NR2A-NR2D)
(Stephenson, 2006; Hollmann and Heinemann, 1994; Sucher et al., 1996). In der Literatur
wird sowohl die Struktur eines Tetramers als auch die eines Pentamers aus NR1- und NR2-
Untereinheiten beschrieben (Behe et al., 1995; Premkumar and Auerbach, 1997). Durch
alternatives Splicen des NRI-Transkripts (acht verschiedene Isoformen) und regional
unterschiedliche Expression der vier verschiedenen NR2-Untereinheiten entstehen multiple
NMDA-Rezeptor-Isoformen mit unterschiedlicher regionaler Verteilung im Hirn. Die hier
untersuchte NR2A-Untereinheit wird vor allem im cerebralen Kortex, im Hippocampus und
in den cerebelliren Kornerzellen exprimiert. Wahrend sich die NR2B-Untereinheiten
vornehmlich in unreifen Neuronen in frithen postnatalen Entwicklungsstadien finden, werden
die NR2A-Untereinheiten {iberwiegend in reifen Neuronen exprimiert (,NR2B-NR2A
developmental switch®) (Liu et al., 2004).

Die NR1-Untereinheiten binden an ihrer extrazelluliren Doméne den Co-Agonisten Glycin,
die NR2-Untereinheiten den Neurotransmitter Glutamat. Daneben besitzt jede Untereinheit
eine ausgedehnte zytoplasmatische Doméne, die an verschiedenen Stellen durch eine Reihe
von Proteinkinasen (z.B. Src, Fyn, PKC) und Proteinphosphatasen moduliert werden kann.
Durch  Modifizierung der  NR2-Untereinheiten  (z.B.  Phosphorylierung  und
Dephosphorylierung) werden die elektrophysiologischen Eigenschaften des Rezeptors
kontrolliert. An dieser Stelle kdnnte das Prionprotein einen entscheidenden Einfluss haben,

aus dem sich nachfolgende Konsequenzen ergeben:

Die NMDA-Rezeptor-Aktivierung fiihrt zu einem Einstrom von Calciumionen in die
Nervenzelle. Durch eine Modulation der NMDA-Rezeptor-Aktivitit findet eine empfindliche
Beeinflussung der neuronalen Calcium-Homoostase statt. Sowohl eine pathologisch niedrige

als auch eine pathologisch hohe NMDA-Rezeptor-Aktivierung wirken sich negativ auf das
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neuronale Uberleben aus [zusammengefasst in (Hardingham and Bading, 2003)]. Fiir die hier
favorisierte Hypothese sei von einer verminderten NMDA-Rezeptoraktivitidt bei Depletion
des Prionproteins ausgegangen. Dabei sind drei Punkte von Bedeutung:

1. Eine Blockade der NMDA-Rezeptor-Aktivitit bewirkte in vitro (Brenneman et al.,
1990; Ciani et al., 1997) und in vivo bei in der Entwicklung befindlichen Nagetieren
ausgedehnte Apoptose in Hippocampus, Gyrus dentatus und Cerebellum (Ikonomidou
et al., 1999; Turner et al., 2002; Olney et al., 2002; Gould et al., 1994), sensibilisierte
neuronale Zellen gegeniiber traumatischer Hirnschddigung (Ikonomidou et al., 2000;
Pohl et al., 1999; Olney et al., 2002) und pridestinierte Neurone fiir Bax-induzierte
Apoptose (Rivero Vaccari et al., 2006; Yoon et al., 2003; Wang et al., 2005; Wang et
al., 2000).

2. Eine so genannte exzitotoxische Uberstimulation des NMDA-Rezeptors infolge
tibermdBiger Glutamat-Freisetzung bei schwerer Ischdmie, Hypoxie, Epilepsie oder
traumatischer Hirnschiddigung flihrt ebenfalls zu neuronaler Apoptose und Nekrose
(,,exzitotoxischer Zelltod*) (Dirnagl et al., 1999; Hardingham and Bading, 2003; Lee
et al., 1999; Olney et al., 1986; Slikker et al., 2005).

3. Es wurde beobachtet, dass eine NMDA-Rezeptor-Antagonisierung zu einer
,kompensatorischen* pathologischen Hochregulation von NMDA-Rezeptoren bzw.
von NMDA-Rezeptor-Untereinheiten fiihrte, wie z.B. der NR2A-Untereinheit, und
daraus eine erhohte Empfindlichkeit gegeniiber exzitotoxischer NMDA-Rezeptor-
Uberstimulation bei Ischimie, Hypoxie, Trauma und Epilepsie sowie gegeniiber Bax-
induzierter Apoptose resultierte (Slikker et al., 2005; Wang et al., 2000; Wang et al.,
2005).

Die hier nachgewiesene stirkere NR2A-Gesamtexpression im Hirn der Prnp'/ -Méuse konnte
also am ehesten Ausdruck einer teil-kompensierten NMDA-Rezeptor-Minderaktivierung
unter ,,Normalbedingungen* sein. Dies allein pradestiniert schon fiir eine hohere Anfilligkeit
gegeniiber  Stressbedingungen. Das  Ungleichgewicht  wirkt sich aber unter
,Ischimiebedingungen® zudem negativ aus, da jetzt mit einer Uberstimulation zu rechnen ist:
Die Prnp'/ -Méuse werden gleichzeitig gegeniliber Bax-induzierter Apoptose und
exzitotoxischem Zelltod empfindlicher. Fiir diese These spricht, dass eine Deletion des
Prionproteins speziell fiir die Bax-induzierte Apoptose priadestinierte (Bounhar et al., 2001;
Kuwahara et al., 1999; Li and Harris, 2005; Roucou et al., 2003; Roucou et al., 2005) und zu

einer verstarkten Anfalligkeit gegeniiber cerebraler Ischdmie, Hypoxie, Trauma und Epilepsie
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fiihrte (Hoshino et al., 2003; McLennan et al., 2004; Mitteregger et al., 2007; Spudich et al.,
2005; Walz et al., 1999; Walz et al., 2002; Weise et al., 2004; Weise et al., 20006).

Der NMDA-Rezeptor ist aulerdem flir den Vorgang der Langzeitpotenzierung (engl.:
longterm potentiation: LTP, langdauernde Verstirkung synaptischer Erregungsiibertragung
als Folge vorangegangener hochfrequenter Stimulation der beteiligten Synapsen)
verantwortlich. Die LTP stellt eine Grundlage fiir rdumliches Lernen, Gedéichtnis und
synaptische Plastizitit dar (Pastalkova et al., 2006; Whitlock et al., 2006). Tatséchlich zeigten
Prnp'/ -Maiuse Defizite in rdumlichem Lernen und Gedéichtnis (Collinge et al., 1994; Criado et
al., 2005; Manson et al., 1995; Curtis et al., 2003; Nishida et al., 1997; Colling et al., 1997;
Coitinho et al., 2003), was auch zumindest partiell durch die hier beobachteten Unterschiede
erklart werden konnte. Coitinho et al. wiesen in den Prnp”-Miusen eine verminderte
Reagibilitdt auf eine Behandlung mit dem NMDA-Rezeptor-Antagonisten MK-801 nach, was
ebenfalls einen Einfluss des Prionproteins auf die NMDA-Rezeptor-Aktivitit vermuten lassen
konnte (Coitinho et al., 2002). Hierzu passend wurde aullerdem eine positive Korrelation
zwischen dem Prionprotein-Expressionslevel und der Gesamtstirke der glutaminergen

Erregungsiibertragung im Hippocampus von Wildtyp-Mé&usen gezeigt (Carleton et al., 2001).

Obwohl beide vorgestellten Thesen der Modulation der NMDA-Rezeptoraktivitdt durch das
Prionprotein (Anfilligkeit gegeniiber Ischdmie und die Modulation der longterm potentiation)
recht spekulativ und komplex sind, wiirden sie die bisher beobachteten Einfliisse des
Prionproteins hinreichend erkldren. Der NMDA-Rezeptor diirfte daher ein interessantes
Target fiir zukiinftige Studien darstellen. Es stellt sich dabei natiirlich die Frage, auf welche
Weise das Prionprotein die NMDA-Rezeptor-Aktivitdt positiv beeinflussen konnte. Hier

konnte man ergénzend zwei Hypothesen diskutieren:

1. Redox-Hypothese: Interessanterweise kann die Aktivitdit des NMDA-Rezeptors durch
chemische Reduktion stark erhoht und durch Oxidation stark vermindert werden. Diese vom
Redox-Potential abhingige Modulation der NMDA-Rezeptor-Aktivitit wird vermutlich durch
bestimmte Redox-Molekiile wie Glutathion und Thioredoxin vermittelt, die den Rezeptor
modifizieren (Aizenman et al., 1989; Gozlan and Ben Ari, 1995).

Tatsichlich zeigten Prnp”"-Miuse eine hohere Aktivitit anti-oxidativer Enzyme, wie der
Glutahion Reduktase und der Katalase, als Prnp'/'-Méiuse (White et al., 1999; Klamt et al.,
2001). Auf diese Weise konnte eine Modulation der NMDA-Rezeptor-Aktivitit durch das
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Prionprotein erklart werden. Von einigen Autoren wird sogar dem Prionprotein selbst eine
Reduktionskapazitit zugeschrieben (Brown et al., 1999; Brown et al., 2001), was sich jedoch
in anderen Studien nicht verifizieren lie8 (Jones et al., 2005) und aktuell aus verschiedenen

Griinden umstritten ist [zusammengefasst in (Westergard et al., 2007)].

2. Signaling-Hypothese: NMDA-Rezeptoren sind zu 50-60 % in Lipid-Rafts lokalisiert
(Besshoh et al., 2005). Speziell NMDA-Rezeptor-Isoformen, welche die NR2A-Untereinheit
exprimieren, sind ebenso wie das Prionprotein wahrend aller Entwicklungsstadien eines
Saugetieres vornehmlich mit Lipid-Rafts assoziiert (Besshoh et al., 2007). Auch die Nicht-
Rezeptor Tyrosin-Kinase Fyn befindet sich hauptsdchlich (zu 85-90 %) in Lipid-Rafts
(Besshoh et al., 2005). Dabei kann die NMDA-Rezeptor-Untereinheit NR2A durch die Nicht-
Rezeptor Tyrosin-Kinase Fyn phosphoryliert werden, wodurch es zu einer
Aktivititssteigerung des NMDA-Rezeptors kommt (Besshoh et al., 2005; Liu et al., 2001; Ma
and Zhang, 2003; Takagi et al., 1999; Liu et al., 2003; Xu et al., 2006; Chen et al., 2003a).
Mehrfach wurde beschrieben, dass ein ,,Clustering® (,,Verklebung®) des Prionproteins iiber
Interaktion mit anderen Proteinen (Caveolin 1; Reggie 1/Reggie 2; N-CAM) zur Rekrutierung
und Aktivierung der Nicht-Rezeptor Tyrosin-Kinase Fyn fiihrte (Mouillet-Richard et al.,
2000; Santuccione et al., 2005; Krebs et al., 2007; Stuermer et al., 2004; Schneider et al.,
2003; Chen et al., 2003b; Kanaani et al., 2005; Toni et al., 2006).

Auch der positive Einfluss des Prionproteins auf neuronales Wachstum und Uberleben in

Zellkultur war Fyn-abhingig (Chen et al., 2003b; Kanaani et al., 2005).

Somit bestlinde die Mdglichkeit, dass das Prionprotein iiber Aktivierung der Nicht-Rezeptor
Tyrosin-Kinase Fyn die Aktivitit des NMDA-Rezeptors positiv beeinflussen und dadurch
zugleich in die Regulation der Bax-induzierten Apoptose, des Neuronenwachstums, der
synaptischen Plastizitit und der LTP eingreifen konnte (siehe auch D. Diskussion, 3.6.

Interpretation und Schlussfolgerung).

Zudem fiel auf, dass die Glutaminsduredecarboxylase (GAD) in den Prnp”-Méusen etwas
stiarker exprimiert war als in den Prnp” “-M#usen (statistischer Trend nach Ischidmie).

Das konnte bedeuten, dass eine Deletion des Prionproteins mit einer verstirkten Umwandlung
von Glutamat zu GABA einhergeht. Dies konnte zu einer oben postulierten verminderten
NMDA-Rezeptor-Aktivierung in den Prnp”-Miusen beitragen. Uber die genaue Funktion der

GAD wird allerdings noch spekuliert. Daher ist weitere Forschungsarbeit nétig, um
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herauszufinden, welche Bedeutung der GAD-Expression in Bezug auf den Prionprotein-

Signalweg tatséchlich zukommt.

3.3.2. a1l-Syntrophin

In den Prnp”-Méusen fand sich nach Ischimie eine signifikant stirkere Expression des
Adapterproteins o1-Syntrophin als in den Prnp”*-Mausen.

al-Syntrophin verankert den Wasserkanal AQP4, der in den perivaskuldren Membranen von
neuronalen Astrozyten konzentriert vorkommt, in der astrozytiren Membran. Interessante
Studien einer anderen Arbeitsgruppe konnten zeigen, dass eine Deletion des o 1-Syntrophin-
Gens liber eine Reduktion von AQP4-Kandlen zu einer verzogerten und verminderten
Hirnddementwicklung nach transienter cerebraler Ischdmie fiihrte (Amiry-Moghaddam et al.,
2003b; Amiry-Moghaddam et al., 2003a; Amiry-Moghaddam et al., 2004). Die stirkere al-
Synthrophin-Expression in den Prnp”-Miusen konnte somit durch Begiinstigung der

Odembildung fiir die groBeren Infarktvolumina in den Prnp'/'-Méiusen mitverantwortlich sein.

3.3.3. Synuclein-a.

In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass die Prnp”-Miuse nach Ischimiebehandlung
héhere Synuclein-a-Level als die Prnp”*-Méuse aufwiesen (Trend). In der ANOVA stellten
sich die Synuclein-a-Expressionsunterschiede zwischen den vier Mausgruppen hoch
signifikant dar.

Es wurde beschrieben, dass chronischer oxidativer Stress zu einer erhdhten Synuclein-
o—Expression und -Akkumulation fiihrte (Quilty et al., 2006). Erhdhte Synuclein-a-Level
begiinstigten eine frilhere Produktion von reaktiven Sauerstoff-Radikalen nach
Ischdmie/Reperfusion (Yoon et al., 2006). Zellen, die Synuclein-o exprimierten, zeigten
auBerdem verstirkt Apoptose-Merkmale wie Cytochrom C-Freisetzung und Akkumulation
reaktiver Sauerstoffradikale im Vergleich zu Synuclein-Knock-out-Zellen (Witt and Flower,
2006). Somit konnte erhohter oxidativer Stress aufgrund verminderter Toleranz gegeniiber
Ischidmie in den Prnp”-Ischdmiemiusen zu erhShten Synuclein-a-Leveln gefiihrt haben. Eine
erhohte Synuclein-a-Expression wiederum konnte zu der verstarkten Apoptose-Neigung der

Prnp”-Miuse nach Ischimie/Reperfusion beitragen.

3.4. Proteine des Zytoskeletts

Auch in Bezug auf die Expression der Proteine des Zytoskeletts verhielten sich die Prnp™*-

Miuse und die Prnp”-Mause unterschiedlich. Die Proteine des Zytoskeletts werden im
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Folgenden nur kurz diskutiert, da sie fiir die aktuelle Fragestellung von untergeordneter

Relevanz sind.

3.4.1. Mikrotubulidynamik-assoziierte Proteine

Es fanden sich vor allem Expressionsunterschiede bei der Untergruppe von Proteinen, die mit
der Mikrotubulidynamik assoziiert sind (o.-Tubulin, MAP1-Proteine und OP18/Stathmin).
o-Tubulin ist ein Grundbaustein der Mikrotubuli und zeigte in den Prnp” “-Méusen vor und
nach Ischimie (Trend) niedrigere Level als in den Prnp”-Miusen. Beim Mechanismus
des "Prionprotein-Clusterings* wurde eine direkte Interaktion des Prionproteins mit o-
Tubulin beobachtet (Nieznanski et al., 2005).

MAPI1-Proteine fordern die Polymerisation der Mikrotubuli und stabilisieren die
Mikrotubulistruktur. In den Prnp”*-Méausen, die einen niedrigeren MAP1-Ausgangslevel im
Shamzustand als die Prnp'/ -Maéuse zeigten, stieg der MAPI1-Level nach Ischdmie signifikant
gegeniiber dem Shamzustand an. In den Prnp”-M&usen hingegen dnderten sich die MAP1-
Level kaum nach Ischimie/Reperfusion gegeniiber dem Shamzustand.

In einer vorangegangenen Arbeit wurden inhibierende Einfliisse des Prionproteins auf die
Polymerisation der Mikrotubuli festgestellt, einhergehend mit einer geringeren Anzahl und
einer Verkiirzung der Mikrotubuli (Nieznanski et al., 2006).

Damit liegt nahe, dass das Prionprotein in die Mikrotubulidynamik der Zelle eingreifen
konnte, auch wenn bislang noch unklar ist, welchen genauen Einfluss das Prionprotein auf die

Mikrotubulidynamik ausiiben konnte.

3.4.2. Neurofilament 200

Der Neurofilament 200-Level war nach Ischdmiebehandlung sowohl in den Prnp” “-Méiusen
als auch in den Prnp”-Miusen deutlich niedriger als im Shamzustand (Signifikanz in den

++

Prnp”"-Mausen).

Es wurde beschrieben, dass Neurofilament 200-Immunoreaktivitit nach cerebraler Ischimie
im Ischidmieareal selbst gar nicht mehr detektierbar war und unmittelbar um das Infarktareal
drastisch erniedigt war (Zhao et al., 2006; Camargo-De-Morais et al., 1996).

Die in dieser Arbeit nachgewiesene verminderte Neurofilament 200-Expression nach

Ischidmie konnte somit Ausdruck einer durch die Ischdmie entstandenen Hirnschiddigung sein.

3.4.3. Connexin 32

Connexin 32 war im Shamzustand in den Prnp”-Méusen signifikant stirker exprimiert als in

den Prnp”*-Mausen. Connexine sind die Grundbausteine der Gap junctions, die den
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interzelluldren Austausch kleiner Molekiile und elektrischer Ladungen ermdglichen. Es wurde
eine Kolokalisation des pathogenen Prionproteins PrP* mit Connexin 32 beschrieben
(Kovacs et al., 2005), woraus eine Assoziation des Prionproteins mit den ,elektrischen
Synapsen® abgeleitet wurde. Jedenfalls wurde beschrieben, dass eine verminderte neuronale
Expression von Gap junctions neuroprotektiv wirkt und vor traumatischer Hirnschddigung
(mit konsekutiver Leckage und Depolarisation) schiitzen kann (Frantseva et al., 2002), was
gut zu einer erhdhten Vulnerabilitit der Prnp”-Méiuse passen wiirde (Hoshino et al., 2003). Es
ist nahe liegend, dass ein solcher Mechanismus auch fiir die ischdmische Hirnschidigung

zutrifft.

3.5. Proteine der Signaltransduktion

3.5.1. Phosphoserin, Phosphothreonin und Phosphotyrosin

Phosphoserin, Phosphothreonin und Phosphotyrosin sind allgemeine Marker fiir die unter
oxidativem Stress verstirkt stattfindende Proteinphosphorylierung an Serin-, Threonin- und
Tyrosinresten. Daher war ein Anstieg aller phosphorylierten Aminoséuren nach Ischdmie
gegeniiber dem Shamzustand zu erwarten, wie er in vorliegender Arbeit gezeigt werden
konnte (Signifikanz bei Phosphoserin in den Prnp+/ “_Miusen, Trend bei Phosphoserin in den
Prnp'/ -Maéusen, Trend bei Phosphothreonin in den Pran-M:'iusen). Auch in der ANOVA
stellten sich die Phosphoserin- bzw. die Phosphotyrosin-Expressionsunterschiede zwischen
den vier Mausgruppen signifikant bzw. als Trend dar. Da die Level phosphorylierter Proteine
im Bereich einer Nekrose allerdings generell rasch abfallen, diirften die hier gemessenen
Unterschiede zwischen Sham- und Ischdmiezustand, insbesondere in den Prnp'/'-Méiusen,

noch deutlich unterschétzt werden.

3.5.2. PKC Bly

Die Prnp”"-Miuse zeigten in vorliegender Arbeit nach Shambehandlung eine etwas
niedrigere Expression der PKC Bund PKC yals die Prnp”-Miuse. Dadurch waren sie
moglicherweise weniger anfillig gegeniiber ischdmiebedingter neuronaler Schidigung.
Tatsdchlich zeigten PKC y-Knockout-Méuse signifikant niedrigere Infarktvolumina als die
Wildtypkontrollen (Aronowski and Labiche, 2003).

In der Reperfusionsphase nach transienter cerebraler Ischdmie hingegen scheint die PKC y-
Expression das neuronale Uberleben zu begiinstigen (Aronowski et al., 2000). In den Prnp -
Maiusen fand sich nach Ischdmie/Reperfusion eine signifikante Hochregulation der PKC

Bund der PKC y gegeniiber dem Shamzustand. Hierzu passend, wurde eine generelle
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Steigerung der Expression und Aktivitit der PKC nach Ischdmie/Reperfusion beschrieben
(Strasser et al., 1992). Die Prnp”-Miusen, die ein hoheres PKC-Ausgangsniveau im
Shamzustand zeigten, dnderten ihre PKC B- und PKC vy-Level nach Ischdmie/Reperfusion
kaum gegeniiber dem Shamzustand. Dies konnte ein Indiz fiir eine PKC-Fehlregulation in den
Prnp™”-Méusen sein, die zu ihrer erhdhten Ischimie-Anfalligkeit beitragen konnte.

In einer vorangegangenen interessanten Arbeit wurde eine Forderung axonalen Wachstums
und synaptischer Plastizitdt durch rekombinantes Prionprotein iiber eine Beeinflussung des

PKC-Signalwegs beschrieben (Kanaani et al., 2005).

3.5.3. ERK1/2

Im Shamzustand fand sich in vorliegender Arbeit bei einer relativ hohen Standardabweichung
kein Unterschied zwischen den Prnp+/+-Méiusen und den Prnp'/'-Méiusen in Bezug auf die
ERK 1/2-Aktivitit. Nach einstiindiger Ischdmie mit 4-stiindiger Reperfusion zeigten die Prnp””
-Miuse in dieser Arbeit eine stirkere ERK1/2-Aktivitit als die Prnp”tMéiuse (statistischer
Trend). Hierzu passend, beschrieben Spudich et al. unter Verwendung von
Westernblotanalysen und desselben Antikorpers wie in dieser Arbeit eine signifikant stirkere
ERK1/2-Aktivitit in den Prnp”-Miusen nach einer deutlich kiirzeren (halbstiindigen)
Ischdmie und 3-stiindiger Reperfusion (Spudich et al., 2005). Dazu muss festgehalten werden,
dass die ERK1/2-Aktivierung durch Ischidmie einen typischen Zeitverlauf aufweist mit einem
ersten Maximum nach 15 Minuten, einem beginnenden Abfall nach 30 Minuten und einem
erneuten Anstieg nach 6 Stunden mit einem zweiten Maximum nach 72 Stunden (Sugino et

al., 2000), und damit mit den hier gewéhlten Bedingungen nicht optimal erfasst werden kann.

Dariiber hinaus lie sich in vorliegender Arbeit eine Ischdmie-bedingte Reduktion der
ERK1/2-Gesamtexpression feststellen, entsprechend der generellen Proteindegeneration

infolge eines ischdmischen Hirnschadens.

Die Aktivitit lasst sich auch relativ zur ERK 1/2-Gesamtexpression betrachten: In den Prnp ™'
Maiusen betrug der Anteil der aktivierten ERK1/2 vor Ischimie 54 % der Gesamtexpression,
nach Ischdmie und 4-stiindiger Reperfusion nur noch 30 % der Gesamtexpression. In den
Prnp'/ -Maiusen unterschied sich der Anteil der aktivierten ERK vor Ischdmie mit 49 % der
Gesamtexpression wenig vom Anteil der aktivierten ERK in den Prnp”*-Miusen. Nach
Ischdmie hingegen betrug der Anteil der aktivierten ERK1/2 in den Prnp”-Méusen 74 % der

Gesamtexpression. Dies impliziert einen relativen Anstieg der ERK 1/2-Aktivitit in den Prnp””
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-Maiusen nach Ischdmie und 4-stiindiger Reperfusion, wohingegen sie in den Pran “-M#usen

nach Ischdmie und 4-stiindiger Reperfusion gegeniiber dem Shamzustand abfiel.

Der ERK1/2-Signalweg wird als Reaktion auf diverse Zellstressoren (z.B. durch H,O,, ROS,
Calcium, niedriges Kalium, Wachstumshormonentzug etc.) aktiviert und kann je nach
Aktivierungsmuster sowohl pro-apoptotische Effekte (Erhdhung der Bax- und p53-
Expression, Freisetzung pro-apoptotischer Proteine aus den Mitochondrien etc.) als auch anti-
apoptotische Effekte (Aktivierung anti-apoptotischer Transkriptionsfaktoren: CREB, NF-kB
etc.) haben (siehe auch C. Ergebnisse, Abbildung 82). Die verstirkte postischdmische
ERK1/2-Aktivierung in den Prnp”-Miusen kénnte damit zumindest auf stirkeren oxidativen

Zellstress unter Ischdmie-/Reperfusionsbedingungen hindeuten.

Mehrfach wurde eine artifizielle ERK1/2-Aktivierung als Folge einer Antikorper-vermittelten
Prionprotein-Quervernetzung und einer Interaktion des Prionproteins mit Caveolin-1
beschrieben (Monnet et al., 2004; Stuermer et al., 2004; Toni et al., 2006; Schneider et al.,
2003; Krebs et al., 2006).

Chiarini et al. zeigten allerdings, dass eine ERK1/2-Hemmung den neuroprotektiven Effekt

des Prionproteins nicht autheben konnte (Chiarini et al., 2002).

Ein molekularer Mechanismus, der in den Prp”-Msiusen unter Ischimie-
/Reperfusionsbedingungen zu der hier und in der Arbeit von Spudich et al. beobachteten
stairkeren ERKI1/2-Aktivierung fiihren konnte, wird in Kapitel ,,.D. Diskussion, 3.6.

Interpretation und Schlussfolgerung* vorgeschlagen.

3.5.4. NF-xB und 1xB

Weder NF-kB noch IkB zeigten Trend oder Signifikanz beim Vergleich der vier untersuchten
Mausgruppen. Dennoch fiel auf, dass die Prnp'/'-Méiuse im Shamzustand eine etwas stirkere
NF-kB-Expression als die Prnp”*-Miuse aufwiesen. Dies passt sehr gut zu den Ergebnissen
von Brown et al., die in Prnp”-Miusen eine signifikant hdhere NF-kB-Expression als in

Prnp”"-Miusen feststellten (Brown et al., 2002).

3.5.5. Ostrogenrezeptor

Nach Ischdmiebehandlung zeigte der Ostrogenrezeptor in den Prnp”-Miusen hdhere Level
als in den Prmp”'-Méusen (statistischer Trend). Zwar handelt es sich hier bei den
Versuchstieren um minnliche Tiere, fiir deren Stoffwechsel Ostrogen eine untergeordnete
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Rolle spielt. Dennoch ist die Beobachtung aus dem Grund erwidhnenswert, da sich weibliche
Prp”-Miuse beziiglich ihrer Lisionsvolumina bei Ischimie von ihren miénnlichen
Artgenossen deutlich unterschieden. Weibliche Zrch I Prnp”-Miuse verhielten sich nach
transienter cerebraler Ischdmie wie Zrch I Prp”*-Miuse und zeigten keinen erhéhten
neuronalen Schaden verglichen mit den Wildtyp-Kontrolltieren. Die ménnlichen Zrch I Prnp'/ i
-Miéuse hingegen wiesen einen signifikant hoheren neuronalen Schaden als die Wildtyp-
Kontrolltiere auf (Sakurai-Yamashita et al., 2005). Ostrogen besitzt einen neuroprotektiven
Effekt bei transienter cerebraler Ischdmie, wie bereits in zahlreichen Versuchen gezeigt
werden konnte [zusammengefasst in (Brann et al., 2007)]. Fiir weibliche Tiere unter
Ishimiebedingungen koénnte eine unterschiedliche Ostrogenrezeptor-Expression in
Abhéngigkeit vom Prionprotein moglicherweise von Bedeutung sein. Dies miisste allerdings
in weiteren Studien mit weiblichen Tieren unter Einbeziehung von Messungen des

Ostrogenspiegels iiberpriift werden.

3.5.6. PKB/Akt

Oxidativer Zellstress aktiviert die PI3-Kinase. Diese wiederum phosphoryliert die
Proteinkinase B und Akt (PKB/Akt). PKB/Akt kann darauthin den Transkriptionsfaktor NF-
kB aktivieren und dadurch die Transkription anti-apoptotischer Proteine (z.B. Bcl-x;, AIP)
induzieren. Ferner wirkt PKB/Akt iiber Hemmung des pro-apoptotischen Proteins Bad anti-
apoptotisch. Die PKB-Gesamtexpression unterschied sich kaum zwischen den Prnp™*- und
den Prnp”-Miusen in dieser Arbeit. Im Shamzustand fand sich eine geringfiigig stirkere
PKB-Expression in den Prnp'/ -Méusen als in den Pran-M'ausen, und die PKB-
phosphoserin-Level waren ebenfalls in den Prnp”-Miusen etwas héher als in den Prnp™*-
Maiusen. Weise et al. und Vassallo et al. beschrieben eine hohere PKB-Aktivitdt, das heil3t
einen héheren PKB-phosphoserin-Level, im Hirn von Prnp”*-Méusen als im Hirn von Prnp™-
Maiusen (Weise et al., 2006; Vassallo et al., 2005).

Eine Rekrutierung der PI3-Kinase durch das Prionprotein unter oxidativem Stress schien
einen neuroprotektiven Effekt zu haben (Vassallo et al., 2005). Nach einer einstiindigen
Ischdmie mit 6-stliindiger Reperfusion fanden Weise et al. vergleichsweise hohere PKB-
phosphoserin-Level in den Prnp*”-Mausen (Weise et al., 2006). In der vorliegenden Arbeit
stimmt das Expressionsmuster der PKB-phosphoserin eher mit dem Gesamt-Phosphoserin-
Level iiberein (vergleiche C. Ergebnisse, 2.5.1. Phosphoserin, Phosphothreonin und
Phosphotyrosin). Da jedoch die Versuchsbedingungen nicht optimal auf diesen Signalweg
ausgelegt waren (Zeitpunkt, Miteinbeziehung der Nekrose), konnen nur eingeschriankte
Aussagen getroffen werden.
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3.5.7. INK

In Bezug auf die JNK-Aktivitdt fanden sich in dieser Arbeit mit 4-stiindiger Reperfusion beim
Vergleich der vier Mausgruppen weder ein Trend noch eine Signifikanz. Die hier beobachtete
leicht verstirkte JNK-Aktivitit in den Prnp”-Miusen ldsst sich aber mit einer signifikant
niedrigeren DAXX-Expression im Shamzustand gut in Einklang bringen. Denn eine
Inaktivierung der Proteinkinase DAXX scheint die JNK-Aktivierung zu begiinstigen (Chen
and Chen, 2003; Jung et al., 2007).

Spudich et al. haben die JNK-Aktivitit nach Ischdmie mit 3-, 24- und 72-stiindiger
Reperfusion untersucht und fanden erst nach 72-stiindiger Reperfusion eine signifikant

starkere JNK-Aktivitdt in den Prnp'/'-Méiusen (Spudich et al., 2005).

3.5.8. Proteinphosphatasen

Die Expression der Map-Kinase-Phosphatase und der Proteinphosphatase-1o wurde in den
Prnp”-Méusen nach Ischimie gegeniiber dem Shamzustand gesteigert (Signifikanz bzw.
Trend), wihrend sie sich in den Prnp”"-Miusen nach Ischimie kaum gegeniiber dem
Shamzustand dnderte. Auch die ANOVA zeigte eine Signifikanz beziiglich der Map-Kinase-
Phosphatase-Expressionsunterschiede zwischen den vier Mausgruppen sowie einen Trend in
Bezug auf die Proteinphosphatase-1a-Expressionsunterschiede. Nach Ischamie/Reperfusion
iiberstieg der Proteinphosphatase-Level der Prnp'/ -Méuse den der Prnp”tMéuse. Durch
diesen vermehrten Anstieg, der sich aus der (gréBeren) Nekrose und der Penumbra der Prnp” -
Miuse erkldren diirfte, konnte eine primédr verstirkte Phosphorylierung und damit
Aktivierung der ERK1/2 maskiert werden, d.h. die Phosphorylierung der ERK1/2 wird in der
vorliegenden Arbeit eher unterschitzt (siche D. Diskussion, 3.5.3. ERK1/2).

Interessanterweise konnte in vorangegangenen Studien gezeigt werden, dass eine
Calcium/Calcineurin-abhéngige Aktivierung der Proteinphosphatase-1 die neuronale
,Langzeit-Depression® (LTD) am NMDA-Rezeptor fordern konnte (Mulkey et al., 1994)
[LTD (Long-Time-Depression): Verringerung der Reiziibertragung (-depression) zwischen
Nervenzellen bei langdauernder unterschwelliger Reizung, verantwortlich fiir den Vorgang
des Vergessens, Gegenstiick zur LTP (Langzeitpotenzierung) (Négerl and Bonhoeffer, 2006)].
Die signifikante Expressionssteigerung der Proteinphosphatase-1 nach Ischdmiebehandlung
konnte die LTD in den Prnp'/ -Miéusen fordern. Eine Beeinflussung von LTP, raumlichem

Lernen und Gedéchtnis durch das Prionprotein wurde mehrfach beschrieben (Collinge et al.,
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1994; Criado et al., 2005; Manson et al., 1995; Curtis et al., 2003; Nishida et al., 1997;
Colling et al., 1997; Coitinho et al., 2003).

3.6. Interpretation und Schlussfolgerung

Diese Arbeit wurde durchgefiihrt, um nihere Einblicke in die molekularen Mechanismen, die
mit dem postulierten protektiven Effekt der Expression des Prionproteins bei cerebraler

Ischdmie assoziiert sind, zu erhalten.

Zundchst wurde die neuroprotektive Wirkung des Prionproteins ndher untersucht. Dazu
wurden in einer histologischen Untersuchung die Infarktvolumina zwischen Prnp”*-Méusen
und Prnp”-Méusen in verschiedenen Hirnregionen verglichen, wobei sich der neuroprotektive
Effekt des Prionproteins - insbesondere in Bereichen des cerebralen Kortex - eindeutig

bestdtigte.

Anschliefend wurden die Expressionsmuster verschiedenster Proteine aus den Bereichen
Apotose, Zellzyklus, Neurobiologie, Zytoskelett und Signaltransduktion mit Hilfe von
Protein-Microarrays und Westernblots untersucht. Dazu wurden die Hirnlysate von Prnp™*-
und Prnp'/'-Méiusen vor und nach Ischimie eingesetzt. Es zeigte sich eine verminderte
Expression sowohl pro- als auch anti-apoptotischer Proteine in den Prnp”-Miusen bereits vor
Ischdmie. Dies spricht fiir ein gestortes Gleichgewicht der an der Apoptose beteiligten
Proteine. Unter Ischimiebedingungen fand sich dann eine deutlich stirkere Hochregulation
der pro-apoptotischen Proteine in den Prnp”-Miusen. Dies entspricht dem groBeren
Infarktvolumen der Prnp”-Miuse und demonstriert deren Sensibilitit gegeniiber

schidigenden dufleren Einfliissen.

Viele in dieser Arbeit beobachteten Verdnderungen unter dem Einfluss des Prionproteins
kénnten durch Anderungen im ,,Calcium-Signaling” erklirt werden, wie unter ,,D.
Diskussion, 3.1.3. Interpretation und Ausblick: Apoptose-assoziierte Proteine ausfiihrlich

erldautert wurde.

Eine Beeinflussung der zelluldren Calciumhomdostase durch das Prionprotein ist bereits
mehrfach zuvor in anderem Gesamtzusammenhang beschrieben worden (Brini et al., 2005;
Fuhrmann et al., 2006; Herms et al., 2000; Krebs et al., 2007; Stuermer et al., 2004; Stuermer
and Plattner, 2005; Vassallo and Herms, 2003; Herms et al., 1997; Herms et al., 2001; Liang
et al., 2007a; Shamloo et al., 2005; Liang et al., 2007a).
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Auf der Suche nach moglichen Ursachen fiel die Mehrexpression der NMDA-Rezeptor-
Untereinheit NR2A in den Prnp'/'-Méiusen auf. Wie unter ,,D. Diskussion, 3.3.1. NMDA-
Rezeptor* ausfiihrlich erortert, liegt die Vermutung nahe, dass die NR2A-Mehrexpression in
den Prnp'/ -Méusen  Ausdruck  einer ,teil-kompensierten  NMDA-Rezeptor-
Minderaktivierung sein konnte. Es wére durchaus denkbar, dass das Prionprotein die Aktivitét
des NMDA-Rezeptors (positiv) moduliert. Wie dies genau geschieht, ist sehr spekulativ.
Dennoch lassen sich Kausalzusammenhédnge konstruieren, die den neuroprotektiven Effekt
des Prionproteins mit einer Beeinflussung des ,,Calcium-Signaling® iiber den NMDA-

Rezeptor in Einklang bringen wiirden:

In einer vorangegangenen interessanten Arbeit wurde beobachtet, dass die durch das
Prionprotein beeinflusste intrazelluldre Calciumerhdhung als Reaktion auf oxidativen Stress
von einer Aktivierung der Nicht-Rezeptor-Tyrosin-Kinase Fyn abhingig war. Hieraus wurde
eine Fyn-abhdngige calciumvermittelte Sensorfunktion des Prionproteins fiir oxidativen Stress
abgeleitet (Krebs et al., 2007; Vassallo and Herms, 2003).

Da eine Fyn-vermittelte  Phosphorylierung des NMDA-Rezeptors zu  einer
Aktivitétssteigerung des Rezeptors fiihrt (Xu et al., 2006; Kohr and Seeburg, 1996; Ma and
Zhang, 2003), konnte das Prionprotein iiber eine Rekrutierung und Aktivierung der Nicht-
Rezeptor Tyrosin-Kinase Fyn (,,Clustering-Mechanismus®) ,;redoxsensitiv die NMDA-

Rezeptor-Aktivitit und damit das Calcium-Signaling positiv beeinflussen (Abbildung 104).

Tatsdchlich ist beschrieben worden, dass eine subletale NMDA-Rezeptor-Stimulation auf
oxidative Stimuli hin im Rahmen der sogenannten ,ischdmischen Prikonditionierung®
neuroprotektiv wirken und die Toleranz der Zelle gegeniiber schwerer Ischimie oder
Epilepsie erhohen kann (Wang et al., 2006; Bond et al., 1999; Grabb and Choi, 1999; Kato et
al., 1992; Marini et al., 2007; Semenov et al., 2002; Soriano et al., 2006).
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Abbildung 104: Postulierter molekularer Mechanismus des Prionproteins [*=Trend im t-Test;
**=Signifikanz im t-Test; *=Trend in der ANOVA; **=Signifikanz in der ANOVA; **=Signifikanz im
Westernblot (t-Test); 1.=zeitlich friiher, 2.=zeitlich spater]

— Hochregulation durch das (indirekte) Hemmung tiber
Prionprotein (PrP) PrP
— Aktivierung Hemmung

durch letale Ischdmie durch letale Ischimie

I 1]

—l Aktivierung

Hemmung
> Aktivierung durch PrP
catt ) reaktive .
a Calcium ROS Sauerstoffradikale
(reactive oxygen
NMDAR NMDA-Rezeptor species)

Aus einer im Shamzustand verminderten NMDA-Rezeptor-Aktivierung und einer
,kompensatorischen NR2A-Hochregulation® in den Prnp'/ -Méusen konnte eine exzessive
NMDA-Rezeptor-Uberstimulation bei Ischimie oder Epilepsie resultieren (siche auch D.
Diskussion, 3.3.1. NMDA-Rezeptor).
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Der hier postulierte Wirkungsmechanismus des Prionproteins konnte einerseits die positive
Korrelation der Prionproteinexpression mit der glutaminergen Erregungsiibertragung
(Carleton et al., 2001) und gleichzeitig die andererseits postulierte Hyperexzitabilitit des
glutaminergen Systems in Prnp”-Miusen erkldren (Maglio et al., 2004; Maglio et al., 2006).
Auch die in dieser Arbeit gefundene stirkere postischdmische ERK1/2-Aktivierung in den
Prmp”-Méusen wire fiir eine exzitotoxische =~ NMDA-Rezeptor-Uberstimulation
charakteristisch. Ebenso lieBe sich die stirkere postischdmische PAR4-Hochregulation in den
Prnp”-Méusen auf eine exzitotoxische NMDA-Rezeptor-Uberstimulation mit exzessivem
Calciumeinstrom zuriickfithren (Mattson et al., 2000).

Tatsdchlich finden sich kiirzlich erschienene Arbeiten, die einen weiteren Hinweis auf eine
Modulation des NMDA-Rezeptors in Zusammenhang mit dem Prionprotein geben:

(Khosravani et al., 2008; Steele, 2008).

Es lésst sich daraus zusammenfassend eine Hypothese fiir die erhohte Anfalligkeit der Prnp'/ -

Maiuse gegeniiber Ischdmie, Hypoxie, Trauma, Serumdeprivation und Epilepsie, sowie den

Einfluss des Prionproteins auf Langzeitpotenzierung, raumliches Lernen und Gedéchtnis

ableiten:

1. In den Prnp'/'-Méiusen findet sich eine basale Stérung im ,,Calcium-Signaling* —
moglicherweise iiber eine verminderte Aktivitit des NMDA-Rezeptors.

2. Sowohl eine daraus resultierende verminderte Expression anti-apoptotischer Proteine als
auch ein erhohter NR2A-Level in den Prnp”-Miusen konnten unter kritischen
Bedingungen wie Ischdmie, Hypoxie, Trauma, Serumdeprivation oder Epilepsie eine
stirkere Anfilligkeit gegeniiber Apoptose und Glutamat-induzierter Exzitotoxizitét

bedingen.

Mit dieser Arbeit gelang es, wesentliche Daten fiir das Versténdnis der physiologischen
Funktion des Prioproteins zu liefern. Der erhShten Anfilligkeit von Prnp”-Méiusen gegeniiber
Ischdmie liegt offensichtlich eine Dysbalance verschiedener zelluldirer Mechanismen
zugrunde. Dabei konnte der Einfluss des Prionproteins auf die NMDA-Rezeptor-Aktivitit und
somit auf die Calciumhomoostase die bisher beschriebenen Wirkungen des Prionproteins auf
Calciumhomoostase, Bax-induzierte Apoptose, Ischdmie, Epilepsie, Trauma,
Serumdeprivation, neuronales Wachstum, Tumogenese, Langzeitpotenzierung, raumliches
Lernen und Gedichtnis erkldren. In weiterfithrenden Studien konnten diese Zusammenhénge

ndher untersucht werden.
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E. Zusammenfassung

Das Prionprotein ist ein membranstidndiges Glykoprotein, das sich physiologischerweise bei
Sdugetieren, Vogeln, Reptilien, Amphibien und Fischen in fast jedem Entwicklungsstadium
und fast jedem Zelltyp nachweisen 148t. Die hochsten Expressionslevel zeigen sich in
Nervenzellen von Gehirn und Riickenmark sowie in Lymphozyten. Besonders konzentriert
kommt es im Bereich neuronaler Synapsen vor. Innerhalb der Klasse der Sdugetiere ist das

zelluldre Prionprotein hoch konserviert, was eine bedeutende Funktion nahelegt.

Bislang konnten weder seine physiologische Funktion noch der Mechanismus, iiber den es
seine Funktion ausiiben konnte, vollstindig geklart werden. Versuche vorangegangener
Arbeiten an murinen Tiermodellen ergaben Hinweise darauf, dass das Prionprotein eine
neuroprotektive Wirkung unter oxidativem Stress bei transienter cerebraler Ischdmie und

Epilepsie besitzen konnte.

Diese Arbeit befasst sich daher mit der Auswirkung der Expression des Prionproteins im
murinen Infarktmodell sowohl auf den histologisch erfassbaren Gewebeschaden als auch auf
die Verdnderung verschiedener Proteinexpressions- und Aktivierungsmuster. Damit sollen
Hinweise auf die zellulir-molekularen Mechanismen und Signalwege gefunden werden, tiber

die das Prionprotein seine neuroprotektive Wirkung ausiibt.

Der Infarkt wurde durch eine einstiindige Okklusion der A. cerebri media mit anschlieBender
Reperfusion induziert. Es wurden Prnp"*-Mause mit Prnp”-Mausen (&, Littermates)
verglichen. Dabei konnte der neuroprotektive Effekt des Prionproteins bestdtigt werden. Die
Prnp”-Miuse zeigten nach 24 h Reperfusion groBere Infarktvolumina als die Prnp”*-Mduse.
Der Infarkt erstreckte sich iiber die Basalganglien, den motorischen, somatosensorischen,
insuldren und piriformen Kortex, sowie peri- und ektorhinalen Kortex. Der Hippocampus, die
paraventrikuldren thalamischen Nuklei und der cingulidre Kortex blieben vom Infarkt
verschont. Der insulédre und der piriforme Kortex profitierten nach Okklusion der A. cerebri

media signifikant vom neuroprotektiven Effekt des Prionproteins.

Fiir die Untersuchung der Proteinexpression und Proteinaktivierung wurde eine
Reperfusionszeit von 4 h gewihlt. Es wurden Prnp™ - mit Prnp”*-Miusen unter Sham- und

unter Ischdmiebedingungen verglichen. Mittels des Protein-Microarrays konnte eine Vielzahl
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von Proteinen aus den Bereichen Apoptose, Zellzyklus, Neurobiologie, Zytoskelett und
Signaltransduktion gleichzeitig analysiert werden. In den Prnp”*-Miusen fiel bereits im
Shamzustand eine stirkere Expression der Apoptose-induzierenden Caspasen, insbesondere
der Procaspase 8 und der Caspase 10 auf. Gleichzeitig waren auch die anti-apoptotischen
Proteine wie Cystatin A, Bel-x und DAPK erhoht. Nach Ischdmiebehandlung zeigten die
Prnp"*-Miuse eine stirkere Expression sowohl der Apoptose-Caspasen und des Proteins
SMAC/Diablo als auch der anti-apoptotischen Proteine als die Prnp'/ -Méuse. Die sich bereits
vor Ischidmie (im Shamzustand) abzeichnende und die Ischdmie iiberdauernde Dysbalance
sowohl der pro- als auch der anti-apoptotischen Proteine in den Prnp”*-Miusen konnte ein

Hinweis fiir einen grundlegenden Einfluss durch das Prionprotein sein.

Weiterhin wurden in dieser Arbeit Einfliisse des Prionproteins auf die Expression von
Proteinen des Cdk/Rb/E2F-Signalwegs, des Zytoskeletts und der Neurobiologie
nachgewiesen. Aullerdem fanden sich bei einigen Protein-Kinasen Aktivititsunterschiede

. +/+ . /- . .
zwischen Prnp *_Mausen und Prnp "-Miusen vor und nach Ischimie.

Interessanterweise zeigten die Prnp”-Shamméuse in den Protein-Microarrays eine stirkere
Expression der NMDA-Rezeptor-Untereinheit NR2A als die Prnp”*-Shammiuse, die mittels
Westernblot-Technik noch nidher untersucht wurde. Der NMDA-Rezeptor beeinflusst
empfindlich die Calcium-Homdostase und seine Uberaktivitit begiinstigt die Apoptose. Es
muss diskutiert werden, welche Rolle dem NMDA-Rezeptor bei den beobachteten
Unterschieden zwischen den Prnp”- und Prnp”*-Miusen, insbesondere beziiglich der

Dysbalance von pro- und anti-apoptotischen Proteinen, zuzuschreiben ist.

Sowohl die in der Literatur beschriebene Aktivierung der Nicht-Rezeptor Tyrosin-Kinase Fyn
durch das Prionprotein als auch Unterschiede im ,,Calcium-Signaling* wiirden sich durch eine
Beeinflussung der NMDA-Rezeptoraktivitit erklidren lassen und passen in das Bild der bisher
beschriebenen Wirkungen des Prionproteins auf Bax-induzierte Apoptose, Ischimie,
Epilepsie, neuronales Wachstum, Tumorgenese, Langzeitpotenzierung, rdumliches Lernen
und Gedéchtnis. Die Modulation der NMDA-Rezeptoraktivitit stellt einen moglichen

Mechanismus der neuroprotektiven Wirkung durch das Prionprotein dar.
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1. Verwendete Materialien und Lésungen

1.1. Histologie: Lésungen

PBS pH 7,3

4 %ige Paraformaldehydlosung

Cresylviolett

Héamatoxylin

1.2. Protein-Microarrays

1.2.1. LOsungen
Protease Inhibitor Cocktail
(gelagert bei -20 °C)

Benzonase-Stocklosung (5 U /ul)
(frisch angesetzt, auf Eis gelagert)

Stammldsung: 12,7 g Na, HPO,
3,9 g Na H,PO,
85,0 g NaCl

ad 1000 ml Aqua dest. gelost

Gebrauchslésung: Stammlosung 1 : 10 in Aqua dest.verdiinnt und auf pH

7,3 eingestellt

30 % Glycerol

10 % Succrose

4 % PFA

in PBS pH 7.3

Stammldsung: 10 g Cresylviolett

20 ml Ethanol 100 %, 16sen und

30 Minuten stehen lassen,

auf 1000 ml mit Aqua dest. auffiillen.
Dann vorsichtig aufkochen.
Gebrauchslésung: 50 ml Stammlésung ad

200 ml Aqua dest.

Saures Hdmalaun nach P. Mayer § 648 Romeis:

1g Hamatoxylin in 100 ml Aqua dest. 16sen, 0,2 g Natriumiodat
50 g Kalialaun (Aluminiumkaliumsulfat)

50 g Chloralhydrat

1 g Citronenséure

0,3 ml Aqua bidest. zu Protease Inhibitor Cocktail-
Gefil3

2 ul Benzonase™, ultrapure (50 U/ul)
18 pul Extraction/Labeling Buffer
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Buffer A

zur

Proteinextraktion

Lysierung  der

Hirne

und

(Extraction/Labeling Buffer plus Protease Inhibitoren)

(frisch angesetzt, auf Eis gelagert)

10 ml Extraction/Labeling Buffer

50 ul Protease Inhibitor Cocktail
100 pul Phosphatase Inhibitor Cocktail 1
100 pl Phosphatase Inhibitor Cocktail II
1,2 pl Benzonase-Stockldsung (0,6 U/ml in Buffer A)

1.2.2. Antikorperposition auf dem Microarray

IApoptosis IARTS Caspase 4 Caspase 4 |Pr0caspase 8 [Caspase 9 Cystatin A [DAXX
Inducing Factor
(AIF)
Bcl-x cl-Xp. Caspase 5 Caspase 6 Caspase 10 |Caspase 10 |[DAPK DAPK phospho|
|B (pS308)
Caspase 3 IBcl-10 Caspase 7 Caspase 8 Caspasell Caspase 12 |[GADD 153|PAR4 (Prostate
(CHOP-10) JApoptosis
Response 4)
Caspase 3 Caspase 8 Cathepsin D IPhosphatidy;
|Aktiviert Iserin
Rezeptor
(PSR)
Cy3+Cy5/BS Cy3+Cy5/BS Cy3+Cy5/BS
A A A Cy3+CyS/BSA
SMAC/DIABL [c-Abl Cdk6 Cdk-7/CAK  [Cyclin A Cyclin A pl4 ™ p16MRA/CDRN2
(0]
Cdc25 Cdc27 Chk1 Chk2 Cyclin Bl Cyclin D1 [Jp19™4 oo Vo
CDC6 Cdhl c-myc c-Myc Cyclin D2 Cyclin D3 [p34° p35
Cdk4 Cy3+Cy5/BS |[E2F1 Cy3+Cy5/BS [MDM2 Cy3+Cy5/BS [p53
A A A Cy3+Cy5/BSA
p57<P? p63 HAT1 (Histon]HDAC 1{Phospho Phospho Trf-1 Aop-1
lacetyltransferas |(Histon Histon H3|Histon H3
) Deacetylase |(pS10) (pS28)
1))
RetinoblastomP [SMAD4 HDAC 2[HDAC 4Acetyl &JAcetyl HistonfHSP 70 HSP 90
lhospho (pS795) (Histon (Histon phospho [H3 (Ac-Lys9)
Deacetylase 2) [Deacetylase |Histon H3
4)
|Ap-1/cjun IATE2 SUV39H1 PCAF [RAN INTE2 Nedd 8 Calcineurin;
Histon Methyl]]
Transferase
CUG-BP1 Cy3+Cy5/BS [hnRNP M3-M4 |Cy3+Cy5/BS [Topoisomerase] Calmodulin
A A -1 Cy/BSA Cy3+Cy5/BSA
Calnexin IAdaptin B1+p32 Connexin 32 Cytokeratin [Cytokeratin
Calponin 3 COP Connexin 32 |pep.7 ep.8.13
Calreticulin o Catenin Connexin 43 [Cytokeratin  |Cytokeratin
IAktin B Catenin 8.12 epl3 Cytokeratin pepl8
IAktin Plakoglobin Cytokeratin  [Cytokeratin [Pan
B Aktin Caveolin-1 ep 8.60 ep.19 Cytokeratin [Desmin
|Actopaxin Cy3+Cy5/BS |Clathrin  LightjCy3+Cy5/BS [Cytokeratin ~ |Cy3+Cy5/BS [Dystrophin |[Cy3+Cy5/Cy3+Cy
A Chain A ep.4 A 5
Ezrin Myosin ITA Myosin  Vajo. Tubulin i-NOS
|[Fibronectin (LE-16) B Tubulin I i-NOS
Internexin o Pan Cadherin  [Spectrin B Tubulin IIT b-NOS
MAP1 (alpha+tbeta) B Tubulin IV b-NOS
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MAP1b IM Tropomyosin B Tubulin| e-NOS
AP2 polyglutamylat
(2a+2b) Vinculin ed y Tubulin e-NOS
(OP18/Stathmin |Cy3+Cy5/BS [Chondroitin Cy3+Cy5/BS a1 Syntrophin [Cy3+Cy5/BS [e-NOS
A Sulfat A A Cy3+Cy5/BSA
lIAmyloid IAmyloid Glutaminséured S-100 b Synuclein 3
Precursor Precursor ecarboxylase
Protein (APP) [Protein (APP){(GAD65/67) Glutamin Tyrosin
C-terminal |syntethase S-100 hydroxylase
CNPase Growth| INeurofilament Tau
Factor Receptor [Nerve Growth{200 Phospho
Factor [Neurofilamen |(pS199/202
Cofilin Receptor it 200 120CTN
DOPA Synaptotagmin| Tryptophan
Decarboxylase Hydroxylas JARNO (Cytohesin|
[Dystrophin INicastrin Syntaxin e 2)
Glutamat Synuclein-o GAP1
rezeptor Cy3+Cy5/BS Cy3+Cy5/BS Cy3+Cy5/BS
INMDAR 2a  |A A A Cy3+Cy5/BSA
IGRP1(ARNO3 (focal INAK MAP-
Cytohesin-3) ladhesion kinase) Kinase
FAK Phospho (Erk1+Erk2 [IMAP-Kinase
CRK-L (pS772) INF-kB (ERK-1)
CAM  Kinase] FAK  Phospho UNK IMAP-
[la UNK aktiviertfKinase MAP-Kinase
CAM Kinase FAK Phospho| (diphosphory‘;]za':ktiviert aktiviert
[V (AY-18) (pY577) ierte JNK) iphospho fphosphothreonin
EGF rezeptor FAK  phospho p38 MAPK AP-
(pY397) p38  MAPK]|Kinase
aktiviert aktiviert ~ [MAPK nicht
Ostrogen- (diphosphoryl fphosphotyr [phosphoryliert
rezeptor (ER) GRB-2 iert p38) osin ERK
ERKS5 (BIG kB o [Mcl-1 MAP-
MAPK-BMK1) Kinase
aktiviert
protein
kinase-2
Cy3+Cy5/BS Cy3+Cy5/BS Cy3+Cy5/BS |[(MAKAPK
A A A ) Cy3+Cy5/BSA
CDC7 Kinase PKB /AKT [PKC y Pyk2
[PAK phospho Pyk2 Phospho
(pS212) PKB/AKT [PKD (pY579)
Phospholipase PKB Map-Kinase |P Pyk2
IA2 group V phosphoserin ~ [PKB Phosphatase-1 [Protein IPhospho
[Phospholipasef473 (pS473) phosphothreo [(MKP-1) phosphatase  |(pY579/580|Pyk2 Phospho
C y1 nin (pT308) lou (pY580)
Phosphoserin PKC o [PTEN Pyk2
[Phosphotyrosi Phospho
n PKC B [PTEN (pY881)  |Raf
Phosphothreoni PKC y SGK  (serum Raf
n [and IPhospho
glucorticoid (pS621)
Cy3+Cy5/BS Cy3+Cy5/BS [inducible Cy3+Cy5/BS Cy3+Cy5/Cy3+Cy
A A kinase) A 5

1.3. Westernblot

1.3.1. Lésungen
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5 x SDS-Laufpufter 0,125 M Tris Base
0,96 M Glycin
0,5 % SDS

Alkalische-Phosphatase-Puffer 1 M Tris, pH 9,5
1 M NaCl
0,5 M MgCl,

Blockungspuffer 0,05 g Casein (I-Block™)
0,5 % Tween20
in PBS pH 7,4

Blotting-Puffer 25 mM Tris, pH 8,3
20 % Methanol
192 mM Glycin

Lammli-Puffer 50 mM Tris-HCI, pH 6,8
2 % SDS
10 % B-Mercaptoethanol
10 % Glycerin
0,1 % Bromophenolblau

Lysierungs-Puffer 60 mM Tris-HCI, pH 7,2
2 % SDS
0.05 M DTT
10 % Glycerin
1 mM EDTA

NBT / BCIP-Farbelosung 25 mg NBT
(0,1 %ig in DMF verdiinnt) 25 mg BCIP
ad 1000 ul DMF

PBS (pH 7,4) Stammlosung: 12,7 g Na, HPO4
3,9 g Na H,PO,

85,0 g NaCl

ad 1000 ml Aqua dest. gelost

Gebrauchslésung: Stammlosung 1 : 10 in Aqua dest. verdiinnt und auf pH 7,4

eingestellt
Sammelgelpuffer 0,5 M Tris-HCl, pH 6,8
Trenngelpuffer 1,5 M Tris-HCI, pH 8,8

1.3.2. Trenn- und Sammelgel: Zusammensetzung

Sammelgel 5 % 30 % Acrylamid-Losung 1,6 ml
Sammelgelpuffer 2,5 ml
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Trenngel 12 %

10 % SDS-Losung 100 pl
TEMED 7 ul

10 % APS 100 pl
Aqua dest. 5,7 ml

30 % Acrylamid-Losung 8 ml

Trenngelpuffer 5 ml

10 % SDS-Losung 200 pl
TEMED 6,7 ul
10 % APS 100 pul
Aqua dest. 6,7 ml

2. Schneideprotokoll Maushirn fir histologische Untersuchungen

Schneideprotokoll Maushirn

Projekt / Tiernummer : ZNP |/ 19
Neuro-Nr. : von :
geschnitten am
Einblutungen in Infarktregion ja o nein o Fotos o
Code: Tup OT/Stufe Index
Anzahl Verworfen | OT-Nummer Verwendung Bemerkung
der Schnitte Schnitte
50x10pum verworfen
1 Vol 1/1 A 1x10um
1 Vol 1/1 B 1x10um
480um verworfen
1 Vol 1/2 A  1x10um
1 Vol 1/2B  1x10um
1 E12A 1x10um
1 E1/2B 1x10um
1 E1/2C 1x10um
1 E1/2D 1x10um
440um verworfen
1 Vol 1/3A  1x10um
1 Vol 1/3B  1x10um
1 E1/3A 1x10um
1 E1/3B 1x10um
1 E1/3C 1x10um
1 E1/3D 1x10um
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440um verworfen
1 Vol 1/4A  1x10um
1 Vol 1/4B  1x10um
1 E1/4A 1x10um
1 E1/4B 1x10um
1 E1/4C 1x10um
1 E1/4D 1x10um
4 N 1/4 A 4x10um
4 N 1/4 B 4x10um
4 WB 1/4 4x20um
4 WB 2/4 4x20um
200um verworfen
1 Vol 2/5A  1x10um
1 Vol 2/5B 1x10um
Histologische
1 E1/5A 1x10um | Untersuchungen
Histologische
1 E1/5B 1x10um | Untersuchungen
Histologische
1 E1/5C 1x10um | Untersuchungen
Histologische
1 E1/5D 1x10um | Untersuchungen
4 N 2/5A 4x10um
4 N 2/5B 4x10um
4 WB 1/5 4x20um
4 WB 2/5 4x20um
200um verworfen
Tiernummer : Seite 2
Anzahl Verworfen | OT-Nummer Verwendung Bemerkung
der Schnitte Schnitte
1 Vol 2/6 A 1x10um | Volumetrie
1 Vol 2/6 B 1x10um | Volumetrie
1 E2/6A 1x10um
1 E 2/6 B 1x10um
1 E 2/6 C 1x10um
1 E2/6D 1x10um
1 N 3/6 A 1x10um
1 N 3/6 B 1x10um
10um verworfen

RNA 1 1x20um

RNA 2 1x20um

RNA 3 1x20um

RNA 4 1x20um

RNA 5 1x20um

RNA 6 1x20um

RNA 7 1x20um

RNA 8 1x20um

RNA 9 1x20um

Al lAalalalalaAalaal—a

RNA 10 1x20um
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RNA 11 1x20um

RNA 12 1x20um

RNA 13 1x20um

RNA 14 1x20um

RNA 15 1x20um

RNA 16 1x20pm

RNA 17 1x20um

RNA 18 1x20um

RNA 19 1x20um

RS N S\ [ N (N N U N [JUIE N UK ) I N SIS N (KN

RNA 20 1x20um

10um verworfen
1 Vol 2/7 A 1x10um | Volumetrie
1 Vol 2/7B 1x10um | Volumetrie
1 E2/7A 1x10um
1 E 2/7B 1x10um
1 E2/7C 1x10um
1 E2/7D 1x10um
4 N 4/7 A 4x10um
4 N 4/7 B 4x10um
4 N 4/7C 4x10um
4 N 4/7 D 4x10um
4 WB 1/7 4x20um
4 WB 2/7 4x20um
120um verworfen
1 Vol 2/8 A 1x10um | Volumetrie
1 Vol 2/8 B 1x10um | Volumetrie
Histologische
1 E2/8A 1x10um | Untersuchungen
Histologische
1 E 2/8B 1x10um | Untersuchungen
Histologische
1 E2/8C 1x10uym | Untersuchungen
Histologische
1 E 2/8 D 1x10um | Untersuchungen
Tiernummer : Seite 3
Anzahl Verworfen | OT-Nummer Verwendung Bemerkung
der Schnitte Schnitte
4 N 5/8 A 4x10um
4 N 5/8 B 4x10um
4 N 5/8 C 4x10um
4 N 5/8 D 4x10um
4 WB 1/8 4x20um
4 WB 2/8 4x20um
120um verworfen
Vol 3/9 A 1x10um | Volumetrie
Vol 3/9B 1x10um | Volumetrie

E2/9A 1x10pm

E 2/9B 1x10um

E2/9C 1x10um

E 2/9D 1x10um

Dl

N 6/9 A 4x10pm
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4 N 6/9 B 4x10um
4 N 6/9 C 4x10um
4 N 6/9 D 4x10um

280um verworfen
1 Vol 3/10 A 1x10um | Volumetrie
1 Vol 3/10 B 1x10um | Volumetrie
1 E3/10A 1x10um
1 E3/10B 1x10um
1 E3/10C 1x10um
1 E3/10D 1x10um

440um verworfen
1 Vol 3/11 A 1x10um | Volumetrie
1 Vol 3/11 B 1x10um | Volumetrie
1 E3/11A 1x10um
1 E3/11B 1x10um
1 E3/11C 1x10um
1 E3/11D 1x10um

440um verworfen
1 Vol 3/12 A 1x10um | Volumetrie
1 Vol 3/12B 1x10um | Volumetrie
1 E3/12A 1x10um
1 E3/12B 1x10um
1 E3/12C 1x10um
1 E3/12D 1x10um

440um verworfen
1 Vol 4/13 A 1x10um | Volumetrie
1 Vol 4/13 B 1x10um | Volumetrie
1 E3/13A 1x10um
1 E3/13B  1x10um
1 E3/13C 1x10um
1 E3/13D 1x10um

440um verworfen
1 Vol 4/14 A 1x10um | Volumetrie
1 Vol 4/14 B 1x10um | Volumetrie
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3. Vollstéandig normierte Werte aller im Microarray untersuchten Proteine

Im Folgenden sind die normierten Einzelwerte auf die Referenzprobe bezogen dargestellt

(abziiglich Hintergrund). Jede Tabelle stellt den Microarray einer Maus dar. Die Felder

entsprechen der Anordnung auf dem Array. Bei kleinen Intensitdten schwach exprimierter

Proteine kann es zu starken Schwankungen kommen. Ist aufgrund zu geringer Intensitit eines

Dots keine sinvolle Aussage moglich (< 1 % der mittleren Férbeintensitét), ist dies durch

#HitHt## gekennzeichnet.

3.1. Prnp**-Shammause

2,61
2,05
1,51
1,47

1,37
1,87
1,46
1,08

0,49
1,02
0,87
1,66

1,24
0,85
HEHHHE
1,19

1,01
0,84
0,72
0,68

0,96
0,62
0,06
0,69

0,00
0,73
0,43
0,97

0,08
0,84
0,52
0,54

4,68
1,57
1,45
2,33

1,69
0,85
1,10
2,04

0,57
1,28
0,78
1,26

1,36
1,00
0,96
1,39

0,48
0,85
0,76
0,77

0,87
0,87
0,63
0,71

0,80
0,85
0,86
0,61

0,51
0,59
0,38
0,54

HitHHE
1,90
1,43
1,14

2,17
0,77
1,32
1,20

1,11
0,95
0,80
0,50

0,96
1,41
0,00
0,34

1,31
0,43
1,19
1,87

1,61
0,84
0,78
0,86

1,37
0,24
0,99
1,22

0,91
0,47
2,22
1,14

2,94
1,48
4,30
1,25

1,01
0,82
1,65
1,12

0,94
1,00
1,07
1,13

0,92
0,50
0,54
1,19

0,84
0,65
0,73
0,67

0,69
1,14
0,84
0,50

0,76
0,68
0,62
0,85

0,78
0,62
0,79
0,67

1,08
1,19
1,00
1,13

1,02
0,78
0,85
0,71

0,69
0,65
0,56
0,74

0,96

1,58
1,24
1,11
1,20

1,10
1,11
0,97
1,41

0,99
1,03
0,78
1,01

0,81

1,22 #HHHH#

0,65
0,80

0,66
0,58
0,82
0,80

0,66
1,00
0,92
0,84

0,74
1,25
0,97
0,91

0,70
0,86
0,89
0,79

0,78
0,68

0,62
0,54
0,90
0,80

0,95
0,81
1,11
0,88

0,75
0,68
0,80
0,86

0,88
0,90
0,92
0,77

1,22
1,18
1,17
1,20

0,95
0,84
0,88
0,87

0,87
0,95
0,65
1,14

0,82
0,86
0,63

1,19
1,44
1,30
1,26

1,29
1,18
1,12
1,11

1,42
1,50
1,43
1,05

0,98
1,02
1,79

0,67 #i###

0,82 #H#HHt

0,78
0,95
0,98

2,18
0,76
0,80
0,72

1,38
0,74
0,80
1,06

0,85
0,63
0,66

0,81
1,29
0,92

1,28
1,31
0,88
1,00

1,17
1,28
0,66
0,72

0,61
0,77
1,03

0,96 #H#HHE

0,95
1,28
1,20
1,23

1,13
1,06
0,93
1,21

0,75
0,80
1,39
1,01

0,80
0,90
1,26

1,26
0,94
1,19
1,45

1,12
0,78
0,96
1,07

0,67
1,53
1,09
1,76

2,24
1,21
0,71

0,90 #HHHH#

0,70
0,58
0,48
0,81

0,99
0,94
0,57
0,82

0,53
0,89
0,73
1,00

0,63
0,86
0,63
0,77

0,56
0,66
0,49
0,53

1,01
0,92
0,69
0,65

0,90
0,99
1,06
0,64

0,66
0,85
0,69
1,51

0,97
0,75
1,16
0,99

1,83
0,31
0,85
1,34

1,13
1,18
0,91
0,55

HEHHE
1,79
0,64
0,50

0,79
0,57
0,69
1,09

0,94
0,87
0,72
0,89

1,01
0,72
0,71
0,80

0,54
0,54
1,19
0,74

0,97
1,07
1,05
0,88

1,28
0,75
0,84
1,04

1,22
1,32
1,20
2,45

1,39
0,84
0,90
0,54

0,96
0,70
0,61
0,63

0,94
0,76
0,91
0,77

0,88
0,61
0,78
0,79

1,04
0,89
0,78
0,72

0,99
1,11
1,14
0,82

1,10
0,86
0,86
0,75

0,68
0,87
0,67
0,77

0,87

1,04
0,92
0,91
1,05

0,99
0,80
0,90
1,03

1,02
0,91
0,73
0,81

0,75

1,40 #HHH#

0,38
0,64

0,70
0,54
0,80
0,90

0,69
1,10
1,03
0,88

0,68
1,22
1,10
1,02

0,71
0,96
0,98
0,94

0,59
0,15

0,64
0,49
1,05
0,69

0,76
0,90
0,83
0,79

0,75
0,66
0,82
0,79

1,01
1,08
0,99
0,72

1,30
1,11
1,26
1,34

1,14
0,82
0,80
0,97

1,48
1,64
1,05
1,75

1,99
8,78
0,88

1,26
1,54
1,45
1,45

1,40
1,11
0,94
1,39

1,38
1,44
1,18
1,81

1,30
1,34
3,69

HEHIHE B

1,16
1,07
1,14
1,28

1,55
0,87
0,81
0,83

1,56
0,89
0,96
1,15

1,19
0,85
1,00

1,03
1,09
1,24
0,82

1,38
1,33
1,22
1,08

1,26
1,18
1,18
1,09

1,23
1,19
1,31

1,16 #HHtH#H
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1,26
0,89
0,99

2,45
0,80
0,91

1,00 #HHHH

0,95
1,77
1,31
1,07

1,00
1,06
0,94
0,76

0,97
1,05
0,95
0,89

1,43
0,77
1,04
0,78

0,89
0,77
0,90
0,64

1,08
0,69
0,60
0,91

1,92
0,64
0,80
0,80

1,30
0,50
1,40
0,92

1,08
0,90
0,95
16,45

1,02
1,02
0,77
0,75

1,03
0,66
0,87
0,49

1,35
0,90
0,94
0,59

1,08
1,00
0,96
0,40

1,46
0,78
0,84
0,86

4,07
0,95
0,92

3,07
0,87
2,47

1,14 #HHH#

2,53
0,84
0,87
1,02

0,78
1,00
1,08
1,09

3,04
1,38
1,14
0,92

0,95
0,88
0,73
0,92

0,83
0,62
0,81
0,79

1,00
0,46
0,43
1,03

1,04
0,67
0,99
0,64

0,70
0,89
0,91
0,91

0,93
0,91
0,78
1,29

1,34
0,99
0,92
0,74

0,86
0,73
1,15
0,89

0,90
0,53
0,88
0,72

0,99
0,59
1,55
1,54

0,89
0,81
0,73
0,23

1,24
0,89
0,72

2,84
1,44
1,44

0,93 #HHHH

0,87
0,96
0,99
0,87

1,07
0,89
0,99
1,40

0,99
0,92
0,96
0,74

0,90
0,88
1,48
1,19

1,49
1,04
0,86
1,06

1,43
0,99
1,03
0,96

0,73
0,98
0,87
1,00

0,84
4,70
1,19
1,72

0,79
1,68
1,03
1,95

1,05
0,97
1,16
2,12

1,02
0,90
1,24
1,70

1,28
0,96
1,24
0,88

0,70
0,89
0,90
0,65

0,96
0,99
0,83
0,36

1,30
1,22
0,89
0,78

1,61
0,90
0,97
0,79

1,18

0,63
0,98

6,16
0,71
0,93
0,68

1,13
0,98
1,08
0,87

1,76
0,34
0,87
0,83

0,94
0,47
0,94
0,99

0,76
0,63
0,89
0,72

1,10
1,13
1,00
0,03

0,96
0,66
1,15
1,00

0,98
1,16
0,76
0,00

0,82
0,90
1,94
3,03

1,63
1,12
1,25
1,63

2,02
1,19
1,01
0,52

1,05
0,97
0,80
2,26

0,42
0,47
1,29
0,86

212



G. Anhang

3.2. Prnp”-Shammaéuse

HHHHEH
1,11
0,96
1,06

0,99
1,47
1,15
1,04

1,23
0,97
1,07
1,24

0,91
1,00
1,02
0,94

1,08
1,03
0,98
0,89

0,87
0,93
0,92
0,91

0,96
0,93
0,84
0,94

0,87
0,80
0,66
0,79

0,41
0,63
0,83
0,77

1,02
0,95
1,00
0,99

0,95
1,10
0,96
1,00

1,07
1,02
0,92
0,93

1,00
0,96
0,95
0,91

0,91
0,93
0,90
0,84

0,89
0,97
0,99
0,96

0,94
0,91
0,80
0,85

0,45
0,77
0,87
0,94

1,08
0,91
1,13
1,05

0,98
0,98
0,89
0,57

0,85
1,49
R
0,72

0,98
0,85
0,94
1,37

1,04
0,91
0,76
0,79

0,99
0,75
0,93
0,91

0,85
0,75
1,21
0,94

0,85
0,93
1,15
0,79

0,97
0,90
1,06
1,00

0,94
1,18
1,05
1,92

1,32
1,00
1,08
1,33

1,08
1,01
1,39
1,12

0,96
1,00
0,97
1,02

1,09
0,97
0,77
0,87

1,03
0,84
0,92
0,89

0,69
0,77
0,83
0,00

1,19
0,87
0,96
0,72

0,85
0,91
1,04
1,71

1,18
1,30
2,57
2,06

1,02
1,25
1,45
1,04

HHHHH
1,09
0,91
0,96

1,60
1,43
1,04
1,01

0,84
0,95
0,96
0,98

1,56
1,08
1,06
0,06

0,80
1,24
0,95
1,30

1,02
1,14
1,11
1,28

1,10
2,59
2,43
1,79

1,06
1,12
1,08
4,21

3,42
1,09
1,50
1,59

1,05
1,09
0,94
1,32

0,97
0,97
0,94
1,01

0,90
0,86
0,99
0,94

0,52
0,70
0,62
0,69

0,83
1,03
0,69
1,44

5,28
4,53
0,88

0,90
0,96
0,99
0,71

0,87
0,91
0,86
0,63

1,05
1,05
0,94
1,21

1,14
1,52
2,71

R

1,06
1,07
1,15
1,26

2,28
0,34
0,90
0,92

1,57
0,69
0,61
0,97

0,88
0,60
0,78

1,66
0,72
1,15
0,49

0,00
1,18
0,95
0,89

1,14
1,01
0,74
0,80

0,38
0,54
1,04

1,08 #HH##H

0,94
1,06
0,78
0,99

0,99
1,78
1,08
1,23

1,34
1,04
1,24
2,41

1,63
1,16

1,23

0,53
0,47
0,45
0,69

0,97
0,16
0,11
1,01

0,74
0,89
0,64
1,02

0,75
0,84
0,73
0,85

0,88
0,85
1,00
0,94

1,11
1,25
1,38
1,66

1,14
1,41
1,31
1,78

1,41
1,08
0,98
0,97

0,64
0,67
0,17
0,42

0,95
0,86
0,72
0,91

0,79
0,97
1,01
0,70

0,73
0,93
0,61
0,54

0,95
0,80
0,98
0,86

1,56
1,35
1,23
1,22

1,27
1,20
1,47

0,89
0,92
1,05
0,86

0,90
1,61
1,38
2,24

1,22
1,41
1,45

0,88 #Ht#

1,10
1,57
1,33
0,53

0,66
0,45
0,54
1,29

0,95
0,85
0,56
0,72

0,92
0,36
0,70
0,94

0,37
0,58
1,34
0,86

1,51
1,16
1,24
1,20

0,63
0,29
0,00
0,28

0,80
0,24
0,85
0,44

0,60
0,71
0,66
0,56

0,91
0,69
0,85
0,69

0,85
1,00
0,89
0,56

0,86
1,14
1,11
0,86

0,81
1,03
0,91
1,15

1,14
1,24
1,03
0,91

0,69
0,48
0,69
0,79

0,38
0,92
0,83
0,76

0,48
1,15
0,93
0,86

0,60
0,88
0,84
0,80

0,88
0,84
0,68
0,78

1,23
4,00
1,01
4,62

1,28
1,67
1,27
2,23

1,17

1,58
0,57

0,47
0,45
0,99
0,43

0,47
0,49
0,34
0,00

0,38
0,26
0,41
0,13

0,79
0,77
0,87
0,44

1,17
1,21
1,21
1,24

1,33
1,20
1,24
1,31

3,47
6,07
1,14
1,86

3,77
2,79
1,72
2,15

0,94
0,96
1,05
1,20

2,63
0,75
0,85
0,65

1,42
0,78
0,80
1,09

1,02
0,94
0,98
1,11

0,98
1,81
1,26
HiEHH

2,01
1,35
1,51
2,80

2,18
2,60
1,96
2,57

2,55
2,34
2,52
HHHHE

0,95
1,00
1,18
0,87

0,88
0,99
0,84
0,82

1,10
0,92
0,83
0,92

0,94
0,89
1,12
fizizizd
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1,26 245 4,07 3,07 1,24 2,84 1,30 1,10 0,88 0,95 0,88 0,98 0,93 0,85 0,90 1,03
0,89 0,80 0,95 0,87 0,89 1,44 1,22 1,13 0,91 0,81 0,82 0,90 0,98 0,86 0,87 0,94
0,99 0,91 0,92 247 0,72 1,44 0,89 1,00 0,90 0,97 0,93 1,02 0,89 0,85 0,97 1,09
1,00 #HHtH## 1,14 0,93 ##HHHE 0,78 0,03 0,90 0,92 0,95 1,10 0,79 0,88 0,96 0,91
0,95 1,30 2,53 0,70 0,87 0,84 1,61 0,96 1,26 1,00 1,10 1,00 0,88 0,79 0,83 0,92
1,77 0,50 0,84 0,89 0,96 4,70 0,90 0,66 1,15 0,83 0,88 0,97 0,92 0,87 0,85 0,88
1,31 1,40 0,87 0,91 0,99 1,19 0,97 1,15 0,95 0,97 1,04 1,05 0,81 0,96 0,71 0,90
1,07 0,92 1,02 0,91 0,87 1,72 0,79 1,00 0,97 0,96 0,99 1,05 0,75 0,93 0,77 1,12
1,00 1,08 0,78 0,93 1,07 0,79 1,18 0,98 0,78 0,80 1,03 1,01 0,73 0,89 0,87 0,89
1,06 0,90 1,00 0,91 0,89 1,68 H#iHHH 1,16 0,74 1,15 1,00 1,06 0,81 0,86 0,92 0,83
0,94 0,95 1,08 0,78 0,99 1,03 0,63 0,76 1,12 1,03 1,01 1,16 0,81 0,78 0,79 0,74
0,76 16,45 1,09 1,29 1,40 1,95 0,98 0,00 0,89 0,95 0,80 0,98 0,92 0,77 1,33 1,15
0,97 1,02 3,04 1,34 0,99 1,05 6,16 0,82 0,97 0,93 1,02 0,99 0,93 0,92 0,86 0,83
1,05 1,02 1,38 0,99 0,92 0,97 0,71 0,90 1,05 1,06 1,41 1,02 1,17 0,72 0,82 0,95
0,95 0,77 1,14 0,92 0,96 1,16 0,93 1,94 1,00 1,08 0,91 1,11 0,70 0,71 0,77 1,23
0,89 0,75 0,92 0,74 0,74 2,12 0,68 3,03 1,16 1,11 0,77 1,06 0,80 0,73 0,88 ###HHE
1,43 1,03 0,95 0,86 0,90 1,02 1,13 1,63 1,48 1,02 1,03 1,07 0,87 0,81 1,04 1,18
0,77 0,66 0,88 0,73 0,88 0,90 0,98 1,12 1,05 0,97 0,88 1,28 0,72 0,73 1,04 1,09
1,04 0,87 0,73 1,15 1,48 1,24 1,08 1,25 1,78 1,73 1,00 1,59 0,98 1,09 1,09 1,30
0,78 0,49 0,92 0,89 1,19 1,70 0,87 1,63 1,08 1,24 1,26 1,07 1,08 0,17 1,06 1,25
0,89 1,35 0,83 0,90 1,49 1,28 1,76 2,02 1,07 1,15 1,06 1,01 0,20 0,00 1,42 1,71
0,77 0,90 0,62 0,53 1,04 0,96 0,34 1,19 |##HHH 1,05 1,04 #HHHH# 1,07 0,72 1,19 1,16
0,90 0,94 0,81 0,88 0,86 1,24 0,87 1,01 6,39 1,05 0,95 1,12 0,98 0,31 0,91 0,95
0,64 0,59 0,79 0,72 1,06 0,88 0,83 0,52 1,28 3,45 1,19 1,57 0,99 0,47 0,80 1,05
1,08 1,08 1,00 0,99 1,43 0,70 0,94 1,05 1,27 1,10 1,06 4,95 1,29 1,48 1,64 1,34
0,69 1,00 0,46 0,59 0,99 0,89 0,47 0,97 1,93 1,20 1,68 1,46 1,34 0,72 HHH# 1,33
0,60 0,96 0,43 1,55 1,03 0,90 0,94 0,80 1,05 1,20 1,44 0,88 1,14 0,88 0,59 1,94
0,91 0,40 1,03 1,54 0,96 0,65 0,99 2,26 1,09 0,00 1,10 1,35 1,16 #HHHH# 1,18 2,43
1,92 1,46 1,04 0,89 0,73 0,96 0,76 0,42 1,44 1,51 1,62 1,17 0,66 1,01 1,20 4,04
0,64 0,78 0,67 0,81 0,98 0,99 0,63 0,47 1,05 1,09 0,98 1,06 1,03 0,91 1,65 1,78
0,80 0,84 0,99 0,73 0,87 0,83 0,89 1,29 0,85 0,88 1,14 1,12 1,01 0,99 1,08 1,32
0,80 0,86 0,64 0,23 1,00 0,36 0,72 0,86 0,85 0,64 1,03 0,95 1,02 0,89 1,08 #HHHH#
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1,17
1,14
1,01
1,09

0,47
0,64
1,63
0,42

0,87
0,91
1,24
0,88
0,00
1,05
1,10
0,98
1,11

0,94
0,79
0,77
0,91

1,07
0,53

1,03

0,00
1,46
0,72
0,92

0,58
1,08
0,80
1,11

1,00
0,87
0,56
0,80

0,98
1,88
1,19
0,64

0,93
1,33
1,09
0,82
0,00
0,89
1,07
0,84
0,74

0,86
0,82
0,80
0,73

0,97
0,91
0,91
0,64

1,05
1,14
1,03
0,39

0,96
0,85
0,85
0,73

1,20
0,91
0,72
1,26

1,95
2,26
0,65
0,49

1,15
1,10
1,06
0,84
0,00
1,02
1,64
1,04
0,92

0,97
0,98
0,99
1,52

1,14
1,14
0,72

1,40
0,51
0,89
0,65

1,69
1,50
2,89
0,71

1,10
1,13
1,26
0,95
0,00
1,17
1,03
1,10
0,73

1,26
0,95
1,80
0,91

1,22
0,00
1,27

1,12 #HHHH

1,05
0,87
0,91
1,08

1,07
0,93
1,34
0,91

1,82
1,08
0,97
7,66

1,11
1,15
0,94
0,94

0,66
0,78
0,50
1,30

0,80
0,74
0,97
0,42

0,90
0,97
0,99
1,05
0,00
1,10
1,50
1,02
1,25

1,01
1,00
{55
1,23

1,59
1,02
1,07

0,79
0,59
0,94
0,60

1,05
1,05
1,14
1,00

1,21
1,07
1,00
1,07
0,00
1,10
1,12
1,15
1,06

0,98
1,00
1,16
0,90

1,55
1,10
3,48

1,10 #HHHH#

1,92
1,39
1,15
1,06

0,87
0,94
1,02
1,04

7,13
1,30
1,15
0,85

1,12
1,00
1,08
0,86

0,69
0,86
0,44
0,68

0,86
0,76
0,80
0,82

0,84
0,79
0,81
1,68
0,00
0,68
0,72
0,71
0,53

1,00
0,82
0,90
1,43

1,64
0,27
0,14
1,13

1,25
0,10
0,54
0,97

1,03
0,65
0,68
0,89

0,52
1,71
0,63
0,72

0,96
1,07
0,97
0,89

0,95
0,78
0,92
0,81
0,00
0,77
0,95
0,98
HHHH

0,89
0,97
1,28
0,83

5,99
1,25
HHHHE
0,53

1,12
1,05
0,00
2,70

0,66
0,74
1,25
HHEHHH
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1,36
1,27
1,25
1,08

1,12
1,23
1,08
1,09

0,79
0,62
1,09
0,71

1,17
1,04
1,67
1,13

1,09
0,91
1,03
0,95

1,02
0,92

1,02

1,13
1,08
0,86
1,03

1,51
0,98
0,97
1,15

1,31
1,11
1,08
0,93

1,12
0,71
1,03
0,76

0,75
1,20
0,88
0,73

0,98
0,97
0,83
0,64

0,99
0,99
0,61
0,57

0,99
0,99
0,71
0,60

0,92
0,95
1,00
0,57

0,58
0,93
0,90
0,60

2,62
1,02
1,19
1,18

1,43
1,23
1,23
1,16

0,99
0,91
1,04
0,81

0,42
1,54
HiHHEH
0,85

0,70
0,49
0,91
1,36

0,88
0,69
0,61
0,80

0,90
0,51
0,78
0,91

0,40
0,85
1,18
0,89

1,62
1,18
1,91
1,24

1,09
1,08
1,28
1,02

0,94
1,03
1,16
0,78

1,05
1,03
0,93
0,57

0,89
0,65
0,80
0,56

1,06
0,48
0,89
0,61

0,74
0,66
0,66
0,67

1,05
0,92
0,98
0,63

1,71
1,31
1,15
1,59

1,72
0,97
0,90
0,74

0,70
0,87
0,67
1,23

1,14

1,80
1,67
1,36
1,34

1,28
0,94
1,14
0,88

1,04
1,15
1,07
0,75

1,22

1,34 #HH#HE

0,06
1,15

0,71
0,32
1,05
0,95

0,27
0,95
0,93
0,86

0,58
0,98
0,93
0,96

0,82
1,15
1,02
1,11

1,41
0,41

0,93
0,66
1,09
0,29

0,48
0,83
0,66
0,28

0,62
0,59
0,65
0,47

1,00
0,96
0,97
0,62

1,45
1,18
1,24
1,14

0,96
0,83
0,75
0,77

0,76
0,52
0,72
1,43

0,07
0,35
0,52

4,65
0,00
1,97
1,27

2,41
1,42
1,50
0,86

1,60
1,29
1,89
0,76

1,16
1,39
2,02

0,00 ##HHE

0,97
0,70
0,85
1,13

1,76
0,35
0,33
0,36

0,96
0,30
0,41
0,84

0,76
0,50
0,40

1,26
0,95
1,27
0,36

0,66
1,06
0,72
0,42

0,87
0,94
0,66
0,84

0,61
0,61
0,91

0,68 #iHHH

1,18
1,27
1,28
1,03

1,10
1,20
1,22
1,05

1,10
1,87
1,50
1,63

0,96
0,93
1,41
0,85

1,02
1,10
1,81
0,76

0,95
HEHHH
0,00
0,95

0,64
0,82
0,72
0,89

0,83
0,76
0,81
0,98

1,57
1,32
1,15
1,19

1,23
1,16
1,26
1,29

1,05
1,01
1,03
1,22

1,13
1,08
1,09
1,12

1,00
1,21
1,44
1,16

1,03
0,96
0,84
0,98

0,82
0,88
0,89
0,94

0,99
0,88
0,86
1,00

2,20
1,56
1,18
0,91

1,45
1,29
1,20
1,22

1,15
1,03
1,43
1,22

2,16
1,04
HHHHHE
0,76

0,67
0,11
0,47
0,99

0,92
0,72
0,40
0,68

0,85
0,44
0,69
0,75

0,54
0,60
1,04
0,77

1,61
1,32
1,64
1,13

1,14
1,33
1,58
1,41

1,05
1,08
1,13
1,69

1,09
0,88
0,97
1,16

0,98
0,55
0,98
0,88

0,72
0,96
0,87
0,97

0,67
0,85
0,71
0,93

0,83
0,75
0,97
0,82

1,24
1,20
1,16
1,09

1,33
1,00
1,04
0,91

1,02
0,85
0,84
1,00

0,77

1,42
1,32
1,24
1,19

1,32
1,35
0,94
1,12

0,90
0,91
0,92
0,98

0,94

0,98 #iHHH

0,68
0,82

0,57
0,52
0,83
0,85

0,83
0,91
0,84
0,78

0,85
0,98
0,93
0,96

0,92
0,96
0,95
0,93

0,50
0,45

0,56
0,52
0,94
0,88

0,92
0,81
0,90
0,96

0,94
0,94
0,92
1,02

0,95
0,87
1,03
1,05

0,73
1,05
0,38
0,41

1,07
0,86
0,93
0,86

0,91
1,05
0,69
0,96

0,69
0,60
0,46
0,00

0,96
0,84
0,94
0,98

1,84
0,87
0,98
0,84

0,85
0,89
0,93
1,00

0,93
0,99
1,00
1,07

0,47
2,40
0,47
0,52

1,15
1,02
1,08
1,14

0,84
R
1,69
HHH#HHE

0,16
0,74
0,22
]

0,22
0,66
0,98
1,02

0,97
1,09
0,94
1,05

0,98
0,86
0,93
1,12

1,08
1,04
1,08
HHHHHE
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2,00
1,41
1,26
1,05

0,98
4,71
0,77
1,00

0,64
0,46
1,03
0,73

0,89
0,95
0,86
0,91

7,68
1,08
1,89
0,77

0,98
1,11

0,66

1,12
0,64
0,51
0,84

2,44
0,64
0,72
0,75

1,39
1,09
1,18
0,56

1,30
0,75
0,68
0,13

0,55
1,03
0,78
0,15

0,86
0,88
0,65
0,11

1,07
0,78
0,41
0,16

1,04
0,78
0,98
0,00

0,79
0,90
0,90
0,24

1,24
0,76
0,96
1,26

3,19
1,38
1,23
0,99

5,35
0,86
0,98
0,93

0,78
0,82
1,00
0,58

6,12
2,45
4,20
0,87

0,97
0,92
0,86
1,39

0,83
0,88
0,90
1,09

1,09
0,28
0,62
1,04

R
1,43
1,67
0,95

5,04
1,11
13,22
0,49

0,91
0,90
1,07
0,16

0,73
0,80
0,81
0,07

1,40
1,34
0,81
0,00

0,96
0,60
0,68
0,02

0,88
0,39
0,82
0,22

1,43
0,35
0,70
0,52

0,91
0,98
0,79
1,65

1,50 #HH#H#H#

1,38
1,16
1,23

1,56

5,48
1,71
0,76

1,29

1,00 #HHH#H#HE

0,85
0,65

0,61
0,69
0,71
3,54

0,92
1,18
2,26
2,13

0,93
0,93
2,24
1,00

2,92
0,88
0,79
0,80

1,88
1,30
0,93
0,95

1,02
0,96
0,97
0,96

1,01
0,38

0,72
0,86
0,98
0,00

0,99
1,24
1,97
0,60

0,95
0,78
1,15
0,49

2,14
1,25
1,20
0,37

0,70
0,90
0,78
0,52

0,86
0,90
0,88
0,83

2,94
2,14
1,27
1,00

1,08
0,74
0,53
0,58

0,98
1,42
0,53
1,54

1,93
1,45
0,77
0,70

1,04
0,85
1,03
1,30

0,92
1,93
1,12
1,04

1,33
0,85
0,73
0,14

1,06
0,34
0,77
0,00

0,48
1,31
1,67
0,18

2,30
1,36
1,14
0,33

2,46 #HHHH

0,29
0,61
0,67

1,69
0,22
0,84
0,83

0,72
0,36
0,65
0,69

1,27
1,10
0,53

0,87
0,91
0,70
1,11

0,15
0,32
1,03
0,37

1,17
1,21
1,13
0,95

1,38
1,25
1,07
1,07

0,85
0,62
1,14
0,68

0,88
0,94
1,00
0,99

1,14
0,99
1,21
0,93

1,05
2,06
IR
0,63

0,00
0,71
0,93
1,11

1,61
1,17
1,09
0,85

1,15
0,92
1,15
1,06

1,17
0,92
1,02
1,21

0,83
1,22
0,94
0,96

1,02
1,01
0,86
1,07

1,01
0,97
1,31
1,09

1,08
1,17
1,00
2,23

0,86
1,02
1,03
1,33

0,96
1,04
0,90
1,30

1,17
0,99
1,07
0,95

1,07
0,89
0,95
1,00

0,97
0,97
0,90
0,80

0,94
1,27
0,84
0,77

0,93
0,79
0,81
1,22

0,99
0,71
0,83
0,82

0,91
0,37
0,54
0,94

HHEHH?
0,61
1,00
0,95

1,06
1,06
1,04
0,92

0,90
0,90
0,96
0,93

0,88
0,96
1,06
0,81

0,88
0,86
0,93
0,97

0,95
0,73
0,79
0,81

0,80
0,86
1,01
0,88

0,71
0,66
0,65
1,05

0,98
0,73
0,88
0,89

1,01
1,09
1,02
0,82

0,96
0,85
0,79
0,75

0,61
0,68
0,78
0,82

0,94
1,20
0,75
0,79

0,83
0,72
0,73
0,94

0,26
0,95
0,86
0,87

0,52
1,26
0,96
1,01

0,70
1,03
0,99
1,01

0,94
0,89
0,89
0,85

0,83
0,98
0,91
0,96

0,92
0,86
0,85
0,91

0,89
0,80
0,74
0,81

0,78
0,75
1,06
0,94

0,62
0,55
0,65
0,50

0,94
0,42
0,60
HEHHE

0,88
0,78
0,93
1,03

1,07
0,95
1,13
1,09

0,88
0,84
0,77
0,77

0,90
1,02
0,85
1,27

0,99
0,86
0,78

1,19
1,16
1,20
1,16

1,06
0,98
1,07
1,03

1,17
1,33
0,99
1,15

1,13
1,23
1,43

0,93 #HHHHE

1,07
1,00
1,13
1,26

1,66
1,13
1,33
1,07

1,55 #HHtHH#

0,92
1,07
1,07

1,73
0,00
0,42
1,27

1,09
1,05
0,99

1,23
1,17
1,67

1,56
1,41
1,14
2,79

1,57
1,41
1,18

1,00 #HHHH#
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1,73
1,38
1,19
1,51

1,10
2,28
1,37
1,23

0,99
0,94
1,51
1,04

1,12
1,23
2,16
1,66

0,00
0,58
0,87
1,02

0,90
1,11
0,97
1,04

2,00
2,01
1,49
1,07

HHHHHE
1,43
1,17
1,48

1,20
1,15
1,17
0,99

1,23
0,80
1,01
0,93

0,98
1,05
0,96
0,78

0,88
0,92
0,77
0,56

0,96
0,97
0,84
0,86

0,94
0,98
1,05
0,84

0,97
1,10
0,90
0,97

1,27
1,08
0,96
0,79

1,43
1,13
1,23
1,10

1,42
1,01
1,19
1,04

1,07
0,95
1,01
0,82

1,66
0,86

0,97

1,07
0,96
0,98
1,04

0,96
0,92
0,78
0,84

0,98
1,00
1,10
1,15

1,08
1,05
1,15
0,94

1,20
1,26
1,31
0,95

1,17
1,03
1,13
0,87

1,03
1,13
1,29
0,66

1,74
1,46
1,06
0,42

1,20
1,02
1,06
0,78

0,99
0,78
0,98
0,83

1,03
1,10
1,02
0,59

1,13
1,15
0,99
1,46

1,05
1,12
1,10
1,02

1,02
1,11
1,08
1,08

1,31
1,15
1,23
HiHHHE

1,14
1,02
0,77
0,93

1,01
0,90
1,00
1,00

0,79
0,83
0,98
0,95

0,88
0,94
0,97
1,00

0,97
0,97
1,00
1,04

1,10
1,16
1,09
0,97

1,02
0,97
1,17
0,87

1,12
0,99
1,08
0,47

1,10
0,89
0,78
0,64

1,10
0,98
1,12
0,55

0,67
0,73
0,66
0,69

0,99
0,88
0,97
0,82

1,00
1,01
1,11
0,86

1,15
1,23
1,10
1,10

0,92
1,05
0,96
1,00

0,93
0,67

1,32
1,39
0,98
1,17

2,16
1,16
1,03
0,95

5,94
0,01

1,00 #HHH#H

0,83

0,66
0,57
0,83

0,79

0,65
1,07
0,00

0,40 #iHHH

0,94
0,97
0,92
1,01

0,67
0,73
0,82
0,79

0,87
0,66
0,86
1,00

0,97
0,71
0,75

0,77
0,75
0,85
1,38

0,00
0,91
0,85
0,82

0,95
1,01
0,89
1,00

0,72
0,82
0,95

0,88 #HHHHH

218



G. Anhang

3.4. Prnp”-1schamiemause

1,63
1,12
1,19
1,04

1,01
1,42
1,13
1,06

0,47
0,00
0,99
0,99

1,12
1,02
1,45
1,13

1,38
0,86
1,59
0,86

1,00
4,54

0,88

0,91
0,89
0,94
1,03

1,12
1,16
0,77
0,79

1,57
1,11
1,14
0,85

1,19
0,73
1,02
0,68

0,81
1,18
0,96
0,76

1,11
0,99
0,84
0,85

1,15
1,08
1,18
0,92

0,95
1,00
0,97
0,79

1,00
1,00
1,04
0,40

0,93
0,94
0,84
0,54

1,77
1,29
1,17
1,01

1,15
0,81
1,04
1,08

0,99
0,94
0,85
0,64

0,05
1,51
HHHHHE
0,74

0,93
0,75
0,78
1,48

0,97
0,88
0,56
0,94

1,01
0,40
0,81
0,84

0,22
0,60
1,07
0,83

1,41
1,13
1,12
0,87

1,02
0,90
1,25
0,75

1,02
0,97
1,16
0,76

1,03
0,83
1,02
0,25

0,97
0,59
0,57
0,30

0,59
0,73
0,91
0,87

0,87
0,84
0,83
0,60

1,01
0,80
0,86
0,60

1,31
1,26
1,06
1,36

1,11
0,95
1,20
0,80

0,71
0,92
0,76
0,88

1,04

1,33
1,34
1,12
0,96

1,20
1,17
1,06
1,14

1,01
0,99
1,01
0,69

0,72

1,19 #HHHH#

0,75
0,89

0,97
0,72
1,02
1,16

0,64
0,93
0,88
1,01

0,89
1,04
0,93
0,94

0,88
0,95
0,92
1,02

1,00
0,56

0,83
0,52
1,00
0,63

0,77
0,80
0,66
0,67

0,81
0,86
0,74
0,66

0,94
0,90
0,83
0,66

1,24
1,28
1,00
1,08

1,12
0,99
0,88
0,93

1,19

1,13
1,22
1,14
0,96

1,36
1,03
1,15
0,79

1,52

1,16 #HHHH#

0,60
1,47

0,00
0,85
0,63

1,65
0,66

0,72
1,02
1,03

0,16 ####H

0,98
0,85
0,92
1,17

1,78
0,55
0,77
0,81

1,15
0,74
0,80
1,00

0,92
0,71
0,86

1,09
0,93
1,12
0,93

1,02
0,97
0,83
0,62

0,87
0,86
0,73
0,99

0,69
0,71
1,01

0,91 #iH#HHE

0,80
0,84
0,84
0,83

0,78
0,87
0,66
0,89

0,77
0,47
1,19
0,78

0,87
1,04
0,48
0,99

1,25
0,93
0,83
0,84

1,09
0,00

1,02

0,32
1,02
0,72
0,95

1,18
1,05
0,67
0,81

0,78
0,71
0,95
0,65

0,68
0,64
0,73
0,73

0,76
1,36
0,96
1,05

0,91
1,00
0,80
3,67

0,77
0,81
0,62
0,72

1,04
0,98
0,80
0,73

0,94
1,16
1,22
1,10

0,78
0,99
1,21
1,11

0,76
0,67
0,95
0,88

0,67
0,75
0,84
1,03

1,14
1,17
1,25
1,10

HHH#HHE
1,67
0,00
0,52

0,99
0,90
0,85
1,33

1,00
0,91
0,86
1,13

1,07
1,11
0,90
1,04

0,61
0,63
1,62
1,02

0,78
0,87
0,73
0,73

0,73
0,73
0,88
0,72

1,07
1,25
1,20
1,44

1,35
0,86
1,01
0,97

1,08
0,96
1,02
1,11

1,00
1,03
1,08
1,20

0,86
0,91
0,79
1,30

1,10
0,99
1,06
1,04

0,78
0,90
0,80
0,53

0,46
0,72
0,54
0,63

0,71
0,86
0,77
0,91

1,09

0,84
0,79
0,76
0,76

0,63
0,66
0,74
0,62

1,04
0,97
0,86
1,04

1,04

1,45 #HHH

0,49
1,00

0,88
0,80
1,13
1,10

0,91
1,21
1,07
1,02

0,99
1,42
1,17
1,14

0,84
1,14
1,24
1,08

1,32
0,94

0,70
0,78
1,11
1,17

1,17
1,02
1,25
1,08

0,98
0,98
0,89
1,11

1,15
1,11
1,20
1,01

0,86
0,79
1,00
0,97

0,66
0,76
0,70
0,80

0,96
1,02
0,96
1,64

1,08
1,20
0,79

1,28
1,19
1,25
1,39

2,26
0,79
0,79
0,77

1,80
0,95
0,95
1,24

1,13
1,00
0,98

0,92
0,88
1,12
0,75

0,77
1,13
0,99
1,05

1,16
1,07
0,92
0,91

1,12
1,04
1,85
2,47

1,78
1,10
1,31
0,85

0,31
1,32
0,76
1,31

1,24
1,02
0,91
1,02

1,00
1,04
1,23

1,16 #HHHH
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0,89
0,78
1,06
0,90

0,97
1,23
1,05
0,96

0,83
0,74
0,62
0,68

1,25
1,12

1,39

3,94
1,14
1,62
1,07

1,10
0,61
0,99
0,75

0,90
0,55
0,69
1,22

1,35
0,96
1,47
1,65

0,67
0,70
0,81
0,54

0,96
0,70
0,75
0,50

0,90
0,84
0,81
0,46

1,07
1,08
0,85
0,00

1,15
0,71
0,72
0,31

0,92
1,04
0,86
0,41

0,76
0,92
1,10
0,35

0,79
0,80
0,92
0,66

1,12
0,94
0,82
0,94

1,06
0,94
1,19
1,16

0,82
0,98
1,15
0,94

2,41
1,34
2,98
1,30

1,46
1,46

1,07
0,82
1,08
0,70

0,87
1,00
1,22
0,86

1,06
0,89
0,92
1,17

1,52
1,51
1,15
0,35

1,42
5,01

0,86 #H##HH:

1,00

1,19
0,71
0,94
0,93

0,97
0,50
0,66
0,96

1,28
1,03
1,15
0,82

0,00

1,40
0,45
1,07
0,75

1,02
0,80
1,61
0,88

1,04
0,94
0,77
0,89

0,96
0,82
0,75
0,68

0,64
0,88
0,89
0,78

0,65
0,82
0,84
0,97

0,99
0,93
1,36
0,95

1,38
1,73
1,01

1,01
0,78
0,76
0,55

0,65
0,58
0,87
0,68

0,76
1,01
0,78
0,77

1,07
5,71
1,07
0,36

1,64
1,42
1,21

1,58 #HHH##H

2,30
1,21
1,00
1,01

0,80
1,01
0,97
1,00

0,79
1,04
0,95
1,03

2,46
1,69
1,91
0,55

0,72
1,02
0,79
0,29

0,82
1,03
0,86
0,00

0,98
1,10
0,78
0,79

0,91
0,82
0,80
0,73

0,96
0,40
0,75
1,04

0,79
1,39
0,00

1,21
1,12
1,22
0,97

1,40
0,54
1,34
0,92

1,07
0,79
0,86
1,02

0,72
0,50
0,56
0,87

1,66
2,49
1,42
1,42

1,33
0,98
1,42
0,66

1,58
1,87
1,58
1,70

1,54
0,98
2,76
1,19

2,72
1,38
1,44
1,63

2,13
1,36
1,13
0,81

1,04
1,07
0,74
1,04

0,47
0,56
1,11
0,55

2,00
1,37
1,22
1,12

1,06
1,09
0,95
1,02

0,71
0,62
1,21
0,66

0,85
0,78
1,02
1,08

0,87
0,71
0,74
0,82

1,56
0,87
1,57
1,17

HEHHH
1,34
0,84
1,76

1,15
1,30
1,37
0,99

1,32
0,99
1,19
0,88

1,04
0,74
0,87
0,83

0,80
1,33
0,97
0,94

0,75
1,03
0,77
0,79

0,79
0,74
0,64
0,64

1,01
0,85
0,78
0,77

0,84
1,13
1,57
0,45

1,17
0,88
0,71
0,77

1,43
1,16
1,20
1,08

1,09
0,97
0,98
1,18

1,03
0,92
0,85
0,78

0,96
1,38
0,86
0,81

0,91
0,91
0,88
1,26

0,96
0,92
0,92

1,32
1,18
1,19
0,94

1,02
0,99
1,44
1,31

1,22
1,09
1,19
0,82

1,12
0,94
0,98
0,96

0,89
0,80
1,17
0,80

1,09
1,13
0,92

0,79 #HiHHH

0,95
0,84
0,88
1,27

1,38
1,03
1,36
0,93

2,56
0,61
0,78
0,52

0,98
0,90
0,92
0,75

1,21
1,24
1,16
0,94

1,03
0,86
0,88
0,79

0,83
0,83
0,93
0,91

1,02
1,23
0,77
0,86

0,96
0,77
1,10
1,35

0,51
0,90

1,62
1,74
0,97
0,97

1,10
0,91
0,95
1,02

1,03
1,05
1,03
0,67

0,96
0,90
0,85
0,81

1,75
1,47
1,48
1,76

0,22
0,49

0,84 #iH#HH:

0,86

0,94
1,14
0,97
1,02

1,04
1,14
0,96
1,13

0,29

0,79
0,68
0,89
0,86

0,96
1,06
1,08
1,01

0,99
0,88
1,12
1,06

0,78
0,70
0,67
0,80

0,76
0,65
0,62
1,18

0,49
0,57
0,54

1,54
1,42
1,35
0,88

1,17
1,20
1,06
0,65

0,73
0,67
1,02
0,61

0,28
0,62
0,53

0,46 #HiHHH

1,04 #HHHH#

0,80
1,04
1,20

1,31
0,55
0,59
0,43

1,05
0,50
0,50
0,86

0,94
0,63
0,66

1,02
0,99
0,32

0,60
1,48
0,83
0,36

0,98
0,73
0,52
0,72

0,55
0,54
0,97

0,79 #HHHH
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1,95
0,72
0,83
1,19

0,95
HHHHHE
1,21
0,83

0,90
0,73
0,88
0,16

0,91
0,91
0,39
0,59

0,27
0,58
0,32
0,94

0,95
0,72
0,62
0,79

0,87
0,90
0,93
1,12

2,27
0,79
1,21
1,02

1,00
1,00
0,91
1,01

1,07
0,69
0,95
0,89

0,99
0,90
0,92
0,78

0,93
0,94
0,79
0,75

1,01
0,90
0,91
0,86

1,03
1,13
1,17
0,93

1,04
1,03
0,99
0,87

1,32
0,97
1,05
0,32

0,21
0,97
0,99
1,17

7,76
1,17
0,81
0,90

0,94
0,98
1,05
1,02

1,11
0,51
0,89
0,99

0,95
1,05

3,75
1,06
1,83
1,04

1,14
1,21
1,31
1,08

1,05
1,00
0,91
0,42

1,11
1,16
0,96
1,09

0,75
1,41

1,27

0,69

0,99
0,90
1,29
1,15

1,06
1,33
1,13
1,00

1,34
1,21
0,91
0,59

0,76

1,15
2,84
1,14
1,21

1,81
1,36
1,02
1,33

1,22
1,14
1,13
0,53

1,08
0,98
1,12
1,13

1,03
1,13
1,07
1,11

1,06
1,13
1,13
0,78

0,92
0,80
0,71
0,64

1,18
1,07

1,05

0,76
0,80
0,83
0,88

0,89
0,79
1,03
1,01

1,15
1,08
1,08
0,77

1,21
1,35
1,17
1,05

1,1
0,95
1,05
1,00

1,03
1,15
0,95
0,68

0,92
0,63
0,47
0,47

1,22
1,36
1,01
0,64

0,76
0,94
0,80
0,89

1,23
1,27
1,13
0,95

1,11
1,13
1,19
0,58

1,22
1,19
1,07
1,05

1,21
1,10
1,22
1,12

1,24
1,07
1,10
0,94

1,07
1,01
1,06

1,23
2,04
1,12
1,13

1,27
0,96
1,08
1,02

0,99
0,95
1,04
1,09

0,95
1,05
0,94

0,98 #HiHHH

1,02 #HHHH

1,07
1,05
0,96

0,83
1,09
1,21
1,17

0,88
1,15
1,15
1,12

1,03
1,10
1,23

0,87
0,87
0,84

1,74
1,05
0,93
0,94

1,00
1,14
1,15
1,33

1,14
1,07
1,18

0,88 #HiHHH
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3. Abkirzungsverzeichnis

°C Grad Celsius

ug Microgramm

ul Microliter

um Micrometer

A. Arteria

AIF Apoptose-induzierender Faktor

Akt RAC-alpha Serin/Threonin-Protein Kinase

AP Alkalische Phosphatase

Apaf-1 apoptosis protease activating factor-1

Aqua bidest. doppelt destilliertes Wasser

Aqua dest. destilliertes Wasser

AS Aminosdure

Bad Bcl-2 antagonist of cell death

Bax B-Cell Lymphoma 2-associated protein X

Bcl-2 B-Cell Lymphoma 2

Bel-xp B-Cell Lymphoma extra long

Bel-x, B-Cell Lymphoma extra small

Bid Bcl-2 like inducer of death

BSA bovine serum albumin

BSE Bovine Spongiforme Enzephalopathie

bzw. beziehungsweise

ca. circa

Caspase Cysteinyl-Aspartat-spezifische Protease

Cdh Cadherin

Cdk cyclin dependent kinase

cDNA copy-Desoxyribonukleinsdure

CID Creutzfeldt-Jakob-Disease

Cl Chlorid

cm Zentimeter

ctmPrP C-terminal transmembranes Prionprotein

CWD Chronic Wasting Disease

CytC Cytochrom C

d. h. das heif3t

DAPI 4',6-Diamidino-2-phenylindol

DAPK death-associated protein kinase

DAXX death-associated protein XX

DIABLO direct IAP-binding protein with low pl

DMF N,N-Dimethylformamid

DNA Desoxyribonukleinsiure

Doppel downstream prion protein like element

DTT Dithiothreitol

EDTA Ethylendiamintetraessigsdure

EEG Elektroenzephalogramm

ERK extracellular signal-regulated kinase

etc. et cetera

FasLL Synonym: TNFL6 (Tumor necrosis factor ligand superfamily member 6) bzw.
Fas Ligand

fCJD Familidre CJD

FFI Fatal Familial Insomnia

FSE Feline Spongiforme Enzephalopathie

g Gramm
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GAD
GPI
GSS

H

HCl
HDAC
HPO,
TIAPs
1CID
1IE

1kB
IKK
Ischdmiemause

INK
kb
kDA

MA

MAPK
max.
MCA
MEK
mg

ml
mM

m-RNA

Na
NADH

NADPH

NBT
NF-«xB
NGF

nm
NMDA

NMDAR 2A (NR2A)

NMDAR
NO
ntmPrP
nvCJD
OH

ORF
PAGE
PAR4
PBS

Glutamic Acid Decarboxylase (Glutaminsduredecarboxylase)
Glykosyl-Phosphatidyl-Inositol
Gerstmann-Striaussler-Scheinker Syndrom

Wasserstoff (Hydrogen-)

Salzsdure (Hydrochlorid)

Histon-Deacetylase

Hydrogenphosphat

inhibitor of apoptosis proteins

latrogene CJD

Internationale Einheiten

inhibitor of NF-«xB

IkB Kinase

Mause, die einer Operation mit Induktion einer einstiindigen Ischimie mit 24-
stiindiger Reperfusion (Histologie-Studien) bzw. 4-stiindiger Reperfusion
(Protein-Microarray-Studien) unterzogen wurden
c-jun-N-terminal kinase

Kilobasen

Kilo-Dalton, Molekulargewicht von Proteinen

Liter

Mol

Massachusetts

Milliampere

Mitogen-aktivierte Proteinkinase

maximal

middle cerebral artery

MAPK-ERK Kinase (MAPKK)

Milligramm

Milliliter

Millimol

Millimeter

messenger Ribonukleinsdure

Stickstoff

Anzahl

Nervus

Natrium

Nicotinsdureamid-Adenin-Dinukleotid (das H steht fiir
Wasserstoff); systematischer Name: Coenzym Q
Oxidoreduktase
Nicotinsdureamid-Adenin-Dinukleotid-Phosphat (das H steht fiir
Wasserstoff); systematischer Name: Coenzym II oder Codehydrogenase 11
Nitroblue Tetrazolium Salt

nuclear factor-kappaB

nerve growth factor

Nanometer

N-Methyl-D-Aspartat

NR2A-Untereinheit des NMDA-Rezeptors
N-Methyl-D-Aspartat-Rezeptor (Glutamat-Rezeptor)
Stickoxid

N-terminal transmembranes Prionprotein

Neue Variante der CJD

Hydroxy-

open reading frame

Polyacrylamid-Gelelektrophorese

Prostate Apoptosis Response 4

Phosphate Buffered Saline (Phosphat gepufferte Kochsalzlosung)
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PCR Polymerase Chain Reaction (Polymerase-Kettenreaktion)

pH negativer dekadischer Logarithmus der Protonenkonzentration

PI Propidiumiodid

PI-3-Kinase (PI3K)  Phosphatidylinositol-3-kinase

PK Proteinase K

PKA/B/C Proteinkinase A/B/C

Prion proteinaceous infectious only particle

Prnp Gen des Prionproteins

Prnp™” Prionprotein-Knock-out

Prnp ™ Mause, die heterozygot in Bezug auf das Prionproteingen sind

Prnp ™" Prionprotein-Wildtyp

PrP Prionprotein

PrP¢ zelluléres (cellular) Prionprotein

PrP™ Proteinase K resistenter Rest des PrP*

Prp% pathogene Isoform des PrP® (PrP Scrapie)

PTEN Phosphatase und Tensin Homolog

Raf Ras-activated factor bzw. rapidly accelerated fibrosarcoma

Ras Rat sarcoma

rCBF regionaler cerebraler Blutfluss

RNA Ribonukleinsdure

ROS reactive oxygene species (reaktive Sauerstoffradikale)

RT Raumtemperatur

s Sekunden

S.0. sieche oben

S.U. siche unten

SA-AP Streptavidin, gekoppelt an Alkalische Phosphatase

Sc Scrapie

sCJD Sporadische Creutzfeldt-Jakob-Krankheit

Scrapie Traberkrankheit

SDS Sodium Dodecylsulfat (Natriumdodecylsulfat)

SEM Standard Error of the Mean

SFI Sporadic Fatal Insomnia

Shammaéuse Mause, die denselben Operationsbedingungen wie die Ischimiemause, nur
ohne Induktion einer Ischdmie, unterzogen wurden

SMAC second-mitochondrial-derived activator of caspases

SOD Superoxid-Dismutase

Std. Stunden

TEMED Tetramethylethylendiamid

TME Transmissible Mink Encephalopathy

TNF tumor necrosis factor

TSE Transmissible Spongiforme Enzephalopathie

Tween20 Polyoxyethylen-Sorbitan-Monolaurat

U Units

USA United States of Amerika

uv ultraviolett

v Volt

v.a. vor allem

VDAC voltage-dependent anion channel

Vs. versus

z.B. zum Beispiel

ZNS zentrales Nervensystem
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