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1 Einleitung

1.1 Die Apoptose — Merkmale, Grundlagen und Bedeutung

In jeder Sekunde entstehen im Korper eines Erwachsenen rund 100.000 neue
Zellen (Vaux und Korsmeyer, 1999), Zeichen eines stdndigen Auf- und
Umbauprozesses. Uberfliissige oder defekte Zellen miissen im Gegenzug
verschwinden. Dafiir sorgt die Apoptose, ein genetisch festgelegtes
Selbstmordprogramm, bei dem die Zelle innerhalb kurzer Zeit komplexe
morphologische Veridnderungen erfihrt und schlieBlich komplett eliminiert wird.
Dieser aktive Prozess wurde 1972 durch Kerr und Mitarbeiter benannt und
detailliert beschrieben; der Begriff ,,Apoptose” ist griechischen Ursprungs
(,,apo*= ab, weg, los; ,,ptosis“= Senken, Fallen) und soll an das Fallen der Blitter
im Herbst erinnern — als Hinweis darauf, dass diesem Vorgang im Kreislauf des
Lebens eine wichtige Rolle zukommt. Immerhin ist die Apoptose nicht nur fiir
die Regulation der Zellzahl und den Erhalt der Gewebshomd&ostase im fertigen
Organismus wesentlich: Schon wihrend der Entwicklung gehen viele nicht oder
nicht mehr benétigte Strukturen apoptotisch zugrunde (Meier et al., 2000);
betroffen ist hier auch das Gehirn, wenn wihrend der Ausbildung des neuronalen
Netzwerks viele der urspriinglich angelegten Neurone wieder eliminiert werden —
iiber apoptotische Prozesse, ausgelost durch einen Mangel an entsprechenden

Wachstumsfaktoren (Hutchins und Barger, 1998).

Zu Beginn der Apoptose schrumpft die Zelle, das Zytoplasma kondensiert.
Dabei bleibt die Struktur der Mitochondrien erhalten, und der Stoffwechsel bricht
nicht zusammen. Die Plasmamembran bleibt ebenfalls intakt, und da der
Zellinhalt nicht austritt, bleiben Entziindungsreaktionen aus (Kerr und Harmon,
1991). Spiter kann es zur Ausstiilpung der Membran und Bildung von Bldschen
kommen, dem ,membrane blebbing”, doch auch dabei verliert die

Zytoplasmamembran nicht an Integritdt (Majno und Joris, 1995).
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Nicht nur die Zelle selbst, auch ihr Kern schrumpft; das Chromatin
verdichtet sich und verbleibt entweder als glatte runde Masse im Nukleus oder
lagert sich an die Kernmembran an (Majno und Joris, 1995). In einem weiter
fortgeschrittenen Stadium schneiden Ca**/Mg**-abhingige Endonukleasen die
DNA spezifisch zwischen den Nukleosomen; die Bruchstiicke sind jeweils 180
Basenpaare bzw. ein Vielfaches davon lang (Arends et al., 1990; Wyllie, 1980)
und zeigen nach elektrophoretischer Auftrennung ein typisches Muster, die DNA-

Leiter (Masters et al., 1989; Shi et al., 1990).

SchlieBlich zerbricht der Kern, und die Zelle zerfillt in ,,apoptotic bodies",
kleine membranumschlossene Korperchen, die Fragmente des kondensierten
Chromatins, Mitochondrien und Stiicke endoplasmatischen Retikulums enthalten
(Kerr et al, 1995). Spezifische Verdnderungen der Membran, etwa die
Translokation von Phosphatidylserin von der inneren zur &uBleren
Zytoplasmamembran, schaffen schlieBlich die Voraussetzungen fiir den letzten
Schritt der Apoptose: die Aufnahme der Zelliiberreste durch Phagozyten und
benachbarte Zellen. Nach der Resorption werden die apoptotischen Korperchen
enzymatisch aufgeschlossen und so am Ende vollstindig wiederverwertet (Majno

und Joris, 1995; Savill und Fadok, 2000).

Neben dem Konzept des zelluliren Selbstmordes existiert auch das des
Mordes, also des durch dullere Einfliisse bedingten Untergangs. Diese sogenannte
Nekrose unterscheidet sich von der typischen Apoptose; sie lauft passiv ab, ist
energieunabhingig und erscheint insgesamt weniger geordnet (Eguchi et al.,
1997; Leist et al., 1997). Beispielsweise klumpt das Chromatin unregelmifig
zusammen, und statt regelmidBiger DNA-Bruchstiicke erhdlt man nach
elektrophoretischer ~ Auftrennung einen bloBen DNA-Schmier. Weil die
Plasmamembran geschiddigt wird, stromen Wasser und Ionen in die Zelle, es
kommt zum typischen Anschwellen der Organellen wie auch der Zelle selbst.
SchlieBlich werden die Strukturen komplett zerstort, der Zellinhalt tritt aus und
verursacht eine lokale Entziindungsreaktion mit Gewebeschidigung; anders als
bei der Apoptose werden hier auch gesunde Zellen in Mitleidenschaft gezogen

(Majno und Joris, 1995).
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Betrachtete man frither Apoptose und Nekrose als zwei komplett
voneinander verschiedene Formen des Zelltods, so setzt sich heute die Erkenntnis
durch, dass eine strikte Unterscheidung der beiden Vorgéinge nicht immer moglich
ist. Vielmehr stellen Apoptose und Nekrose nur die Extrempunkte eines
Kontinuums dar; die Ubergiinge sind flieBend (Martin, 2001; Kanduc et al., 2002),
und in vielen Fillen liegen in Abhidngigkeit von Bedingungen wie dem ATP-
Gehalt der Zelle oder der mitochondrialen Funktion Mischformen vor aus aktiver
Apoptose und durch metabolischen Kollaps ausgeloster passiver Nekrose (Leist et

al., 1997; Nicotera et al., 1999).

Die Apoptose folgt komplexen Signalwegen

Die morphologischen Veridnderungen der Zelle im Verlauf der Apoptose sind die
Folge hochst komplexer Vorginge in ihrem Innern. In Abhédngigkeit vom
Stimulus werden unterschiedliche Signalkaskaden aktiviert, die alle letztlich im
Untergang der Zelle miinden (vgl. Abb. 1.1-1).

In Séugerzellen unterscheidet man im wesentlichen den extrinsischen,
rezeptorvermittelten vom intrinsischen, mitochondrienvermittelten Signalweg. Im
ersten Fall ist die Apoptose Resultat der Interaktion von Liganden wie FasLigand
(FasL) oder Tumornekrosefaktor (TNF) mit ihren Rezeptoren in der
Zellmembran. Beim intrinsischen Weg spielt das Mitochondrium die zentrale
Rolle; Stimuli vor allem aus dem Zellinneren fordern die Freisetzung
apoptotischer Substanzen wie Cytochrom c¢ aus den Mitochondrien ins
Zytoplasma (Kroemer und Reed, 2000). Daneben kann auch Stress zur Apoptose
filhren, indem er die Freisetzung von Calciumionen aus dem endoplasmatischen
Retikulum fordert (Nakagawa et al, 2000) oder durch freie Radikale die
Schiddigung von Lipiden, Proteinen oder Nukleinsduren verursacht (Mattson,
2000).

An den ablaufenden Signalkaskaden sind viele Faktoren beteiligt; einige
begiinstigen den Untergang der Zelle, andere fordern das Uberleben, und ihr

Zusammenwirken entscheidet schlieBlich iiber das Schicksal der Zelle.
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A B C

Stress 'lT'odesrezeptoren Wachstumstaktoren
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A -S‘C.héi . 3
W Zellkern ¥

Abb. 1.1-1: Schematische Darstellung verschiedener Apoptose-Signalwege

Stress setzt Calciumionen aus dem Endoplasmatischen Retikulum (ER) frei, die nachfolgende
Aktivierung von Caspase 12 fiihrt zur Apoptose (A). Die ligandengesteuerte Aktivierung von
Todesrezeptoren in der Zellmembran 16st iiber Caspase 8-Aktivierung ebenfalls Apoptose aus,
entweder direkt iiber Caspase 3-Aktivierung oder indirekt tiber Bid, das Mitochondrium und
Aktivierung von Caspase 9 (B).

Wachstumsfaktoren binden an entsprechende Rezeptoren in der Membran und senden damit
Uberlebenssignale (C); fehlen sie, geht die Zelle zugrunde. Auch hier liuft der Vorgang letztlich
iiber das Mitochondrium, aus dem unter Beteiligung proapoptotischer porenbildender Proteine wie
Bax u.a. Cytochrom c freigesetzt wird, das mit Apafl und der Procaspase 9 das Apoptosom bildet.
Die so aktivierte Caspase 9 aktiviert ihrerseits Caspase 3, die Zelle stirbt.

p33: der Wiichter des Genoms

Der Tumorsuppressor p53 schiitzt die Zelle vor Entartung; als ,Wéchter des
Genoms* (Lane, 1992) kontrolliert er ihre genomische Stabilitdt. In dieser
Funktion sorgt er nach DNA-Schidigung oder Aktivierung von Onkogenen dafiir,
dass die Defekte nicht an nachfolgende Zellgenerationen weitergegeben werden.
Menge und Aktivitdit von p53 in der Zelle werden streng kontrolliert, unter

anderen durch einen negativen Riickkopplungsmechanismus zwischen ihm und
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seinem Antagonisten mdm2, der an p53 bindet und sowohl dessen Aktivierung
hemmt (Momand et al, 1992) als auch seinen Abbau fordert (Haupt et al., 1997);
andererseits fiihrt aktives p53 zur gesteigerten Expression von mdm?2 und schlief3t
damit die Feedbackschleife (Barak et al., 1993).

Nach Schiddigung der DNA wird p53 durch Phosphorylierung aktiviert
(Woo et al., 1998) und ist dann Transkriptionsfaktor fiir eine Reihe von Genen,
die im Zellzyklus oder bei der Apoptose eine Rolle spielen. Auf diesem Weg
unterbricht p53 den Zellzyklus, damit vorhandene Schiaden repariert werden
konnen und nicht vererbt werden; sind die Schiden allerdings irreparabel, wird
die Apoptose eingeleitet und die Zelle eliminiert (Vogelstein et al., 2000;
Vousden und Lu, 2002). Kann p53 diese wichtige Aufgabe nicht mehr erfiillen, so
begiinstigt das die Entstehung von Tumoren - und tatséchlich ist pS3 in mehr als
50% aller humanen Tumore mutiert und damit nicht mehr funktionsfihig

(Crawford et al., 1981; Lane, 1992; Vogelstein et al., 2000).

Die Bcl-2-Familie: Regulatoren der Apoptose

Die Mitglieder der hoch konservierten Bcl-2-Familie gehéren zu den
Schliisselregulatoren der Apoptose. Namensgeber ist das Onkogen Bcl-2, das an
der Entstehung des B-Zell-Lymphoms (B-cell lymphoma) beteiligt ist (Vaux et al.,
1988). Die Bcl-2-Familie hat sowohl pro- als auch antiapoptotisch wirkende
Mitglieder; ihr Verhéltnis bestimmt die Empfindlichkeit der Zelle apoptotischen
Signalen gegeniiber (Oltvai et al., 1993).

Alle Familienmitglieder besitzen mindestens eine von insgesamt vier Bcl-2-
homologen (BH-) Domiénen. FEinige verfiigen auflerdem iiber eine
Transmembrandoméne, mit der sie an Membranen binden konnen und die somit
iiber die Lokalisation entscheidet (Krajewski et al., 1993). Die antiapoptotischen
Proteine der Bcl-2-Unterfamilie besitzen die BH-Doménen 1-4 (vgl. Abb. 1.1-2).
Den Mitgliedern der proapoptotischen Bax-Unterfamilie fehlt BH4. Proteine der
dritten, ebenfalls proapoptotischen Unterfamilie verfiigen nur noch iiber eine
BH3-Domine, wobei die fiir die apoptosefordernde Aktivitdt sowohl notwendig
als auch hinreichend ist (Cory und Adams, 2002): Die Domédnen BHI1-3 der

antiapoptotischen Bcl-2-Proteine bilden eine hydrophobe Tasche, in welche die
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amphipathische, helikale BH3-Domine ihrer proapoptotischen Verwandten
inserieren kann: Es entstehen Heterodimere (Sattler et al., 1997; Kelekar und
Thompson, 1998; Huang and Strasser, 2000). Das wiederum bedeutet
beispielsweise fiir Bax, das Bcl-2-assoziierte X-Protein, dass es nicht mehr
homooligomerisieren kann und damit auch nicht mehr in der Lage ist, durch
Bildung von Poren oder Modulation anderer Ionenkanile wie etwa dem
spannungsgesteuerten Anionenkanal VDAC (voltage-gated anion channel) in der
duBeren Mitochondrienmembran die Freisetzung proapoptotischer Stoffe zu
fordern (Shimizu et al., 1999; Tsujimoto und Shimizu, 2000; Antonsson, 2001;
Wei et al., 2001) — die Zelle iiberlebt.

Anti-apoptotisch
| [BH4] (B3] [BHL] [BH2[ [ERL | Bel2-, BelxL, Bel-w

Pro-apoptotisch

[ (B3| [BHi] [BH?] Baw. Bak Hak
[_ B | FIRT] | Bik, Bim, Nix, Noxa, Puma
[ (B3] | Bad, Bid

Abb. 1.1-2: Einteilung der Bcl-2-Proteine (modifiziert nach Antonsson, 2001)

Caspasen: zentrale Mediatoren der Apoptose

Eine zentrale Rolle in Initiation und Ausfiihrung der Apoptosesignalwege spielen
die Caspasen: intrazellulidre aspartatspezifische Cysteinproteasen, die in der Zelle
als inaktive Zymogene, die Procaspasen, vorliegen und bei Bedarf durch
Schneiden aktiviert werden (Cohen, 1997).

Im Séuger sind 14 Mitglieder der Caspasefamilie bekannt (Alnemri, 1997).
Die Initiator-Caspasen 2, 8, 9 und 10 stehen am Anfang der Kaskade und sind
teils fiir die Signalweiterleitung nach Aktivierung von Todesrezeptoren zustdndig,
teils fiir die Ubermittlung apoptotischer Signale nach mitochondrialer

Schiadigung. Thre Substrate sind in erster Linie die Effektor-Caspasen 3, 6 und 7,
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die sie prozessieren und aktivieren, damit die ihrerseits das Apoptosesignal
weiterleiten und verstirken und so zu den typischen morphologischen und
biochemischen Verdnderungen der apoptotischen Zelle beitragen (Earnshaw et al.,
1999).

Dem Auftrag entsprechend sind die Substrate der Caspasen vielfiltig: Dazu
zidhlen neben Apoptoseregulatoren wie Bad (Condorelli et al., 2001) oder Bax
(Wood and Newcomb, 1999) auch Proteine des Zellzyklus wie mdm2 (Chen et
al., 1997), Transkriptionsfaktoren wie NF-kB oder sein Bindeprotein 1kB (Barkett
et al., 1997), Serin/Threonin-Kinasen wie Akt (Widmann et al., 1998) und
Phosphatasen wie Calmodulin (Mukerjee et al., 2000) und die Proteinphosphatase
2A (Santoro et al., 1998; Ubersicht bei Fischer et al., 2003).

Storungen der Apoptose sind die Ursache vieler Erkrankungen

Ein Ungleichgewicht zwischen Zellteilung und Zelltod ist die Ursache
vieler Erkrankungen (Miller und Marx, 1998). Eine verringerte Apoptoserate, z.B.
bei Defekten von Tumorsuppressorgenen wie p53, fiihrt zu Krebs, weil zufillig
mutierte Zellen nicht entfernt werden. Auch bei Autoimmunerkrankungen wie
dem systemischen Lupus erythematodes ist der aktive Zelltod reduziert
(Thompson, 1995), ebenso bei einer Reihe von viralen Infektionen. Papilloma-
und Adenoviren blockieren die Apoptose ihrer Wirtszellen mit Hilfe eines p53-
Inhibitors (Young et al., 1997; Schuchmann et al., 2002). HIV kann zusétzlich in
nicht infizierten Zellen Apoptose auslosen (Teodoro und Branton, 1997).

Eine Steigerung der Apoptoserate im Gehirn ist fiir eine Reihe
pathologischer Zustinde verantwortlich: Der Untergang bestimmter Populationen
von Neuronen fithrt zu neurodegenerativen Krankheitsbildern (Yuan und
Yankner, 2000). Die motorischen Storungen bei Morbus Parkinson sind bedingt
durch den Untergang dopaminerger Neurone in der Substantia nigra (Mattson et
al., 2001 ; Vila und Przedborski, 2003). Bei Morbus Alzheimer degenerieren
kortikale und hippokampale Neurone (Mattson et al., 2001): Amyloid B kumuliert
im Gehirn des Patienten und bildet Ablagerungen, die zusammen mit den aus

hyperphosphoryliertem  Tau  gebildeten  neurofibrilliiren  Biindeln  die
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histopathologischen Charakteristika von Morbus Alzheimer darstellen (Loo et al.,
1993; Stadelmann et al., 1999; Cutler und Sramek, 2001). Die Folge ist eine
fortschreitende Demenz mit Beeintrichtigung des Kurzzeitgedichtnisses,
Desorientierung und Veridnderungen der Personlichkeit.

Die Degeneration striataler Neurone fiihrt bei der Erbkrankheit Chorea
Huntington zu unkontrollierbaren Korperbewegungen und einer Reihe von
psychiatrischen Symptomen (Portera-Cailliau et al., 1995; Vila und Przedborski,
2003). Die Amyotrophe Lateralsklerose wird durch den Verlust motorischer
Neurone u.a. im zerebralen Kortex verursacht, es kommt zu fortschreitender
Paralyse mit Sprach- und Schluckstorungen (Guegan et al., 2001; Vila und
Przedborski, 2003).

Auch bei einigen akuten Krankheitsbildern ist die Apoptoserate erhoht; in
erster Linie handelt es sich um ischdmische Erkrankungen, namentlich um
Herzinfarkt (Kolodgie et al., 2000) und Schlaganfall. Hier ist besonders die
grenzwertig durchblutete Randzone des Hirninfarkts, die so genannte Penumbra,
betroffen: Dort sind die Zellen nicht sofort tot, gehen aber verzogert durch
apoptotische Prozesse zugrunde (Dirnagl et al., 1999). Rechtzeitige Intervention
konnte daher das Ausmall der Schidigung geringer halten. Wie wichtig es ist,
diese Chance zu ergreifen und entsprechende Therapien zu entwickeln, wird
besonders deutlich, wenn man die hohe Zahl der Betroffenen bedenkt. So ist der
Schlaganfall in den Industrielindern nach kardiovaskuldren Erkrankungen und
Krebs die dritthdufigste Todesursache (American Heart Association, 2001) - und
auch iiberlebende Patienten sind meist nicht vollig wiederhergestellt, sondern

benitigen lebenslange Pflege und Unterstiitzung (Bronner et al., 1995).

Angesichts der steigenden Lebenserwartung in den Industrienationen, die
weiter steigende Fallzahlen erwarten ldsst, wird deutlich, wie wichtig es ist, die
Pathophysiologie der genannten Krankheitsbilder weiter aufzukldren und die
zugrundeliegenden apoptotischen Mechanismen zu erforschen, um auf dieser
Basis effektive Therapien zu entwickeln und dadurch sowohl die Prognose als

auch die Lebensqualitédt der Betroffenen zu verbessern.
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1.2 Die Proteinphosphatase 2C und der neuronale Zelltod

1.2.1 Phosphatasen und die reversible Phosphorylierung

Uber reversible Phosphorylierung werden fast alle biologischen Funktionen der
Zelle reguliert; nicht umsonst enthalten rund 30% aller humanen Proteine
kovalent gebundenes Phosphat (Cohen, 2000). Bei der Untersuchung von
Phosphorylierung und Dephosphorylierung richtete sich das Augenmerk zunéchst
auf die Kinasen, welche Phosphat und Protein miteinander verkniipfen, wéhrend
die Phosphatasen, die die Bindung wieder 16sen, weniger beachtet wurden. Die
Entdeckung, dass im menschlichen Genom etwa 600 Kinasen, aber nur knapp 200
Phosphatasen codiert sind (Cohen, 2001), stiitzte diese Betrachtungsweise,
schienen die Kinasen doch wesentlich spezifischer zu sein als ihre Gegenspieler.
SchlieBlich zeigte sich jedoch, dass auch die Proteinphosphatasen wichtige und
differenziert agierende Regulatoren sind (Dombradi et al, 2002), und
beriicksichtigt man die Anzahl der durch unterschiedliche Kombination von
Untereinheiten gebildeten Holoenzyme, so gleicht sich die Zahl der Phosphatasen

der der Kinasen an (Bollen und Beullens, 2002).

Die Bindung von Phosphat an
. . . ATDE ADP
ein Protein verursacht eine

Konformationsidnderung und Kinase
beeinflusst so seine Fihigkeit, mit
Liganden  und Substraten  zu
interagieren. Dies wirkt sich auf die
enzymatische  Aktivitit und den e
Substratumsatz des Proteins aus, kann P ILO
aber beispielsweise auch iiber die '
Zusammensetzung aus bestimmten Abb. 1.2-1:

Reversible Phosphorylierung von Proteinen
Untereinheiten oder die Lokalisation
in der Zelle entscheiden (Bollen und Beullens, 2002). Letztlich ist das
Zusammenspiel von Kinasen und Phosphatasen (Abb. 1.2-1) fiir den

Phosphorylierungsgrad eines Proteins und damit fiir seine Funktion in der Zelle
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bestimmend. Somit tragen nicht nur Kinasen durch Phosphorylierung, sondern
ebenso  Phosphatasen = durch  Dephosphorylierung  entscheidend  zur
Proteinregulation bei, schalten iiber ihre Substrate Signalwege an oder ab und
16sen so in der Zelle sowohl kurz- als auch langfristige Effekte aus (Herzig und

Neumann, 2000).

Storungen des Gleichgewichts von Phosphorylierung und
Dephosphorylierung bleiben erwartungsgemif nicht ohne Folgen. So beruhen die
Wirkungen diverser Toxine und Pathogene letzten Endes auf einer verdnderten
Proteinphosphorylierung (Cohen, 2001). Der Phosphataseinhibitor Okadainsdure
zum Beispiel wird gebildet in marinen Dinoflagellaten, reichert sich in
Schwidmmen und Meeresfriichten an und ist die Hauptursache von
Muschelvergiftungen (Haystead et al., 1989; Cohen et al., 1990).

Anomale Phosphorylierung ist auBerdem Ursache vieler Krankheiten,
darunter Diabetes, chronische entziindliche Erkrankungen und Krebs; konnte man
den normalen Phosphorylierungsstatus durch  spezifische = Substanzen,
beispielsweise ~ Proteinkinase-Inhibitoren,  wiederherstellen, wiren  solche

Erkrankungen moglicherweise ursédchlich therapierbar (Cohen, 2001).

1.2.2 Einteilung der Phosphatasen

Nicht jede Aminosdure wird auch tatsédchlich phosphoryliert; bei hoheren
Organismen beschrinkt sich das im wesentlichen auf Serin, Threonin und Tyrosin
fiir die Bildung von O-Phosphaten sowie Histidin fiir die Entstehung von N-
Phosphoamidaten. Dem entsprechend gibt es O- und N- (Histidin-) Phosphatasen,
wobei die erste Gruppe aus drei Superfamilien besteht: den Proteintyrosin-
Phosphatasen (PTP), zu denen auch die Dual-Specifity-Phosphatasen gehoren, und
den Serin/Threonin-Phosphatasen, die sich ihrerseits nach phylogenetischen
Gesichtspunkten in Phosphoproteinphosphatasen (PPP) und magnesiumabhéngige
Proteinphosphatasen (PPM) weiter unterteilen lassen (zitiert nach Klumpp und

Krieglstein, 2002).
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Im humanen Genom werden etwa 40 Serin/Threonin-Phosphatasen codiert;
ihnen stehen mehr als 300 Serin/Threonin-Kinasen gegeniiber (Sim et al., 2003).
Ihre Einteilung in Subtypen und die entsprechende Benennung richten sich nach
ithren  biochemischen  Eigenschaften: Typl  wird durch hitzestabile
Inhibitorproteine gehemmt und dephosphoryliert bevorzugt die 3-Untereinheit der
Phosphorylase-Kinase, wihrend Typ2 gegen diese Inhibitoren unempfindlich ist
und die o- Untereinheit vorzieht. Typ2 ldsst sich in weitere Untergruppen
gliedern: 2A  wird spontan aktiv, 2B bendtigt dafir Ca*, 2C ist
magnesiumabhingig (McGowan and Cohen, 1988). Aulerdem unterscheiden sie
sich in ihrer Empfindlichkeit gegeniiber bestimmten Phosphataseinhibitoren wie
Microcystin - oder Okadainsdure, welche PP1, PP2A wund in hoheren
Konzentrationen auch PP2B hemmen, die PP2C aber nicht beeinflussen

(MacKintosh et al., 1990; Cohen et al., 1990)

1.2.3 Die Proteinphosphatase 2C
Wihrend sich die Sequenzen der PP-Phosphatasen stark dhneln, besitzt die PP2C

keine Homologie zu ihnen oder zu anderen bekannten Phosphatasen (Das et al.,
1996). Sie ist das definierende Mitglied der PPM-Familie; Verwandte finden sich
sowohl in Prokaryonten als auch in Eukaryonten, etwa die SpollE Phosphatase
aus Bacillus subtilis (Bork et al., 1996) oder an ABI1 (Meyer et al., 1994) und
KAPP-1 (Stone et al., 1994) aus Arabidopsis thaliana. In Sdugern gehort neben
den PP2C-Isoformen auch die Pyruvatdehydrogenase-Phosphatase zur Familie
(Ingebritsen and Cohen, 1983; Barford, 1996).

Proteinphosphatasen des Typs 2C sind magnesiumabhingige, monomere
Enzyme; Hinweise auf regulatorische Untereinheiten gibt es nicht (McGowan und
Cohen, 1988; Barford, 1996). Gegenwirtig sind in Sdugerzellen mindestens zehn
verschiedene Typ 2C-Phosphatasen bekannt. Sie teilen sich sechs konservierte
Motive und lassen sich anhand der Aminosduresequenz in Motiv I in zwei
Gruppen einteilen (Komaki et al, 2003). Mitglieder der ersten Gruppe enthalten
die Sequenz RXXME/QD; dazu gehoéren neben PP2Ca und PP2CP auch
FIN13/PP2Cy, PP2C3, PP2Ce, Wipl, CaMKPase/POPX1 und CaMKPase-
N/POPX2. PP2CC und NERPP-2 enthalten die Sequenz KXXXNED und bilden
die zweite Gruppe (Komaki et al., 2003).
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Die Isoformen PP2Ca und PP2CP sind von allen am besten charakterisiert.
Von der a-Isoform existieren zwei SpleiBvarianten (Mann et al., 1992; Takekawa
et al., 1998), von der B-Isoform sind bislang sechs beschrieben (Terasawa et al.,
1993; Hou et al., 1994; Kato et al., 1995; Marley et al., 1998; Seroussi et al. 2001;
zitiert nach Komaki et al., 2003). Sowohl die PP2Ca als auch die PP2C3 werden
ubiquitir exprimiert; die besonders hohe Expression der PP2Ca im Zytoplasma
von Neuronen wurde beschrieben (Lifschitz-Mercer et al., 2001). Die Gro3e der
Enzyme ist mit jeweils rund 42 kDa (o bzw. [2) vergleichbar; die
elektrophoretische Mobilitdt der PP2Co ist ein wenig geringer als die der
PP2Cp2, obwohl sie etwas kleiner ist (Cheng et al., 2000). Allein von der PP2Co
wurde bislang die Struktur beschrieben (Das et al, 1996; Abb. 1.2-1);
verschiedenen Hypothesen zum Trotz ist der exakte Wirkmechanismus bislang

ungeklart (Jackson et al., 2003).

Abb. 1.2-2: Struktur der PP2Co

Die aminoterminale, katalytische Doméne der PP2Ca besteht aus sechs a-Helices (blaue
Pfeile) und elf B-Faltblittern (goldfarbene Pfeile). Die C-terminale, 90 Aminosiuren lange
Domine aus drei a-Helices ist typisch fiir die Sduger-PP2C. Im katalytischen Zentrum,
dominiert von einem zentralen [B-Sandwich, werden zwei Manganionen von vier
Aspartatresten, einem Glutamatrest und sechs Wassermolekiilen koordiniert. (Das et al.,
1996; Barford, 1996).

Abbildung erstellt mit Cn3D 4.1 unter Verwendung der Daten von Das et al. (1996) aus der
Molecular Modelling-Datenbank (MMDB) des National Center for Biotechnology
Information (NCBI) (Wang et al., 2000). Kugeln: Losungsmittelmolekiile.
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Tab. 1.2-1: Substrate der PP2C (Auswahl)

Substrat Literatur
Davies et al., 1995
AMPK Marley et al., 1996

(5’-AMP-activated protein kinase)

Moore et al., 1991
Velasco et al., 1998

Axin Strovel et al., 2000
Bad Klumpp et al., 2003
?Cflal\z/g(Cgmodulin—dependent protein kinase type II) Fukunaga et al., 1993
Cdk2 Cheng et al., 2000
(cyclin-dependent kinase 2) Johnson et al., 2002
Cdké

(cyclin-dependent kinase 6)

Cheng et al., 2000

CFTR
(Cystic fibrosis tansmembrane conductance regulator)

Dahan et al., 2001
Luo et al., 1998
Travis et al., 1997
Zhu et al., 1999

CSAD Tang et al., 1997
(Cysteine sulfinic acid decarboxylase) Wu et al., 1998
DARPP-32

(Dopamine- /cAMP-regulated phosphoprot., 32kDa)

Desdouits et al., 1998

Glutamatrezeptor mGluR3

Flajolet et al., 2003

Glykogenphosphorylase

Ingebritsen et al., 1983
Ortmeyer, 1997

Glykogensynthase

Ingebritsen et al., 1983
Ortmeyer, 1997

HMG-CoA-Reduktase

Ching et al., 1997

HMG-CoA-Reduktase-Kinase

Ingebritsen und Cohen, 1983

Hormonsensitive Lipase HSL

Olsson und Belfrage, 1987
Yeaman et al., 1994

MKK3b Hanada et al., 1998
MKK4 Hanada et al., 1998
MKK6 Takeknwa o1 ;111.??398
MKK7 Hanada et al., 1998
Moesin Hishiya et al., 1999
NPR-A Bryan und Potter, 2002
p38 Takekawa et al., 1998
Phospholamban McDougall et al., 1991
Phosphorylasekinase Ingebritsen et al., 1983
SEK1 Takekawa et al., 1998
TAK1 Hanada et al., 2001

Li et al., 2003
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Die PP2C-Isoenzyme sind an vielen Vorgidngen in der Zelle beteiligt. Die
durch den Wachstumsfaktor FGF-4 induzierbare PP2CYy/FIN13 kommt vor allem
im Nukleus proliferierender Gewebe vor und ist dort an der Regulation des
Zellzyklus beteiligt (Guthridge et al., 1997), dhnlich Wipl, die ebenfalls im
Zellkern lokalisiert ist, nach ionisierender Strahlung durch p53 induziert wird und
zum Wachstumsstopp der Zelle beitrdgt (Fiscella et al, 1997). Fir die
zytoplasmatischen Enzyme PP2Ca und PP2CP sind viele Substrate bekannt
(vgl.Tab. 1.2-1); ihre Aktivitdt hat Auswirkungen auf Ionenkanile wie CFTR, auf
den Zellzyklus, auf Fett- und Neurotransmitterstoffwechsel und {iiber die
Beeinflussung stressaktivierter Apoptosesignalwege auch auf den aktiven Zelltod.
Ein weiteres Substrat konnte durch Klumpp et al. identifiziert werden: das

proapoptotische Bcl-2-Familienmitglied Bad (Klumpp et al., 2003).

1.2.4 Die Proteinphosphatase 2C, Bad und der neuronale Zelltod

Bad, der Bcl2-antagonist of cell death, gehort zu den proapoptotischen Bcl-2-
Proteinen. Seine einzige Bcl-2-homologe Domine, BH3, ist notwendig und
hinreichend fiir die Heterodimerisierung mit den antiapoptotischen Proteinen Bcl-
2 und Bcl-xL; Bad bildet keine Homodimere und bindet auch nicht an Bax
(Yang et al., 1995; Ottilie et al., 1997). Humanem Bad fehlen im Vergleich zum
murinen 42 Aminosduren am N-Terminus, seine Wirkung ist jedoch gleich
(Ottilie et al., 1997).

Der Mechanismus der Bad-vermittelten Apoptose wurde von vielen
Gruppen untersucht (Zha et al., 1997; Datta et al., 2000; Yaffe and Elia, 2001;
Masters et al., 2001): Unphosphoryliertes Bad bildet iiber seine BH3-Doméne
einen stabilen Komplex mit Bcl-2 bzw. Bcl-xL. Dadurch sind Bcl-2 und Bcl-xL
gebunden und konnen nicht mehr mit Bax, dem Bcl-2-assoziierten X-Protein,
interagieren: Wihrend sie normalerweise mit Bax dimerisieren und so seine
proapoptotischen Eigenschaften neutralisieren, gibt es nun geniigend freies Bax,
das seinerseits oligomerisiert, unter anderem iiber Porenbildung in der
Mitochondrienmembran  die  Freisetzung  zelltodfordernder  Stoffe  wie
Cytochrom ¢ induziert und dadurch Apoptose vermittelt (vgl. Abb. 1.2-3; Yang et
al., 1995; Bae et al., 2001).
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Ist Bad aber phosphoryliert, kann es von 14-3-3-Proteinen gebunden werden
und damit nicht mehr mit antiapoptotischen Verwandten dimerisieren; zudem
macht eine Phosphorylierung innerhalb der BH3-Domine (an S'°) die Bindung
schon aus sterischen Griinden unméglich (Datta et al., 2000; Zhou et al., 2000).

Abb. 1.2-3: Schematische Darstellung des Zusammenhangs zwischen Bad und Apoptose
(Erlduterungen siehe Text)

Zum jetzigen Zeitpunkt sind sieben verschiedene Phosphorylierungsstellen
von Bad bekannt; sechs davon befinden sich innerhalb von nur 58 Aminosiuren
am C-terminalen Ende des Proteins (Klumpp et al., 2004; vgl. Abb. 1.2-4). Alle
sind im Bad der Maus, der Ratte und, obwohl das Protein betriachtlich kiirzer ist,
auch in dem des Menschen enthalten; die Positionsangaben beziehen sich in der

Regel auf die murine Sequenz (vgl. Tab. 1.2-2).

sl sUsOsOs Cim-

Abb. 1.2-4: Phosphorylierungsstellen von Bad
Die Nummerierung der Phosphorylierungsstellen bezieht sich auf die murine Sequenz.
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Tab. 1.2-2: Vergleich der Bad-Proteine verschiedener Spezies

P1 P2 P3 P4 P5 P6 BH3-

SVl AA kDAl o | ) | ® | ® | 5 | Dom.

Maus - 204 22 112 | 117 128 136 | 155 170 | 147-161
a:205 | o: 22
2 ) 11 11 12 1 -
Ratte B:220 | B: 27 3 8 9 37 156 | 171 | 148-162
Mensch - 168 19 75 80 91 99 118 134 | 110-124

(SV: SpleiBvarianten; AA: Aminosduren; P: Phosphorylierungsstelle; S: Serin; T: Threonin)

Die an der reversiblen Phosphorylierung von Bad beteiligten Proteinkinasen
sind vielfiltig (vgl. Klumpp et al.,, 2004); involviert sind unter anderem PKA
(Lizcano et al., 2000; Harada et al., 1999), PKB (Datta et al., 1997; del Peso et al.,
1997), PKC (Bertoletto et al., 2000), RSK (Bonni et al., 1999; Tan et al., 1999)
und JNK1 (Donovan et al., 2002).

Wihrend Phosphorylierung von S128 die Apoptose zu fordern scheint
(Donovan et al, 2002), hat sie an den iibrigen Stellen in der Regel
antiapoptotische Effekte (Konishi et al., 2002): Phosphoryliertes Bad wird an
zytoplasmatische Proteine gebunden und ist inaktiv (Zha et al., 1996). So liegen
S und S™° jeweils in einer Konsensussequenz fiir die Interaktion mit 14-3-3-
Proteinen (D’Agata et al., 1998). Dies sind saure, a-helikale Bindeproteine von
rund 30 kDa; die sieben bekannten Isoformen besitzen recht dhnliche Sequenzen,
sind in Sédugerzellen reichlich vorhanden und liegen dort als Homo- oder
Heterodimere vor (Aitken et al., 1995; Yaffe und Smerdon, 2001). Sie selbst
besitzen keine katalytische Domine oder Funktion (Aitken et al., 1995),
verdndern aber durch Bindung an Proteine wie p53 (Waterman et al., 1998) oder
Cdc25 (Conklin et al.,, 1995) deren Aktivitit und greifen so in viele zelluldre
Prozesse ein — durch Komplexbildung mit phosphoryliertem Bad auch in die
Apoptose. Dabei ist die Phosphorylierung an S'° essentiell fiir die Bindung an
14-3-3 (Masters et al., 2001), die an S'2 wirkt verstirkend: Gleichzeitiges
Vorhandensein von zwei moglichen 14-3-3-Bindungsstellen im gleichen Protein

kann die Affinitdt verdreiBBigfachen (Yaffe et al., 1997).
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Die Phosphorylierungsstelle S'> liegt in der BH3-Domine von Bad; ist sie
phosphoryliert, kann Bad mit Bcl-2 oder Bcl-xL aus sterischen und
elektrostatischen Griinden nicht mehr heterodimerisieren (Zhou et al., 2000). Ist
Bad bereits an Bcl-2 oder Bcl-xLL gebunden, kann es immer noch an gl
phosphoryliert werden; dadurch werden 14-3-3-Proteine rekrutiert, welche

1
SSS

wiederum die -Bindungsstelle dem Angriff iiberlebensfordernder Kinasen

besser zuginglich machen (Datta et al., 2000), besonders der PKA, die dort eine

S5 daher besonders effektiv

optimale Konsensussequenz vorfindet und
phosphoryliert (Lizcano et al., 2000; Zhou et al., 2000). Wenn §ls3 phosphoryliert
ist, stort das die Interaktion zwischen BH3-Domidne und der hydrophoben
Bindetasche seines Partners: Die Bindung 16st sich, Bcl-2 bzw. Bcl-xL kann Bax
wieder neutralisieren und so die Apoptose verhindern (Datta et al., 2000; Hirai
und Wang, 2001).

Phosphorylierung von Bad hemmt also die Apoptose; entsprechend wirkt
die Entfernung von Phosphatresten apoptosefordernd. Diese Dephosphorylierung
tibernehmen eine Reihe von Serin/Threonin-Phosphatasen, darunter PP1 (Ayllon
et al., 2000), PP2A (Chiang et al., 2001), PP2B (Wang et al., 1999) — und die
PP2C, die pS'"%, pS"*® und pS'> dephosphorylieren kann (Klumpp et al., 2003).
Der letzte Befund legt nahe, dass die PP2C iiber Bad-Dephosphorylierung an der

Auslosung von Apoptose beteiligt sein konnte.

1.2.5 Funktionelle Analyse der PP2C

Fettsduren konnen die Proteinphosphatase 2C aktivieren

Die Aktivitit der Proteinphosphatase 2C ist magnesiumabhingig. Fiir das
Erreichen der maximalen Aktivitit in vitro werden mit 10 bis 20 mM
unphysiologisch hohe Mg** -Konzentrationen benétigt; dies war mit ein Grund,
weshalb man die Bedeutung der PP2C in vivo lange unterschitzte (Tsuiki et al.,
1988). SchlieBlich entdeckten Klumpp und Mitarbeiter, dass in Gegenwart
bestimmter Fettsduren die Aktivitdt der PP2C-Isoformen o und B deutlich erhht
ist und zugleich die maximale Aktivitit bei wesentlich niedrigeren Mg**-

Konzentrationen erreicht wird (Klumpp et al., 1998).
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Nur Fettsduren mit bestimmten chemischen und strukturellen Eigenschaften
aktivieren die PP2C: Sie miissen mindestens 15 Kohlenstoffatome lang sein und
eine cis-konfigurierte Doppelbindung enthalten. Zusitzliche Doppelbindungen
konnen die Aktivierung nicht weiter steigern, Verbindungen mit trans-
konfigurierter Doppelbindung sind wirkungslos (Klumpp et al., 1998). AuBlerdem
muss die Sauregruppe frei vorliegen; der entsprechende Ester aktiviert die PP2C
nicht (Klumpp et al., 2001). Die Olsiure, eine einfach ungesittigte C18-S#ure,
deren Doppelbindung (A’) cis-konfiguriert ist, erfiillt alle geforderten
Bedingungen und aktiviert sowohl die rekombinante als auch die natiirliche PP2C
(Klumpp et al., 1998). Fiir die maximale Aktivierung in Gegenwart von BSA war
eine Konzentration von 500 uM notwendig, bei Verzicht auf BSA konnte sie auf
300 uM reduziert werden (Klumpp et al., 2001).

Der Fettsdureeinfluss auf die PP2C ist auBerdem substratabhingig: Die
Aktivitit der PP2C steigt nur, wenn sie ein Protein dephosphorylieren soll;
gegeniiber peptidischen Substraten fehlt der Effekt oder wird die
Dephosphorylierungsrate sogar verringert (Krieglstein et al., 2003).

Interessanterweise 16sen Fettsduren, die die Kriterien fiir die Aktivierung
der PP2C erfiillen, in verschiedenen neuronalen Zellkulturmodellen Apoptose aus
(Ahlemeyer et al, 2001; Klumpp et al, 2002; Grzeschik, 2003). Diese
Beobachtung ldsst einen Zusammenhang zwischen der PP2C-Aktivierung und der
Induktion von neuronaler Apoptose vermuten, der zugrundeliegende
Mechanismus ist bislang nicht gesichert, allerdings gibt es Hinweise darauf, dass
die Dephosphorylierung von Bad dabei eine Rolle spielt (Klumpp and Krieglstein,
2002).

Ansdtze zur Verringerung der Aktivitdit der Proteinphosphatase 2C

Bislang ist es nicht moglich, die PP2C durch Hemmstoffe selektiv
auszuschalten; gédngige Phosphataseinhibitoren wie Okadainsdure, Cantharidin
und seine Analoga, Calyculin A oder Microcystin hemmen sie nicht (Herzig und
Neumann, 2000; McCluskey et al., 2002). Da das Ausschalten der PP2C in der

Maus letal ist, stehen auch entsprechende Knockout-Tiere nicht zur Verfiigung.
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Eine funktionelle Analyse der PP2C ist daher nur moglich, wenn es gelingt,
das  Enzym in kultivierten Zellen auszuschalten oder zumindest
herunterzuregulieren. Dies kann man beispielweise durch Verwendung von
Antisense-Oligonukleotiden erreichen; eine neuere Methode ist die RNA-
Interferenz (RNAI). Sie beruht auf dem von Fire und Mitarbeitern 1998 erstmals
beschriebenen Phdnomen, dass von auBlen in die Zelle eingeschleuste
doppelstrangige RNA in diversen Organismen und Zelltypen den Abbau der
komplementiren mRNA verursacht, so deren Translation verhindert und damit
letztlich die Menge des Zielproteins in der Zelle stark reduziert (Fire et al., 1998;
Tuschl, 2001; Arenz und Schepers, 2003). Das Prinzip ist ebenso einfach wie
elegant und grundsitzlich auf jede beliebige mRNA-Sequenz anwendbar — auch
auf die der PP2C.

1.3 Fragestellungen

Die Deregulation der Apoptose spielt eine wichtige Rolle bei vielen
pathologischen Zustidnden, darunter neurodegenerative Erkrankungen, Krebs und

Schlaganfall.

Die Expression des Tumorsuppressors p53 ist nach globaler Ischimie in den
besonders empfindlichen hippokampalen CAl-Neuronen lidngerfristig erhoht
(McGahan et al., 1998, Gillardon et al., 1999). In der vorliegenden Arbeit sollte
gekliart werden, ob der pS53-Inhibitor Pifithrin-ot die neuronale Schéddigung in

einem Modell der transienten Vorderhirnischimie der Ratte zu reduzieren vermag.

Fettsduren, die bestimmte Strukturmerkmale aufweisen, konnen die
Proteinphosphatase 2C (PP2C) aktivieren (Klumpp et al., 1998). Die Induktion
von Apoptose durch die PP2C-aktivierende Olsidure wurde in verschiedenen
neuronalen Primirkulturen gezeigt (Klumpp et al., 2002, Grzeschik, 2003); hier
sollte ein entsprechendes Modell zur Schiadigung humaner Neuroblastomzellen

(SH-SYS5Y) etabliert und charakterisiert werden.
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Dieses Modell sollte unter anderem der Korrelation der PP2C-Aktivierung
verschiedener Fettsduren bzw. Fettsdurederivate mit ihrer apoptoseauslosenden

Wirkung dienen.

In vitro kann die PP2C das proapoptotische Bcl-2-Protein Bad
dephosphorylieren (Klumpp et al., 2003); hier sollte der Frage nachgegangen
werden, ob dies auch in der Zelle passiert. Dazu war zunichst der Nachweis der
Expression und Kolokalisation von PP2C und Bad in SH-SY5Y-Zellen zu
erbringen; auBerdem sollte der Effekt der olsdurevermittelten PP2C-Aktivierung

auf den Phosphorylierungszustand von zelluldrem Bad untersucht werden.

Die RNA-Interferenz (RNAi) verhindert die Entstehung eines Proteins auf
posttranskriptionaler Ebene; insbesondere zur Erforschung von Genfunktionen
gewinnt sie mehr und mehr an Bedeutung. Im Rahmen dieser Arbeit sollte sie fiir
den Knockdown der PP2C-Isoformen o und B in SH-SY5Y-Zellen etabliert
werden; mangels spezifischer und effektiver Inhibitoren war die Reduktion der
PP2C-Menge in der Zelle die einzige Moglichkeit, ihren Einfluss zu reduzieren

bzw. auszuschalten.

Die Olsdurebehandlung der RNAi-Zellen sollte schlieBlich dariiber
Aufschluss geben, ob die PP2C in der olsdureinduzierten Apoptose tatsdchlich

eine Rolle spielt.



2 Material und Methoden

2.1 Materialien

2.1.1 Tiere und Tierhaltung

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurden verwendet:
a) miannliche Wistar-Ratten (Korpergewicht: 250-300g; Charles-River,
Sulzfeld) fiir die globale Ischdmie und
b) tragende Sprague-Dawley-Ratten (Charles-River, Sulzfeld) fiir die
Entnahme von Embryonen (E18) zur Anlage von kortikalen

Primérkulturen.

Alle Ratten wurden in einem klimatisierten Tierstall unter standardisierten
Bedingungen (Raumtemperatur 23 + 1°C, relative Luftfeuchte 55 £ 5 %,
zwolfstiindiger Hell-Dunkel Rhythmus) gehalten und hatten freien Zugang zu
Standardfutter (Altromin®, Lage) und Trinkwasser. Hiervon ausgenommen waren
lediglich die Ratten, die fiir die globale Ischdmie verwendet wurden: Sie erhielten
bei ansonsten gleichen Bedingungen in den letzten zwdolf Stunden vor dem
Versuch kein Futter.

Die Gewinnung der Primérkulturen sowie die Durchfiihrung der transienten
globalen Ischdmie geschahen unter Beachtung des Tierschutzgesetzes der
Bundesrepublik Deutschland und der Richtlinien zur Durchfiihrung von
Tierversuchen. Es wurde darauf geachtet, dass die Beeintrdchtigung der Tiere

moglichst gering war.

21



22

Material und Methoden

2.1.2 Chemikalien

Acrylamid/Bisacrylamid
Agar

Agarose

Amersham ECL Kit
Amino-g-capronsdure
Ammoniumpersulfat (APS)

Antibiotika-Losung
(Penicillin/Streptomycin)

B27-Supplement

Bepanthen® Augensalbe
Blue/Orange Loading Dye 6x
Borsidure

Bovines Serumalbumin (BSA)
Bromphenolblau
BSA-Standard
Calpaininhibitor

dATP 100 mM

dCTP 100 mM

dGTP 100 mM
Dimethylsulfoxid (DMSO)
di-Natriumhydrogenphosphat
di-Natriumhydrogenphosphat x 7 H,0
DNA-Gro6Benstandard

dTTP 100 mM

EDTA

EGTA

Elaidinsdure

Ethanol 96%

Ethanol 96% (unvergillt)
Ethidiumbromid

Extensor Hi-Fidelity PCR Master Mix
Fetales Kélberserum (FCS)

Roth, Karlsruhe

Merck, Darmstadt

Gibco, Eggenstein

Amersham, Buckinghamshire, England
Sigma, Taufkirchen

AppliChem, Gatersleben
Gibco, Eggenstein

Gibco, Eggenstein
Roche, Grenzach-Wyhlen
Promega, Heidelberg
Sigma, Taufkirchen
Sigma, Taufkirchen
Sigma, Taufkirchen
Sigma, Taufkirchen
Sigma, Taufkirchen
Promega, Heidelberg
Promega, Heidelberg
Promega, Heidelberg
Sigma, Taufkirchen
Merck, Darmstadt
Sigma, Taufkirchen
Promega, Heidelberg
Promega, Heidelberg
Sigma, Taufkirchen
Sigma, Taufkirchen
Sigma, Taufkirchen
Lenz Chemie, Westerburg
Merck, Darmstadt
Sigma, Taufkirchen
ABgene, Epsom (UK)
PAA, Marburg



Material und Methoden

23

Fluothane

Formalin

GBX Developer/Replenisher
GBX Fixer/Replenisher
Gentamicinsulfat

Glycerol

Glycin

Ham’s F12

Heparin

HEPES

Hoechst 33258 (Bisbenzimid)
Isopropanol

Kaliumchlorid
Kaliumdihydrogenphosphat
Kaliumhydrogencarbonat
Kresylechtviolett

Lachgas

L-Glutamin

Linolsédure
Magermilchpulver
Magnesiumchlorid
Magnesiumsulfat x 7 H,O

Medizinischer Sauerstoff

MEM (mit Earle’s Salzen, ohne
Glutamin/ Natriumhydrogencarbonat)

Mercaptoethanol
Methanol

MgCl,

MgCl, (25 mM)

MicroBCA Protein Assay System

Natirumdihydrogenphosphat
Natriumacetat
Natriumchlorid

Natriumhydrogencarbonat

Zeneca GmbH, Frankfurt/Main
Merck, Darmstadt

Sigma, Taufkirchen

Eastman Kodak, New York, USA
Sigma, Taufkirchen

Sigma, Taufkirchen

Sigma, Taufkirchen

Gibco, Eggenstein
Hoffmann-La Roche, Grenzach-Wyhlen
Sigma, Taufkirchen

Sigma, Taufkirchen

Riedl de Haen, Seelze

Sigma, Taufkirchen

Sigma, Taufkirchen

Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt
Messer-GrieSheim, Siegen
Sigma, Taufkirchen

Sigma, Taufkirchen

Heirler Cenovis, Radolfzell
Sigma, Taufkirchen

Sigma, Taufkirchen

Messer-GrieSheim, Siegen
Gibco, Eggenstein

Sigma, Taufkirchen

Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Advanced Biotechnologies, Hamburg
Interchim, Montlucon, Frankreich
Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Riedl de Haen, Seelze

Sigma, Taufkirchen
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Natriumhydroxid Sigma, Taufkirchen
Natriumpyruvat Sigma, Taufkirchen
Natriumtetraborat Sigma, Taufkirchen

Neurobasal® Medium
Nilblau A
Oligo-dT-Primer
Oligofectamine®
Oligonukleotide
Olsiure
Olsiuremethylester
OptiMEM ®
Paraformaldehyd
PCR-Primer

Pferdeserum

Phosphataseinhibitor-Cocktail I und 11

Pifithrin-a-hydrobromid
PMSF

Polyethylenamin
Poly-L-lysin

Ponceau S
RNase-Inhibitor
RNeasy-Kit

Rotihistol

Rotiphorese® 30 (30 % Acrylamid)
Acrylamid/Bisacrylamid 37,5:1

Salzsdure
SDS
Staurosporin
Stearinsdure
Sterilium®
Suxamethoniumchlorid
TEMED
Transkriptionspuffer 10x

Trichloressigsdure

Gibco, Eggenstein

Sigma, Taufkirchen

MWG Biotech, Freiburg
Gibco, Eggenstein

Qiagen, Heidelberg

Sigma, Taufkirchen

Sigma, Taufkirchen

Gibco, Eggenstein

Sigma, Taufkirchen

MWG Biotech, Freiburg

PAA, Marburg

Sigma, Taufkirchen

Tocris iiber BIOTREND, Ko6ln
Sigma, Taufkirchen

Sigma, Taufkirchen

Sigma, Taufkirchen

Serva Feinbiochemica, Heidelberg
Promega, Heidelberg

Qiagen, Heidelberg

Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Merck, Darmstadt

Sigma, Taufkirchen

Sigma, Taufkirchen

Merck, Darmstadt

Bode Chemie, Hamburg

ASTA, Frankfurt/Main

Sigma, Taufkirchen
Boehringer-Mannheim, Mannheim

Sigma, Taufkirchen



Material und Methoden

25

Trimethaphancamsylat

Tris

Tris-HC1

Triton® X-100

Trypanblau

Trypsin 1:250, aus Schweinepankreas
Trypsininhibitor Type I1I-O

Tween 20

Vectastasin ABC Kit (mit Peroxidase)
Wasser, demineralisiert
Wasserstoffperoxid 30%
Xylocain-Gel® 2%

Xylol

Ziegenserum

2.1.3 Verbrauchsmaterialien

Cellstar® Rohrchen
Chirurgischer Faden

Corning® Sterilfilter (0,22 pm)
Dako Pen

Deckglaser, 24 mm ¢
Einmalspritzen

Falcon® Zellkulturflaschen
Fixierschrauben

Hybond Nitrocellulosemembran
Kaniilen

Kodak X-OMAT AR Film
Kryordhrchen

Mikrotiterplatte Nunc-Immuno™
Millex® Sterilfilter (0,22 um)
Objekttriager, 76 x 26 mm
Whatman-Papier

Zellkulturschalen (& 35 bzw. 60mm),
Multiwells 24er

Hoffmann-La Roche, Basel

Roth, Karlsruhe

Merck, Darmstadt

Sigma, Taufkirchen

Sigma, Taufkirchen

Sigma, Taufkirchen

Sigma, Taufkirchen

Sigma, Taufkirchen

Vector Laboratories, Burlingame, USA
Milli QTM, Millipore, Neu-Isenburg
Sigma, Taufkirchen

Astra, Wedel

Merck, Darmstadt

PAA, Marburg

Greiner Bio-One, Frickenhausen
Ethicon, Norderstedt

Corning, New York, USA

Dako, Glostrup, Ddnemark

Kobe, Marburg

Transcoject, Neumiinster

Fisher Scientific, Schwerte
Hiilden, Diiren

Amersham, Buckinghamshire, England
Servoprax, Wesel

Eastman Kodak, New York, USA
Greiner Bio-One, Frickenhausen
Nunc, Roskilde, Danemark
Millipore, Bedford, USA

IDL, Nidderau

Schleicher & Schiill, Dassel

Fisher Scientific, Schwerte
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2.1.4 Antikorper

Tab. 2.1-1: Erstantikorper

a-Tubulin monoklonal | Maus Sigma, Taufkirchen

Bad polyklonal Kaninchen |Cell Signaling, Beverly, USA
Bad monoklonal | Maus Cell Signaling, Beverly, USA
Caspase-3 polyklonal Kaninchen | Cell Signaling, Beverly, USA
phosphoBad-112 | polyklonal Kaninchen |Cell Signaling, Beverly, USA
phosphoBad-136 | polyklonal Kaninchen |Cell Signaling, Beverly, USA
phosphoBad-155 | polyklonal Kaninchen |Cell Signaling, Beverly, USA
PP2Ca polyklonal Kaninchen | AG Klumpp, Miinster
PP2CR2 polyklonal Kaninchen | AG Klumpp, Miinster

Tab. 2.1-2: Zweitantikorper

anti-Kaninchen IgG HRP-konj. |Esel | Amersham, Braunschweig
anti-Kaninchen IgG, biotinyliert | Ziege | Vector Labs., Burlingame, USA
anti-Maus IgG HRP-konj. Schaf | Amersham, Braunschweig

anti-Maus IgG, biotinyliert Pferd | Vector Labs., Burlingame, USA

Texas Red® anti-Kaninchen IgG | Ziege | Molecular Probes, Leiden, Niederlande
Texas Red® anti-Maus IgG Pferd | Molecular Probes, Leiden, Niederlande

2.1.5 Geriite

Autoklav

Beatmungspumpe

Blottingapparatur

Blutdruckmessung

Brutschrank

Fluoreszenzmikroskop Axiovert 150
Halothanverdampfer

Hitzesterilisator

Konfokales Laserscanning-Mikroskop
Kiihlzentrifuge

Lichtmikroskop

PCR-Gerit

HICLAVE HV-110 L, HMC, Tokio,
Japan

Rhema Labortechnik, Hofheim
Biometra, Gottingen

Hellige Recomed, Hellige, Freiburg
Heraeus, Hanau

Zeiss, Jena

Vapor Halothan; Drigerwerk, Liibeck
TV 40 UT, Memmert, Emmerdingen
LSM 510; Zeiss, Jena

Microfuge® R Centrifuge, Beckman

Olympus® OM-4Ti; Olympus, Tokio,
Japan

PCR-Sprint, Hybaid, Heidelberg
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pH-Meter
Photometer

Pumpe
Reinstwasser-Anlage
Schwanenhalslampe
Spannungsquelle

Temperaturkontrolle
Ultraschallgeriit

Waagen

Werkbinke

Zentrifuge

2.1.6 Software

Zeiss LSM Image Browser 3.2

WinSTAT
Microsoft Excel

Digital pH-Meter, Knick, Berlin
BioMate3, ThermoSpectronic, Dreieich
Laboport, KNF Neuberger, Freiburg
Milli QTM, Millipore, Neu-Isenburg
KL1500, Schott, Mainz

Electrophoresis Power Supply EPS 600,
Pharmacia, Freiburg

TempControl 2203, TSE Systems, Bad
Homburg

Sonifier B-12, Branson Sonic Power
Company, Danbury, USA

BL3100, Sartorius, Gottingen

P163, Mettler-Toledo, Giessen
Envirco C424 H, Ceag Schirp, Borken;
Lamin Air ELB 2448, Heraeus, Hanau
Sepatech Biofuge 13, Heraeus Hanau

Zeiss, Jena
Microsoft
Microsoft
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2.2 Transiente Vorderhirnischimie der Ratte

2.2.1 Durchfiihrung der transienten Vorderhirnischimie der Ratte

Fiir die Erzeugung einer reversiblen globalen Hirnischdmie bei der Ratte wurde
das 2-VO-Modell (2-vessel occlusion; 2-GefaBBverschlussmodell) nach Smith et al.
(1984) verwendet, modifiziert nach Sauer (1987) und Schaper (1999).

Minnliche Wistar-Ratten (250-300 g) wurden iiber eine Atemmaske mit 2%
Halothan in Stickoxydul/Sauerstoff (70:30 (V/V)) narkotisiert; der Narkoseeintritt
wurde durch Reflexpriifung (Zwicken der Hinterpfote) sichergestellt. Im
Operationsgebiet wurde das Fell mit einem Einmalrasierer entfernt. Bepanthen®
Augen- und Nasensalbe sollte das Austrocknen der Cornea verhindern.

Wihrend der Ischimie wurden Gehirn- und Korpertemperatur unabhiingig
voneinander bei 37°C gehalten. Hierbei wurde die Korpertemperatur rektal
gemessen und iiber riickgekoppeltes Heizsytem durch einen beheizbaren OP-
Tisch aufrechterhalten.

Ein Schnitt in die Schéddelhaut der Ratte ermoglichte das Anbringen eines
Temperaturfithlers zwischen Haut und Schiddelknochen; er steuerte eine
Rotlichtlampe, die ihrerseits bei Bedarf den Schiddel erwédrmte und so die
Gehirntemperatur konstant hielt.

Zur Blutdruckmessung wurde die Schwanzwurzelarterie freipripariert,
distal abgebunden und mit einem Polyethlyenschlauch (0,5/1mm) katheterisiert.
Uber einen Dreiwegehahn wurde der Katheter mit einer 1 ml-Spritze und einem
Druckaufnehmer verbunden. Mit der Spritze wurden 0,2 ml einer Heparinlsung
(1% Heparin in physiologischer Kochsalzlosung) verabreicht, um die
Blutgerinnung zu vermeiden.

Neben der Messung des mittleren arteriellen Blutdrucks (in mmHg) erfolgte auch
die Entnahme von Blutproben fiinf Minuten nach Ende der Ischdmie iiber diesen
Katheter. Anhand dieser Proben wurden mit einem Blutgasanalysator die
Partialdriicke von Sauerstoff und Kohlendioxid sowie der pH-Wert bestimmt.
AuBlerdem wurde der Halsbereich der Ratte eroffnet, die rechte Vena
jugularis freiprapariert, distal abgebunden und proximal mit einer Mikroklemme

abgeklemmt. Durch einen Einschnitt in das Gefidll wurde ein weicher, flexibler
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Silikonschlauch (0,5/1,3 mm) eingefithrt und bis zur Vena cava superior
vorgeschoben. Mit Hilfe einer 10 ml-Spritze wurden nun zur Vermeidung der
Blutgerinnung iiber diesen Katheter 0,75 ml Heparinlosung infundiert.

AnschlieBend wurden die Arteriae communis freiprdpariert, wobei
besonders darauf geachtet wurde, den anliegenden Nervus vagus nicht zu
verletzen. Beide Arterien wurden mit einem Faden locker umschlungen, ohne den
Blutfluss zu beeintrichtigen. Danach wurde die Trachea stumpf freigelegt und mit
Hilfe eines Fiihrungsdrahtes mit einem Polyethylenschlauch (1,57/2,08 mm)
intubiert. Dieser Tubus wurde an eine Kleintierbeatmungspumpe angeschlossen
und das Atemvolumen auf 2,5 — 3,2 ml, die Atemfrequenz auf etwa 50 pro Minute
eingestellt.

Sofort nach der Intubation wurde die Halothanzufuhr beendet und das Tier
iiber den Katheter der Vena jugularis mit einer Suxamethoniumchloridlosung
(5mg/kg) muskelrelaxiert.

Auf gleichem Wege wurde dann Trimetaphancamsylat (5 mg/kg)
verabreicht; die Substanz senkte den Blutdruck der Ratte auf etwa 60-80 mmHg.
Arterienklemmen an beiden Carotiden unterbrachen den Blutfluss zum Gehirn.
Durch Blutentnahme mit einer Spritze iiber den Jugularisvenenkatheter und
Reinfusion soweit notig wurde der Blutdruck iiber einen Zeitraum von zehn
Minuten bei 40 mmHg gehalten; dies sollte sicherstellen, dass das Gehirn nicht
trotz abgeklemmter Carotiden iiber Kollateralen doch noch mit Blut versorgt
wurde.

Nach der Ischdmie wurden die Arterienklemmen entfernt und das
entnommene Blut rasch reinfundiert. AnschlieBende Applikation von 0,5 ml einer
0,6 M Natriumbicarbonatlosung sollte einer systemischen Azidose vorbeugen.
AbschlieBend wurden die Katheter entfernt, die jeweiligen Gefille abgebunden,
die Wunden verniht und mit Xylocain®-Gel versorgt. Die Tiere wurden so lange
mit Lachgas/Sauerstoff weiterbeatmet, bis die Spontanatmung einsetzte. Nach der
Extubation wurden sie zwei Stunden lang unter einer Wirmelampe bei einer
Umgebungstemperatur von 30°C gehalten und anschlieBend in den Tierstall

gebracht.
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2.2.2 Arzneistoffgabe

Fiir die Untersuchung des Einflusses von p53-Inhibitoren auf die Folgen der
transienten Vorderhirnischdmie wurden die Tiere vor dem Eingriff mit Pifithrin-o
behandelt.

Die Dosierung orientierte sich am Korpergewicht der Tiere und betrug 2
mg/kg, gelost in physiologischer Kochsalzlosung mit 0,5% DMSO; Kontrolltiere
erhielten eine entsprechende Menge Vehikel. In beiden Fillen erfolgte die

Verabreichung intraperitoneal, eine Stunde vor der Ischidmie.

Physiologische Kochsalzlosung (NaCl 0,9%)

NaCl O¢g
Aqua dest. ad 1000 ml

2.2.3 Perfusion der Ratten

Sieben Tage nach der Ischamie wurde den Ratten in tiefer Halothannarkose der
Brustraum gedffnet und das Herz freigelegt. Durch einen Schnitt in die linke
Herzkammer wurde ein Metallkatheter eingefiihrt, bis zur Aorta vorgeschoben
und mit einer Aortenklemme in dieser Position fixiert. Ein weiterer Schnitt in die
rechte Herzkammer verbesserte den Abfluss von Blut und Perfusionslosungen.

Mit Hilfe einer Perfusionspumpe wurden nun mit einer Flussrate von etwa
50 ml/min nacheinander je 250 ml kalter physiologischer Kochsalzlosung und
Formaldehydlosung 4% perfundiert.

Physiologische Kochsalzlosung(NaCl 0,9%) (= 2.2.2)

Formaldehydlosung 4%
NaH,PO, x 2 H,O 9,39 g
Na,HPO,4 X% 2 H,O 71,20 g
Formaldehyd 500 ml

Aqua dest. ad 5000 ml
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2.2.4 Entnahme der Gehirne

Nach der Perfusion wurden die Ratten mit Hilfe einer Guillotine dekapitiert, das
Fell oberhalb der Fissura longitudinalis eingeschnitten und vom Schidel
abgezogen.

Mit einer Schere wurde die Schiadelkalotte bis zum Bregma aufgetrennt, die
Knochen der Hemisphiren abgenommen und die Dura mittels einer chirurgischen
Pinzette entfernt. Die Gehirne wurden dann mit einem Spatel herausgehoben und

in Formaldehydlosung tiberfiihrt, wo sie bis zur weiteren Aufarbeitung verblieben.

2.2.5 Aufarbeitung formalinfixierter Rattengehirne

Bei der Weiterverarbeitung der in Formalin konservierten Gehirne wurde zunéchst
das Gewebe 1-2 Stunden unter flieBendem Wasser ausgewaschen. AnschlieSend
wurde in einer aufsteigenden Alkoholreihe entwissert und in Toluol lipophilisiert,
bevor die Gehirne in Metallrihmchen mit 60°C warmem Paraplast ausgegossen
wurden. Bei Raumtemperatur erstarrte das Paraplast wieder. Aus diesen Blocken
konnten dann Schnitte von 8 pm Dicke fiir die histologische Auswertung
angefertigt werden. Sie wurden zur Glittung in ein heiles Wasserbad gelegt und

schlieBlich auf Objekttrager aufgezogen.

2.2.6 Histologische Fiarbung der Gehirnschnitte

Die quantitative Auswertung erfolgte im CAl-Band des Hippocampus nach
Colestinblau/Saurefuchsinfirbung.

Dazu wurden die Schnitte zundchst mit Rotihistol (3 X 5 min) und einer
absteigenden Alkoholreihe (96%, 80%, 70%; jeweils 5 Minuten) entparaffinisiert.
Dann wurden sie in Colestinblau-Losung getaucht, mit Aqua dest. kurz gespiilt
und fiir 5-10 min in ein Sdurefuchsinbad gegeben. Nachdem die Schnitte eine
kurze Behandlung in FEisessig, eine aufsteigende Alkoholreihe und ein
fiinfminiitiges Rotihistolbad absolviert hatten, wurden sie mit Corbit-Balsam und

einem Deckgldschen versehen.
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Durch diese Farbung erschienen geschidigte Neurone stark geschrumpft; sie
waren durch Saurefuchsin intensiv rot gefirbt. Gesunde Neurone wurden durch

Colestinblau schwach bldulich gegengefirbt.

Colestinblau-Losung 1%

Colestinblau 1,0g
Ammoniumeisen(Il)-sulfat 1,0 g
Salzsdure konz. 0,5 ml
Aqua dest. ad 100,0 ml

Sdurefuchsinlosung 1%

Séaurefuchsin 1,0g
Aqua dest. ad 100,0 ml

2.2.7 Bestimmung des ischiimischen Schadens

Um das Ausmal} der Schidigung im CAl-Band des Hippocampus zu bestimmen,
wurden die gefdarbten Schnitte mit Hilfe eines Mikroskops bei 160-facher
VergroBBerung ausgewertet. Geschidigte und gesunde Neurone des CAl-Bandes
wurden gezahlt, die Schiadigung von linker und rechter Hemisphire jeden Gehirns
arithmetisch gemittelt und schlieBlich als prozentualer Anteil geschidigter

Neurone angegeben.
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2.3 Allgemeine Arbeitstechniken in der Zellkultur

Die Vorbereitung der Kulturgefi3e, Herstellung der sterilen Kulturmedien und
Losungen, Prédparation der embryonalen kortikalen Primérkultur, Pflege der
Zelllinien sowie die Behandlung der Zellkulturen erfolgten in sterilen
Werkbinken mit laminar horizontaler oder vertikaler Luftfiihrung.

Glasgeridte wurden vor Gebrauch in einem Trockenschrank fiir zwei
Stunden bei 180°C hitzesterilisiert, Wasser, Schraubdeckel fiir Flaschen sowie
Pipettenspitzen fiir Eppendorf-Pipetten bei 121°C und 2 bar 60 min autoklaviert.
Waissrige Losungen wurden mit Reinstwasser hergestellt und anschlieBend
sterilfiltriert.

Zellkulturmedien wurden vor ihrer Verwendung in einem Wasserbad auf
37°C erwarmt. Die Kultivierung der Primérkulturen wie auch der Zelllinien
erfolgte in einem Brutschrank bei 37°C/5% CO, und einer relativen

Luftfeuchtigkeit von 90 bis 95 %.

2.4 Priparation und Kultivierung von embryonalen kortikalen

Rattenneuronen

Anlage und Kultivierung der embryonalen kortikalen Rattenneurone erfolgte nach

einer modifizierten Methode von Mattson et al. (1993).

2.4.1 Vorbereitung der Kulturschalen

Um die Haftung der Zellen auf den Kulturschalen zu verbessern, wurden diese am
Tag vor der Prédparation mit einer PEI-(Polyethylenimin)-Losung beschichtet.
Nach zweistiindiger Inkubation der Schalen mit jeweils 1 ml (& 35 mm) bzw. 2
ml (J 60 mm) wurden sie dreimal mit je 1,5 bis 2 ml sterilem Aqua dest. gespiilt.
Die Sterilisation der gedffneten Schalen erfolgte in einer entsprechenden

Werkbank durch dreiligminiitige Bestrahlung mit UV-Licht.
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Die Schalen wurden anschlieBend mit 1 ml (& 35 mm) bzw. 2 ml (Z 60 mm)
MEM+ befiillt und bis zur Priparation bei 5 % CO,/37°C und 90-95 % relativer
Luftfeuchtigkeit inkubiert.

Boratpuffer
Borsaure 1,24 ¢
Natriumtetraborat 1,90 g
H,0 ad 400,0 ml

pH 8,4 (eingestellt mit NaOH)

PEI 5 %
PEI (50 %) 1:10 mit H,0 verdiinnen

PEI-Beschichtungslosung

PEI S % 0,4 ml
Boratpuffer ad 400,0 ml

2.4.2 Priparation embryonaler kortikaler Rattenneurone

Alle Schritte der Prédparation erfolgten in einer sterilen Werkbank. Losungen
wurden vor Gebrauch sterilfiltriert; Trypsin und Trypsininhibitor, die Instrumente,
die Stereolupe sowie verwendete Kulturschalen wurden kurz vor der Préparation
zur Sterilisation 20 Minuten mit UV-Licht bestrahlt.

Sprague-Dawley-Ratten,  Gestationstag 18, wurden in tiefer
Halothannarkose durch Genickbruch getitet. Das Abdomen wurde geoffnet und
der Uterus samt Inhalt entnommen. AnschlieBend wurden die Embryonen
dekapitiert, der Schéddel mit einer Schere gedffnet, das Gehirn mittels Schere und
Pinzette vorsichtig herausprépariert und schlieBlich in kaltes HBSS {iberfiihrt.

Die Cortices wurden unter einer Stereolupe freipripariert und 15 min mit
einer Trypsinlosung (1 mg/ml in HBSS) inkubiert. Nach Verwerfen des
Uberstandes und Spiilen mit 10 ml HBSS wurden die Cortices mit einer
Trypsininhibitor-Losung (1 mg/ml in HBSS) behandelt, zweimal mit je 10 ml
HBSS gewaschen und schlielich in einem Volumen von 4 ml HBSS mit Hilfe
einer Glaspipette etwa 20X trituriert. Die so gewonnene Zellsuspension wurde mit

HBSS auf ein der Zahl der eingesetzten Gehirne entsprechendes Volumen
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eingestellt (0,4 ml pro Gehirn). Danach wurde die Suspension in ein 50 ml-
Falconrohrchen iiberfiihrt, 1:2 mit HBSS verdiinnt und bei 1000 rpm fiinf Minuten
zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen, das Pellet in frischem HBSS

resuspendiert und anschliefend 1:2 mit MEM+ verdiinnt.

Mit einer Neubauer-Zdhlkammer wurde dann die Zellzahl pro Milliliter
ermittelt, bevor die Zellen mit einer Dichte von 4 x 10* Zellen/cm? in PEI-
beschichtete und mit MEM+ gefiillte Kulturschalen ausgesidt wurden. Fiinf
Stunden spiter erfolgte nach kurzem Spiilen der Zellen mit Neurobasal pH 7,2 ein
Medienwechsel von MEM+ auf Neurobasal pH 7,2. Bis zur Verwendung wurden
die Neurone bei 5% CO,/ 37°C im Brutschrank inkubiert, mit einem

Medienwechsel am 5. Kulturtag.

HBSS 10 x HBSS 1x
KCl1 4¢g Gentamicinsulfat 5,0 mg
NaCl 80,0 g HBSS 10x 50,0 ml
NaHCO; 35¢g H,0O ad 500 ml
Na,HPO, x 2 H,O 0,6 g pH 7,2 (eingestellt mit HCI)
Glukose 10,0 g
Phenolrot 0,1¢g
H,O ad 1000,0 ml

pH 7,2 (eingestellt mit HCI)

Minimal Essential Medium pH 7,2 (MEM+)

MEM 4,685 ¢g
HEPES 0,119 g
Glukose 50¢g
NaHCO; I,L1g
KCl 0,605 g
Natriumpyruvat 0,06 g
L-Glutamin 0,088 g
Gentamicinsulfat 5,0 mg

Fetales Kilberserum 50,0 ml
H,O ad 500,0 ml
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Neurobasalmedium pH 7,2
HEPES 0,573 g
L-Glutamin 0,088 g
Gentamicinsulfat 5,0 mg
B27 Supplement 10,0 ml

Neurobasalmedium  500,0 ml
pH 7,2 (eingestellt mit NaOH)

2.5 Kultivierung humaner Neuroblastomzellen (SH-SYSY )

2.5.1 Charakterisierung der SH-SY5Y-Zellen
Bei den SH-SYS5Y-Zellen handelt es sich um einen stabilen Subklon der

Neuroblastom-Zelllinie SK-N-SH, die 1970 aus einem Tumor einer vierjdhrigen
Patientin gewonnen wurde (Biedler et al., 1973). Sowohl Ursprungslinie als auch
Subklon besitzen einen charakteristischen Marker: Chromosom 1 hat eine
zusitzliche Kopie von 1q, d.h. es liegt eine Trisomie 1q vor.

SH-SY5Y-Zellen haben eine Verdopplungszeit von durchschnittlich etwa
48 Stunden. Sie wachsen adhirent als polygonale Zellen mit kleinen Ausldufern,
neigen allerdings zur Bildung von Aggregaten: Die Zellen bilden Klumpen und

16sen sich vom Kulturgefaf3.

2.5.2 Kultivieren von humanen Neuroblastomzellen (SH-SY5Y)

SH-SY5Y-Zellen wurden in serumhaltigem Ham’s F12/MEM in Falcon®
Zellkulturflaschen (250 ml, 75 cm?) kultiviert. Verbrauchtes Medium wurde alle
2-3 Tage durch frisches ersetzt.

Waren die Zellen konfluent, wurden sie im Verhiltnis 1:3 oder 1:4
gesplittet: Nach Waschen mit serumfreiem Ham’s F12/MEM wurden sie fiinf
Minuten lang bei 37°C mit 3-4 ml einer Trypsinlosung inkubiert. Zugabe von 5 ml
serumhaltigem Kulturmedium stoppte die Reaktion. AnschlieBend wurden die
Zellen gesammelt und bei 800 rpm fiinf Minuten zentrifugiert. Das Pellet wurde
in frischem Kulturmedium resuspendiert und diese Zellsuspension auf mit jeweils

10 ml Medium befiillte Kulturflaschen verteilt.
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Die Kryokonservierung der Zellen folgte im wesentlichen dem gleichen
Protokoll; fiir die Resuspendierung wurde frisch hergestelltes Einfriermedium
verwendet. Nach der Trituration wurden die Zellen in Kryorohrchen gegeben und
diese in Watte verpackt bei -80°C eingefroren; die Polsterung sorgte fiir
zellschonendes langsames Herunterkiihlen. Nach einigen Tagen wurden die

Rohrchen zur langfristigen Aufbewahrung in fliissigen Stickstoff tiberfiihrt.

Zum Auftauen wurde das Rohrchen direkt ins 37°C warme Wasserbad
gestellt und die Zellen anschlieBend moglichst schnell in eine Kulturflasche mit
10 ml Medium iiberfithrt. Um DMSO-Reste zu entfernen wurde das Medium am
folgenden Tag gewechselt.

Ham’s FI2/MEM (serumhaltig)

HAM’s F12 250 ml
MEM (mit Earl’s Salzen und Glutamat) 250 ml
FCS 50 ml
Non-essential AA 6 ml
Pen/Strep 2ml

Ham’s FI2/MEM (serumfrei)

HAM’s F12 250 ml

MEM (mit Earl’s Salzen und Glutamat) 250 ml

Non-essential AA 6 ml

Pen/Strep 2ml
Trypsinlosung

Trypsin 100 mg

Na-EDTA 20 mg

Ham’s F12/MEM serumfrei ad 100 ml
Einfriermedium

FCS 1 ml

DMSO 1 ml

Ham’s F12/MEM serumhaltig ad 10 ml
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2.5.3 Differenzieren der SH-SY5Y-Zellen
SH-SY5Y-Zellen wurden in Anlehnung an das Protokoll von Tieu et al., 1999,

mit Staurosporin differenziert. Dazu wurden nach dem Splitten 5x10* Zellen pro
cm? in mit Poly-L-lysin beschichtete und mit 2 ml serumhaltigem Kulturmedium
befiillte Kulturschalen ausgesiit.

Am folgenden Tag wurden 30ul einer 2 uM Staurosporinlosung zugegeben;

die Endkonzentration an Staurosporin betrug damit 30 nM.

2.5.4 Beschichtung mit Poly-L-lysin

SH-SY5Y-Zellen neigen dazu, Cluster zu bilden und sich vom Kulturgefif3
abzulosen. Bei der normalen Kultivierung der Zelllinie spielt das eine
untergeordnete Rolle, sodass die hierzu verwendeten Kulturflaschen nicht speziell
vorbehandelt werden mussten. Fiir die Verwendung in Zellkulturexperimenten
wurden die Schalen allerdings mit Poly-L-lysin beschichtet: Geschadigte Zellen
zeigen besonders starke Ablosung, und dieses Phdnomen erschwert die
Auswertung. Auch fiir die Differenzierung von SH-SYS5Y-Zellen wurden
beschichtete Schalen verwendet, um den Ausldufern der Zellen das Anhaften zu

erleichtern.

Fiir die Beschichtung wurde eine Poly-L-lysin-Losung mit einer 60 ml-
Spritze in die Kulturschalen sterilfiltriert (& 35mm: 1,5 ml) und diese dann 24
Stunden bei Raumtemperatur inkubiert. AnschlieBend wurde zwei Mal mit
sterilem Aqua dest. gespiilt, in jede Schale 1,5 ml steriles Aqua dest. gegeben und
fiir mindestens sechs Stunden bei Raumtemperatur belassen. Danach wurde erneut
gespiilt, alle Fliissigkeit griindlich abgesaugt und die Schalen verschlossen bis zur
weiteren Verwendung bei Raumtemperatur gelagert.

Kurz vor Gebrauch wurden die geoffneten Schalen in einer sterilen
Werkbank 20 Minuten mit UV bestrahlt, um eventuell vorhandene Keime

abzutoten.

Borsdurelosung 1,25%

Borsaure 1,25 g
Aqua dest. ad 100 ml
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Boraxlosung 1,91%

Natriumtetraborat 191¢g
Aqua dest. ad 100 ml

Poly-L-lysin-Losung

Poly-L-lysin (MG 300 000-700 000) 1 mg
Borsdurelosung 1,25% 5 ml
Boraxlosung 1,91% 5 ml

2.6 Apoptoseinduktion und Detektion

2.6.1 Olsiiurebehandlung von SH-SY5Y-Zellen und kortikalen Neuronen

Bei der Olsidure handelt es sich um eine einfach ungesittigte Fettsiure (18:1,
cis-A%), die recht licht- und oxidationsempfindlich ist. Um Qualititsverluste zu
minimieren, wurde die Substanz aliquotiert und bei —20°C unter einer N,/CO,-
Mischung gelagert.

Fiir jede Behandlung wurde eine frische Portion zu 31,68 ul (entsprechend
100 umol Substanz) aufgetaut; nicht verwendete Olsidure wurde hinterher
verworfen.

Da Olsiure sehr lipophil und damit im wissrigen Kulturmedium nur wenig
16slich ist, wurde DMSO als Losungsvermittler eingesetzt: Das Aliquot wurde mit
DMSO ad 1 ml verdiinnt und mit Hilfe eines Vortexers griindlich gemischt; es
resultierte eine 100 mM-Stammlosung.

Fiir die Behandlung der SH-SY5Y-Zellen wurde diese Stammldsung sofort
mit serumfreiem Ham’s F12/MEM zur gewiinschten Konzentration verdiinnt; bei
einer Standardkonzentration von 150 uM entsprach das 1,5 pl pro Milliliter
Medium. Erneut wurde griindlich gemischt, um eine mdglichst homogene
Verteilung der Olsiure im Medium zu erreichen.

Die Kulturen, die mindestens 80% Konfluenz erreicht hatten, wurden
zundchst mit serumfreiem Medium gespiilt; so wurden Serumreste entfernt, die
ansonsten die Wirkung der Olsiure beeintriichtigt hiitten. AnschlieBend wurde das

vorbereitete Behandlungsmedium auf die Zellen gegeben und alles im
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Brutschrank inkubiert. Nach Ende des Versuchs wurden die Zellen entweder mit
Paraformaldehyd fixiert und gefirbt oder mit Lysispuffer fiir den Western Blot
geerntet.

Die Olsiurebehandlung der kortikalen Primérkulturen folgte derjenigen der
SH-SY5Y-Zellen. Kulturmedium war hier Neurobasalmedium, das fiir diesen
Zweck keinen Zusatz von B27-Zusatz enthalten durfte. Verwendet wurden in

allen Fillen Neurone vom Kulturtag 7.

Ham’s F12/MEM serumfrei ( — 2.5.2)

Neurobasalmedium ohne B27-Zusatz

HEPES 0,5725 g
Glutamin 0,0880 g
Gentamicinsulfat 0,0125 g
Neurobasal® 500 ml

2.6.2 Behandlung mit weiteren Fettsiuren und Fettsiurestern

Neben der Olsdure (18:1, cis-Ag), wurden auch Stearinsdure (18:0), Elaidinsdure
(18:1, trans-A’), Linolsiure (18:2, cis-A’/cis-A'?) sowie der Methylester der
Olsdure zur Behandlung von SH-SY5Y-Zellen sowie von embryonalen kortikalen
Neuronen verwendet. In allen Fillen wurde wie bei der Olsidurebehandlung
verfahren: 100 pmol der bei —20°C gelagerten Substanz wurden in DMSO ad 1 ml
gelost, in Kulturmedium ohne Serum bzw. B27 der Zielkonzentration
entsprechend verdiinnt und auf die mit serumfreiem Medium gespiilten Zellen

gegeben.

2.6.3 Staurosporinbehandlung von SH-SYSY-Zellen

Staurosporin (STS) ist ein nicht-selektiver Proteinkinase-Inhibitor (Herbert et al.,
1990) aus Streptomyces spp. (Omura et al., 1977). Der Stoff ist zytotoxisch und
16st in vielen Zelllinien und Primérkulturen Apoptose aus (Tamaoki et al., 1986).
In geringen Konzentrationen kann Staurosporin zur Differenzierung von SH-

SYS5Y-Zellen verwendet werden (Jalava et al., 1992). Zur ldngerfristigen
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Lagerung wurde Staurosporin als 1mM Stammlosung in DMSO in 20 pl-
Portionen bei —20°C aufbewahrt. Vor der Behandlung der Zellen wurde jeweils
ein frisch aufgetautes Aliquot 1:100 mit Kulturmedium verdiinnt, und dieser
Ansatz dann der gewiinschten Endkonzentration entsprechend in die
Kulturschalen gegeben; bei z.B. einer Zielkonzentration von 200 nM und 1 ml
Medium in der Schale waren das 2 ul. Nach Behandlungsende wurden die Zellen

formalinfixiert und apoptotische Zellkerne mit Hoechst 33258 angefirbt.

2.6.4 Bestimmung der Apoptose mit Hoechst 33258
Hoechst 33258 (Abb. 2.6-1) ist ein lipophiler kationischer Fluoreszenzfarbstoff,

der die Zellmembran von intakten wie geschiddigten Zellen durchdringt und im
Zellkern an AT-reiche Sequenzen der DNA bindet (Araki et al., 1985; Latt und
Stetten, 1976; Latt und Wohlleb, 1975). Ergebnis ist eine blaue Féarbung des
Nukleus, zu beobachten unter dem Fluoreszenzmikroskop (Exzitationsmaximum
352 nm, Emissionsmaximum 461 nm). Apoptotische Zellen besitzen einen
geschrumpften oder fragmentierten Zellkern mit kondensiertem Chromatin und
weisen eine weit stirkere Fluoreszenz auf als gesunde mit einem intakten

Nukleus, was sie leicht unterscheidbar macht.

Zur Fiarbung mit Hoechst 33258 wurden die behandelten Kulturen mit
kaltem PBS gewaschen und 30 Minuten mit Paraformaldehydlosung 4% fixiert.
Danach wurden die Zellen mit einer Losung von Hoechst 33258 in Methanol (10
pg/ml) bedeckt bei Raumtemperatur fiir weitere 30 Minuten inkubiert. Schlielich
wurde nochmals mit PBS gewaschen, bevor die Zellkerne unter dem
Fluoreszenzmikroskop betrachtet und ausgezihlt werden konnten.

Zur Ermittlung des prozentualen Anteils an apoptotischen Zellen wurden
pro Kulturschale mehrere Stellen mit insgesamt mindestens 200 Zellkernen

ausgezihlt.
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Abb. 2.6-1: Strukturformel des Kernfarbstoffs Hoechst 33258



42 Material und Methoden

PBS
KH,PO4 0,144 g
Na,HPO, 0,526 g
NaCl 90¢g
Aqua dest. ad 1000 ml

Paraformaldehydlosung 4%

Paraformaldehyd 20¢g
Aqua dest. 500 ml

2.6.5 Nilblaufirbung zur Detektion von Lipiden in der Zelle

Nilblau A ist ein Gemisch aus einem roten Oxazon, das neutrale Lipide anfirbt,
und einem blauen, basischen Oxazin, das mit Phospholipiden und freien
Fettsduren interagiert. Der Farbstoff kann zur Lokalisierung und Quantifizierung
von Lipiden in der Zelle verwendet werden (Dunningham, 1968; Ostle und Holt,
1982); die Fluoreszenzdetektion erfolgte mit dem konfokalen Laserscanning-

Mikroskop.

Die Zellen wurden nach Ende der Fettsdurebehandlung 30 Minuten mit
Paraformaldehyd 4% fixiert, mit PBS gewaschen und anschlieBend fiir weitere 60
Minuten mit der Nilblaulosung inkubiert. Nach erneutem griindlichen Waschen
mit PBS konnten die Zellen mit dem Mikroskop angesehen werden; es wurden

jeweils repriasentative Aufnahmen gemacht.

Paraformaldehydlosung 4% —2.64
Nilblaulosung
Nilblau 1 mg

PBS 100 ml
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2.7 Aufschluss von Zellen fiir das Western Blotting

2.7.1 Proteinextraktion aus Zellen

Die Extraktion der Proteine aus SH-SY5Y-Zellen sowie aus embryonalen
kortikalen Neuronen erfolgte nach Spiilen der Schalen mit eiskaltem PBS; die
Zellen wurden mit Lysispuffer versetzt und mit Hilfe eines Zellschabers in

Eppendorfgefilen gesammelt.
Die Proben wurden durch Behandlung mit Ultraschall homogenisiert. Nach

fiinfminiitiger Zentrifugation bei 13000 rpm und 4°C wurde der Uberstand

abgenommen und bis zur weiteren Verwendung bei —80°C gelagert.

Lysispuffer mit SDS (fiir Western Blotting)

Glycerol 1,0 ml 1,0 ml
SDS 10% 3,0 ml
Tris pH 6,8 0,5 M 2,5 ml
Aqua dest. 2,5 ml
PMSF 1 M 10,0 pul
Trypsininhibitor 5 mg/ml 14,0 pl
Calpaininhibitor I 10 uM 100,0 pl

Lysispuffer ( fiir die Immunprdzipitation)

Phosphataseinhibitor-Cocktail I 50 ul
Phosphataseinhibitor-Cocktail II 50 ul

PMSF 1 M Spul
Trypsininhibitor 5 mg/ml 8 ul
Calpaininhibitor I 10 uM 50 ul
PBS Sml

Phosphataseinhibitor-Cocktail 1 enthédlt Cantharidin, Bromotetramisol und
Microcystin und hemmt viele Serin/Threonin-Phosphatasen sowie die alkalische
Phosphatase.  Phosphataseinhibitor-Cocktail II ~ enthdlt Natriumsalze von
Orthovanadat, = Orthomolybdat, = Tartrat und Imidazol und hemmt

Tyrosinphosphatasen.
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2.7.2 Bestimmung der Proteinmenge

Die Proteinkonzentration der Zelllysate wurde durch die BCA-Methode (Smith et
al., 1985) unter Verwendung eines entsprechenden Kits photometrisch bestimmt:
Die Proteine aus der Probe reduzieren Cu’*; Cu® bildet mit Bicinchoninsiure
einen purpurfarbenen Komplex, der bei 570 nm vermessen werden kann.

Der Proteingehalt wurde mit Hilfe einer Eichgeraden ermittelt; sie basierte
auf einer Standardreihe aus 7 BSA-Losungen mit Konzentrationen von 0 bis 0,5

pg/ul in PBS, hergestellt aus einer BSA-Stammlosung (2 mg/ml).

Jeweils 5 pl der zu bestimmenden Proben wurden mit 95 ul PBS verdiinnt.
AnschlieBend wurden sowohl Standardlosungen als auch Proben mit jeweils
500ul der nach Herstellervorschrift frisch hergestellten BCA-Losung fiir 30
Minuten bei 60°C inkubiert. SchlieBlich wurden 2 x 200 ul eines jeden Ansatzes
auf eine Mikrotiterplatte gegeben und mit einem Plattenreader bei 570 nm
photometrisch vermessen. Die Proteinkonzentrationen der Proben wurden anhand

der Standardkurve errechnet.

BCA-Losung (Kit)
Reagenz A: Na,CO3;, NaHCOs5, Natriumtartrat, NaOH 0,2N
Reagenz B: Bicinchoninsiure 4% in H,O
Reagenz C: CuSOy4 X 5 H,O 4% in H,O
gebrauchsfertige Losung: 24 T Reagenz A, 25 T Reagenz B, 1 T Reagenz C

Albuminstandard

Rinderserumalbumin (BSA) 2 mg/ml
NaCl 0.9 %
NaNj; 0.05 %
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2.8 Immunprézipitation

2.8.1 Prinzip der Immunprizipitation

Bei der Immunprizipitation wird die Interaktion von Antigen und Antikdrper
ausgenutzt, um gezielt Proteine aus einem Zelllysat zu isolieren und anzureichern.
Das Lysat wird mit dem Antikorper inkubiert; er erkennt das Antigen und bildet
mit ihm einen Komplex. AnschlieBend gibt man eine Aufschlimmung von Protein
A-Sepharose in PBS hinzu. Protein A ist Protein aus Staphylococcus aureus mit
hoher Affinitdt zur Fc-Region von mono- und polyklonalen IgG-Antikdrpern
vieler Spezies; durch Binden an Sepharose wird es immobilisiert und kann pro
Molekiill mindestens zwei Molekiile IgG binden (Amersham Purification
Handbook, o.].).

Die Sepharose wird schlieBlich mitsamt der Antigen-Antikorper-Komplexe
vom {ibrigen Lysat abgetrennt. In Kombination mit einer SDS-PAGE und
anschlieBendem Western Blotting verfiigt man damit iiber eine sehr spezifische

Methode zur Detektion von Proteinen in Zelllysaten.

2.8.2 Vorbereitung der Protein A-Sepharose

45 mg der Protein A-Sepharose wurden in einem Eppendorfgefil mit 150 ul
Lysispuffer fiir die Immunprizipitation versetzt und anschlieBend 3 Stunden lang
bei 4°C auf einem Schiittler inkubiert. Danach wurde der Ansatz bei 2500 rpm
zentrifugiert und drei Mal mit Lysispuffer gewaschen. Der Uberstand wurde
verworfen, das Pellet 1:1 mit Lysispuffer verdiinnt und bis zur Verwendung bei

4°C gelagert.

Lysispuffer fiir die Immunprdzipitation —2.7.1
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2.8.3 Immunprizipitation

Die Zelllysate fiir die Immunprizipitation wurden gewonnen wie in 2.7.1
beschrieben; die Bestimmung der Proteinmenge erfolgte auch hier nach der BCA-
Methode.

Eine Menge Lysat, die 200 pug Protein entsprach, wurde mit Aqua dest. auf
200 pl verdiinnt, mit 1,5 pl polyklonalem Bad-Antikorper versetzt und iiber Nacht
bei 4°C auf den Schiittler inkubiert. AnschlieBend wurde die Probe mit 25 pl der
Protein A-Sepharose-Mischung versetzt, alles durch Vortexen gut vermischt und
erneut fiir mindestens vier Stunden inkubiert.

Danach wurde der Ansatz drei Mal mit kaltem Lysispuffer gewaschen
(3000 rpm, 4°C, 3 Minuten); die Uberstinde wurden jeweils vorsichtig — um den
Verlust von Immunkomplexen zu vermeiden — abgenommen und verworfen.
SchlieBlich wurde das Pellet mit 10 pl Probenpuffer versetzt und fiir fiinf Minuten
auf 95°C erhitzt, um die Probe zu denaturieren und die Antigen-Antikorper-
Komplexe von der Sepharose abzutrennen.

Der Uberstand wurde fiir eine Polyacrylamid-Gelelektrophorese —mit
anschlieBendem Western Blotting verwendet; die entsprechenden Protokolle siehe

unter 2.9. ; die Detektion erfolgte mit den phosphoBad-Antikorpern.

Lysispuffer fiir die Immunprdzipitation —2.7.1

Probenpuffer
Tris 157,5 mg
SDS 1,0g
2-Mercaptoethanol 1,0 ml
Glycerin 2,0 ml
Bromphenolblau 6,0 mg

pH 6,8 (eingestellt mit HCI vor Bromphenolblauzugabe)
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2.9 SDS-PAGE und Western Blotting

2.9.1 Herstellung der SDS-Polyacrylamidgele
Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurden fiir die SDS-PAGE Gele mit einer

Polyacrylamidkonzentration von 15% verwendet. Die bei der Herstellung

verwendeten Losungen setzten sich wie folgt zusammen:

Trenngel (15 %, fiir 10 Gele)

Trenngelpuffer 15 ml
H,0 15 ml
Rotiphorese® 30 35 ml
TEMED 50 ul
APS (20 %) 100 pl
Trenngelpuffer
Tris 182 ¢
SDS 4¢g
H,0 ad 1000 ml
pH 8,8 (eingestellt mit HCI)
Sammelgel (fiir 10 Gele)
Rotiphorese® 30 3 ml
Sammelgelpuffer 5 ml
H,0 12 ml
TEMED 30 ul
APS (20 %) 60 ul
Sammelgelpuffer
Tris 60,5 g
SDS 4.0¢g
H,0 ad 1000 ml
pH 6,8 (eingestellt mit HCI)
APS (20 %)
APS 200 mg
Hzo ad 1 ml
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2.9.2 SDS-PAGE

Verwendet wurden Zelllysate, deren Proteingehalt zuvor durch einen BCA-Assay
bestimmt worden war. Sie wurden bei —80°C gelagert und vor der Verwendung
auf Eis aufgetaut. Jeweils gleiche Proteinmengen wurden mit Aqua dest. ad 18 ul
verdiinnt und im Verhéltnis 1:5 mit Probenpuffer versetzt. Nach fiinfminiitiger
Denaturierung bei 95°C wurden die Proben in die Taschen des Polyacrylamidgels
pipettiert und anschlieBend in einer SDS-PAGE den Molekulargewichten der
enthaltenen Proteine entsprechend aufgetrennt. Um eine Zuordnung der
Proteinbanden zu einem bestimmten Molekulargewicht zu ermdglichen, wurde

auf jedes Gel auch ein gefirbter Proteinmarker-Standard aufgetragen:

122 kDa B-Galaktosidase  (E. coli)

79 kDa BSA (Rinderserum)

47 kDa Ovalbumin (Hiihnereiweif3)

33 kDa Carboanhydrase (Rindererythrozyten)
24 kDa -Lactoglobulin (Kuhmilch)

20 kDa Lysozym (Hiihnereiweil3)
Probenpuffer —2.8.3
Elektrophoresepuffer

Tris 30¢g
Glycin 144 ¢
SDS 1,0g
H,0 ad 1000 ml

2.9.3 Western Blotting

Nach dem Ende der Elektrophorese wurden die aufgetrennten Proteine durch
Western Blotting auf eine Nitrocellulosemembran {iibertragen (Towbin et al.,
1979). Dazu wurden zunichst das Gel, die Membran sowie die bendtigten
Filterpapiere in Transferpuffer equilibriert und nach folgendem Schema in die

Blottingapparatur geschichtet:
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Kathode (-)

Filterpapiere

messssssssssssseeessssssmn  SDS-PAGE-Gel

Nitrocellulosemembran

Filterpapiere

Anode (+)

Nach 25 (Bad, Caspase-3) bzw. 40 Minuten (PP2Co/P) bei 250 mA war der
Transfer abgeschlossen; die Membran wurde fiir 15 Minuten in ein Ponceaurot S-
Bad eingelegt, um die Proteine zu fixieren und auBerdem durch Anfirben aller
Proteine zu {iberpriifen, ob das Blotting gleichmédfBig und erfolgreich war
(Salinovich und Montelaro, 1986). AnschlieBend wurde die Membran mit TBST
griindlich gewaschen und eine Stunde lang auf einem Schiittler bei
Raumtemperatur mit Blockpuffer I inkubiert. Nach erneutem Waschen mit TBST
wurde der primdre Antikorper in Blockpuffer 11 daraufgegeben und bei 4°C iiber
Nacht dort belassen.

Am nichsten Tag wurde drei Mal zehn Minuten mit TBST gewaschen, die
Membran eine Stunde lang mit dem Zweitantikdrper in Blockpuffer I behandelt,
erneut gewaschen und schlieBlich eine Minute mit ECL-(Enhanced
Chemoluminescence) Losung inkubiert. Durch die Reaktion des in der Losung
enthaltenen Substrats mit dem HRP-gekoppelten Zweitantikrper wurde Licht
emittiert, mit dessen Hilfe in einer Dunkelkammer die spezifischen Signale auf
einen Kodak-Film iibertragen wurden. Die Dauer der Exposition hing dabei
jeweils von der Stirke der Signale ab. Der belichtete Film wurde schlieBlich

entwickelt, fixiert und getrocknet.

Ponceaurot S-Losung

Ponceau S rot 2¢g
Trichloressigsidure 15¢
Aqua dest. ad 1000 ml
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Transferpuffer
Tris 3,027 g
Glycin 144 ¢
Methanol 100 ml
Aqua dest. ad 1000 ml
TBST
Tris 1,211 g
NaCl 8,765 g
Tween 20 I ml
Aqua dest. ad 1000 ml
pH 7,5 (eingestellt mit HCI)
Blockpuffer I (5% Milch/TBST)
Milchpulver lg
TBST 20 ml

Blockpuffer Il abhidngig vom verwendeten Erstantikorper; siehe Tabelle 2.9-2

Tabelle 2.9-1: Erstantikorper

Protein aus Quelle Konz. | Blockpuffer IT
Caspase 3 | Kaninchen |Cell Signaling 1:500 |5% Milch/TBST
Bad Kaninchen | Cell Signaling 1:1000 |5% BSA/TBST
pBad-112 | Kaninchen |Cell Signaling 1:500 |5% BSA/TBST
pBad-136 | Kaninchen |Cell Signaling 1:500 |5% BSA/TBST
pBad-155 |Kaninchen |Cell Signaling 1:500 |5% BSA/TBST
PP2Ca Kaninchen | AG Klumpp 1:1000 |5% BSA/TBST
PP2CB Kaninchen | AG Klumpp 1:1000 |5% BSA/TBST
o-Tubulin | Maus Sigma 1:10000 | 5% Milch/TBST

Tabelle 2.9-2: Zweitantikorper
1. AK aus 2. AK Quelle Konz. in
) anti-Kaninchen .
Kaninchen TG HRP-konj. Amersham | 1:2500 |5% Milch/TBST
Maus antiMaus IgG | o\ mersham | 1:3000 | 5% Milch/TBST
HRP-kon;.

(HRP: ‘horseradish peroxidase”, Meerrettichperoxidase)
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2.10 Immunzytochemie

Fiir immunzytochemische Untersuchungen wurden die Zellen in Kulturschalen

mit eingelegtem Deckgldschen (@ 24 mm) kultiviert und behandelt.

2.10.1 Immunzytochemische Detektion mit Texas-Red®

Zur immunzytochemischen Detektion von Bad in cl
der Zelle wurde ein mit dem Fluoreszenzfarbstoff
Texas Red® (Titus et al., 1982; Abb. 2.10-1)
gekoppelter Zweitantikdrper verwendet.

Nach der Behandlung wurden die Zellen 30
Minuten bei Raumtemperatur mit

Paraformaldehydlosung 4% fixiert, mit PBS

gewaschen und anschlieBend zur Permeabilisierung

Abb. 2.10-1: Strukturformel
des Fluoreszenzsfarbstoffs

X-100 in PBS inkubiert. Nach erneutem Texas Red®

fiinf Minuten mit einer 0,2%igen Losung von Triton

griindlichen Waschen mit PBS wurden die Zellen eine Stunde bei
Raumtemperatur mit Blockpuffer II behandelt, um unspezifische Bindestellen zu
maskieren. Uber Nacht wurden die Zellen bei 4°C mit einer Losung des
Primédrantikorpers in Blockpuffer II inkubiert, am nichsten Tag erneut mit PBS
gewaschen und dann fiir eine Stunde mit einem Texas Red-gekoppelten anti-
Maus-Antikorper bedeckt. Aufgrund der Labilitit des Farbstoffes wurde dieser
wie auch alle weiteren Schritte unter Lichtschutz durchgefiihrt. SchlieBlich wurde
nochmals mit PBS gewaschen, bevor die Deckglidschen auf einen Objekttriager
aufgebracht und mit handelsiiblichem Nagellack fixiert und versiegelt wurden.
Nach dem Trocknen wurden die Zellen mit Hilfe eines konfokalen Laserscanning-
Mikroskops betrachtet; die Anregung erfolgte mit einem Helium-Neon-Laser bei
einer Wellenlinge von 543 nm und einer Emissionswellenlinge grofer 585 nm.
Alle fluoreszenzmikroskopischen Aufnahmen eines Versuches waren jeweils fiir
die Gruppe reprisentativ und wurden mit der gleichen Laserintensitdt und der
gleichen Detektorsensitivitdit gemacht, um die Immunreaktivitit zwischen

verschiedenen Behandlungsgruppen vergleichen zu konnen.
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2.10.2 Immunzytochemische Detektion mit Fluoroisothiocyanat (FITC)

Die immunzytochemische Detektion von PP2Co //S
und PP2CPB  erfolgte nach Kopplung mit N=”
Fluoroisothiocyanat (FITC; Abb. 2.10-2).
Bis zur Behandlung mit dem ‘
COOH

Zweitantikorper folgte das Protokoll dem von H
Texas-Red® (— 2.10.1); zum Blockieren wurde ‘ = ‘

Blockpuffer I verwendet. Statt mit Texas-Red® ¢ e O
wurden die Zellen hier eine Stunde lang mit einem |1|

Abb. 2.10-2: Strukturformel von

biotinylierten anti-Kaninchen-ZweitantikOrper inkubiert,
Y p Fluoroisothiocyanat (FITC)

mit PBS gewaschen und anschlieBend mit einer FITC-

Losung (6ul/ml PBS) eine weitere Stunde unter Lichtschutz behandelt. Nach
erneutem Waschen wurden die Deckgldschen wie oben auf Objekttrigern fixiert
und schlieflich ebenfalls mit dem konfokalen Laserscanning-Mikroskop
ausgewertet. Die Anregung erfolgte hier mit einem Argon-Laser; die optimale

Anregungswellenldnge von FITC betrdagt 494 nm, die der Emission 518 nm.

2.10.3 Immunzytochemische Doppelfirbung PP2Cf und Bad

Die Verwendung von Erstantikorpern, die in verschiedenen Spezies hergestellt
wurden — im vorliegenden Fall anti-Bad in der Maus, anti-PP2C[} im Kaninchen —
ermoglicht die gleichzeitige immunzytochemische Detektion beider Proteine in
der Zelle, da jeweils spezifische Zweitantikorper eingesetzt werden konnen.

Zu diesem Zweck wurde zunichst die PP2CPB mit FITC nach obenstehendem
Protokoll markiert; nach Entfernen der FITC-Losung wurde allerdings nicht
gleich eingedeckelt, sondern mit Blockpuffer II geblockt und anschlieBend die
Texas-Red®-Firbung wie iiblich durchgefiihrt.

Nach dem Eindeckeln konnten die Zellen auch hier mit dem konfokalen
Laserscanning-Mikroskop betrachtet werden; da die Spektren der verwendeten
Fluoreszenzfarbstoffe Texas-Red® und FITC weit genug auseinanderliegen, war
es durch ein so genanntes Multitracking mit Verwendung unterschiedlicher
Filtersitze moglich, beide getrennt aufzunehmen. Die Uberlagerung der

Aufnahmen ermdoglichte den Lokalisationsvergleich der untersuchten Proteine.
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Paraformaldehydlosung 4% — 2.6.4

PBS —2.6.4

Triton X-100 0,2%

Triton X-100
PBS

Blockpuffer I

Ziegenserum
PBS

Blockpuffer 11

Pferdeserum
PBS

Erstantikorper-Losung

Antikorper
Blockpuffer

Zweitantikorper-Losung

anti-Kaninchen IgG biotin.

Blockpuffer

FITC-Losung

FITC-Avidin
PBS

20 ul
ad 10 ml

1 ml
ad 10 ml

1 ml
ad 10 ml

10 pul
ad 1000 pl

Sul
ad 1000 pl

6 ul
ad 1000 pl
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2.11 RNA-Interferenz (RNAIi)

2.11.1 Grundlagen der RNA- Interferenz

Nach endogener Produktion oder kiinstlicher Einfithrung von doppelstringiger
siRNA (small interfering RNA) wird die mRNA, die der siRNA-Sequenz
komplementir ist, gezielt abgebaut und dadurch bei unverdnderter Transkription
die Translation verhindert (Bosher und Labouesse, 2000; Milhavet et al., 2003).
In der Zelle dient dieses posttranskriptionelle Gen-Silencing (PTGS) der Abwehr
artfremder Gene, etwa zur Zerstorung des Genoms von RNA-Viren (Ruiz et al., 1998).

Die Effekte dieses evolutiondr konservierten Mechanismus’® wurden
zunichst in der Pflanze beobachtet, als der Versuch, die Farbe von Petunien durch
Einschleusen eines Gens zu intensivieren, zum Ausschalten des homologen Gens
und Verlust der Farbe fiihrte (Napoli et al., 1990; Jorgensen et al., 1996). Nach
der Entdeckung von Fire et al., dass die Injektion von doppelstringiger RNA
(dsRNA) in C. elegans ein viel effektiveres Gensilencing bewirkt als die
Antisense-Technik (Fire et al., 1998), wurde die Methode zunehmend verfeinert
und in einer Reihe von Systemen angewendet. So konnte gezeigt werden, dass die
RNA-Interferenz in vielen Organismen funktioniert, darunter C. elegans (Fire et
al., 1998; Tabara et al., 1999), Pflanzen wie Arabidopsis thaliana (Waterhouse et
al., 1998; Chuang und Meyerowitz, 2000), Pilze (Catalanotto et al., 2000),
Insekten wie Drosophila (Kennerdell und Carthew, 2000; Elbashir et al., 2001b),
aber auch Sédugerzellen (Elbashir et al., 2001a; Caplen et al., 2001) inklusive
Maus-Oozyten, Embryonen und embryonalen Stammzellen (Wianny und
Zernicka-Goetz, 2000). Auch neuronale embryonale hippokampale und kortikale
Primérkulturen der Ratte konnten erfolgreich behandelt werden (Krichevsky und
Kosik, 2002), und sogar in vivo, im lebenden Tier, ist die Anwendung moglich
(McCaffrey et al., 2002; Lewis et al., 2002).

Abgesehen von der zumeist transienten Herunterregulation des Zielproteins
durch von auBlen zugefiihrte Nukleinsduren ist inzwischen auch die Expression
von siRNA in der Zelle selbst und damit die dauerhafte Verringerung etabliert;
ermoglicht wird dies durch die Anwendung spezieller Vektorsysteme

(Brummelkamp et al., 2002).
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2.11.2 Das Prinzip der RNA-Interferenz (RNAI)

Die RNA-Interferenz beruht darauf, dass von auflen eingefiihrte doppelstringige
RNA in der Zelle abgebaut wird, die entstehenden Fragmente zur spezifischen

Zerstorung der mRNA des Zielproteins fiihren und so ihre Translation verhindern.

TIMIIIIITIITINT  dsRNA

l g%  Die

iy A SiRNA

>

Abb. 2.11-1: Mechanismus der RNA-Interferenz

Dicer zerschneidet dsRNA in 21-23 nt-Fragmente, die siRNA; der Enzymkomplex RISC bindet
und entwindet sie. Der antisense-Strang der siRNA dirigiert RISC zur komplementiren mRNA,
die anschlieBBend abgebaut wird.

dsRNA: doppelstringige RNA, siRNA: small interfering RNA; RISC: RNA-induced silencing
complex

Von auBlen zugefiihrte dSRNA wird in der Zelle zu Fragmenten von 21 bis
23 Nukleotiden Linge, der siRNA, zerschnitten, die der eigentliche Vermittler der
RNAI ist und fiir den Abbau der Ziel-mRNA sorgt (Hammond et al., 2000;
Zamore et al., 2000). Dicer, ein multimeres RNase III-Enzym, ist fiir das
Schneiden der dsRNA verantwortlich (Bernstein et al., 2001). Die entstehenden
siRNA-Stiicke besitzen eine Hydroxylgruppe am 3’-Ende und werden am 5’-Ende
phosphoryliert; unphosphorylierte siRNA ist wirkungslos (Nykénen et al., 2001).
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Die siRNA wird in den Enzymkomplex RISC (RNA-induced silencing complex)
integriert und dort ATP-abhingig entwunden (Elbashir et al., 2001¢) und danach
vom RIS-Komplex als Fiihrer benutzt, mit dessen Hilfe er die komplementére
Ziel-mRNA durch Basenpaarung erkennt (Nykénen et al.,, 2001). Eine in RISC
enthaltene Endonuklease schneidet dann die mRNA etwa in der Mitte der Region,
die an die siRNA-Sequenz gebunden ist (Elbashir et al., 2001b; Elbashir et al.,
2001Ic). In einer zweiten, unabhingigen Reaktion werden anschlieBend die
mRNA-Stiicke durch zellulire Exonukleasen weiter abgebaut (Holen et al., 2002).

So wird bei unverdnderter Transkription die Translation verhindert und
damit die Menge des Zielproteins reduziert; vollstandig eliminiert wird es in der
Regel nicht, da die komplette Depletion der mRNA die Ausnahme ist.

Obwohl Nebeneffekte der siRNA im Nukleus beschrieben sind, ndmlich die
Beeinflussung von Chromatin und die Unterdriickung der Transkription des
Zielgens (Dudley und Goldstein, 2003), laufen die Prozesse der eigentlichen
RNAI grundsitzlich im Zytoplasma der Zelle ab (Zeng und Cullen, 2002).

Anders als bei Organismen wie C. elegans oder Drosophila ist die RNAi
mit dsRNA in Sdugerzellen nicht ohne weiteres durchfiihrbar: Sie reagieren auf
lingere doppelstringige RNA-Stiicke mit der Aktivierung verschiedener

Signalwege, die zur Hemmung der Proteinbiosynthese und zum Zelltod fiihren:

inaktiv 2¢, 5-OligoA- |, . .-
Synthetase

 — @GR —— |

®
.,,ku-v 2¢, 5°-OligoA- |
Synthetase
' | ==
®
| ' |

[Proteinbiosynthese ” [IFN-a/B—Produktion] [ RNA-Abbau ]

Abb. 2.11-2: Effekte von dsRNA in Séugerzellen

In Sidugerzellen hemmt dsRNA iiber die PKR die Proteinbiosynthese, aktiviert das
Interferonsystem und fithrt iiber 2°,5° -Oligosynthetase und RNasel. zum Abbau von RNA.
(Nach McManus und Sharp, 2002). (dsRNA: doppelstringige RNA; PKR: dsRNA-abh.
Proteinkinase; elF2a.: Elongationsfaktor 2ct)
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Die dsRNA aktiviert sequenzunabhingig das Interferonsystem und damit
auch eine Reihe von interferoninduzierten Genen. Die dsRNA-abhingige
Proteinkinase PKR, ein Bestandteil des Abwehrsystems gegen Viren (Clemens,
1997), phosphoryliert und inaktiviert den Transkriptionsfaktor elF2ot und hemmt
so unspezifisch die Proteinsynthese; die ebenfalls aktivierte 2’-5’-Oligoadenylat-
Synthetase verursacht eine unspezifische Hydrolyse der mRNA und rRNA durch
Aktivierung der RNaseL (Stark et al, 1998; Kaufman, 1999). Diese
unspezifischen Effekte kann man umgehen, indem man in Siugerzellen nicht
dsRNA, sondern gleich siRNA-Stiicke einschleust; sie sind mit nur 21 bis 23
Nukleotiden zu kurz fiir die Aktivierung der PKR (Elbashir et al, 2001a).
Allerdings konnte inzwischen auch bei einigen siRNAs in Abhingigkeit von der
Sequenz und der Art des Einschleusens in die Zelle die Aktivierung des
Interferonsystems beobachtet werden (Sledz et al., 2003; Moss und Taylor, 2003);
eventuelle unspezifische Effekte miissen bei der Dateninterpretation
beriicksichtigt und nach Mboglichkeit entsprechende Kontrollen durchgefiihrt

werden.

2.11.3 Auswahl der Oligonukleotidsequenzen fiir die RNAi

2.11.3.1 Richtlinien zur Auswahl der Sequenzen
Fiir die Auswahl der siRNA-Sequenz gibt es keine absoluten Regeln, wohl aber
eine Reihe von Empfehlungen, die auf empirischen Daten beruhen (Tuschl, 2001;

Elbashir et al., 2002) und die Erfolgsaussichten erhohen.

1. Auswahl der Targetregion

Die Region, gegen die sich die siRNA richtet, wird anhand der cDNA-
Sequenz ausgewdhlt. Bereiche in der Nédhe von Start- bzw. Stoppcodon sollten
vermieden werden, ebenso 5°- oder 3’-UTRs (untranslated regions); eventuell
konnten Translations-Initiations-Komplexe und /oder UTR-bindende Proteine

die Bindung der siRNA oder des RISC-Komplexes an die mRNA storen.
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2. Suche nach dem Sequenzmotiv 5’-AA(NI19)TT

Das Motiv 5’-AA(N19)TT ist die Zielsequenz der Wahl; der Sense-Strang
des siRNA-Duplex korrespondiert dann zu 5’-(N19)TT, wihrend der Antisense-
Strang komplementér zur Position 1-21 des 23nt-Stiickes synthetisiert wird.

Enthélt die cDNA des Zielproteins das Motiv nicht, kann man auf 5’-AA
(N21) oder 5°-NA(N21) ausweichen.

Der GC-Gehalt sollte nach Moglichkeit um die 50% betragen, allerdings
variiert er bei funktionierenden siRNAs durchaus zwischen 30 und 70%.
Allerdings sollten nicht mehr als drei G oder 3 C in einer Reihe vorkommen, da

sich sonst hiufig Agglomerate bilden, die die RNAI storen.

3. BLAST-Suche
Die BLAST-Suche (Basic local alignment search tool), etwa in der NCBI-
Datenbank  (www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/) soll sicherstellen, dass sie
ausgewihlte Targetsequenz nur in der eigentlichen Ziel-mRNA auftaucht und

keine anderen Gene beeinflusst werden.

2.11.3.2 siRNA-Sequenzen fiir die Versuche mit PP2Co und 3

Fiir das Ausschalten der Proteinphosphatase 2Co und 2CP stand eine Reihe von
siRNA-Oligonukleotiden zur Verfiigung, die gegen unterschiedliche Regionen der
kodierenden Sequenz der PP2Co bzw. PP2CP gerichtet waren (vgl. Abb. 2.11-3).
Sie wurden alle auf ihre Wirksamkeit getestet; am Ende wurde fiir die
Herunterregulation der PP2Co standardmiBig Sequenz o3, fiir PP2CB die

Sequenz B2 verwendet.

PP2Ca - Sequenz 1

Target AAG TAA TCC GCT GGA GAA AGA
sense r (GUA AUC CGC UGG AGA AAG A)d(TT)
antisense r (UCU UUC UCC AGC GGA UUA C)d(TT)

PP2Ca - Sequenz 2

Target AAG TAG TCG ACA CCT GTT TGT
sense r (GUA GUC GAC ACC UGU UUG U)d(TT)
antisense r (ACA AAC AGG UGU CGA CUA C)d(TT)
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PP2Ca - Sequenz 3

Target AAG TAC CTG GAA TGC AGA GTA
sense r (GUA CCU GGA AUG CAG AGU A)d(TT)
antisense r (UAC UCU GCA UUC CAG GUA C)d(TT)

PP2Co - Sequenz 4

Target AAA GGT CCT ACT GAG CAG CTT
sense r (AGG UCC UAC UGA GCA GCU U)d(TT)
antisense r (AAG CUG CUC AGU AGG ACC U)d(TT)

PP2Cp - Sequenz 1

Target GCG TAA TGT TAT TGA AGC TGT
sense r (GUA AUG UUA UUG AAG CUG U)d(CG)
antisense r (ACA GCU UCA AUA ACA UUA C)d(CG)

PP2Cp - Sequenz 2

Target AAT GTT ATT GAA GCT GTT TAT
sense r (UGU UAU UGA AGC UGU UUA U)d(TT)
antisense r (AUA AAC AGC UUC AAU AAC A)d(TT)

2.11.3.3 Vorbereitung der siRNA nach Erhalt

Die doppelstringigen siRNA-Oligonukleotide (Qiagen) wurden lyophilisiert im
Reinheitsgrad HPP entsprechend einer Reinheit von >90 Prozent bezogen. In
dieser Form wurden sie bis zum erstmaligen Gebrauch bei —20°C gelagert. Vor
der Verwendung wurde das Lyophilisat mit 1 ml des mitgelieferten sterilen
siRNA-Suspensionspuffers rekonstituiert. Um die korrekte Anlagerung von
Sense- und Antisense-Stringen sicherzustellen sowie eventuell wéihrend der
Lyophilisierung entstandene Aggregate wieder aufzuldsen und so die Effektivitit
der siRNA zu vergroBern, wurde der Ansatz fiir 1 Minute auf 90°C erhitzt und
anschlieBend eine Stunde lang bei 37°C inkubiert. Die resultierende Stockldsung
(20 uM) wurde aliquotiert und sofort im Versuch eingesetzt bzw. bei —20°C bis

zur Verwendung gelagert.

Zusammensetzung des siRNA-Suspensionspuffers pH 7,4

Kaliumacetat 100 mM
HEPES-KOH 30 mM
Magnesiumacetat 2 mM
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PP2Ca

siRNA
481  ACACAAGATCACAAACCAAGTAATCCGCTGGAGAAAGAACGAATTCAGAATGCAGGTGG
16l T ¢ b H K p S N P L E K E R I QO N A G G
541  TCTGTAATGATTCAGCGTGTGAATGGCTCTCTGGCTGTATCGAGGGCCCTTGGGGATTTT
181 s v I 9 RV N G S L A V S R A L G D F
601  GATTACAAATGTGTCCATGGARAAGGTCCTACTGAGCAGCTTGTCTCACCAGAGCCTGANY
201 b vy K ¢ v H G K G P T E Q L V S P E P E
661 GTCCATGATATTGAAAGATCTGAAGAAGATGATCAGTTCATTATCCTTGCATGTGATGGT
221 v H D I E R S E E D D ¢ F I I L A C D G
721 ATCTGGGATGTTATGGGAAATGAAGAGCTCTGTGATTTTGTAAGATCCAGACTTGAAGTC
241 I w b v ™M G N E E L C D F V R S R L E V
781  ACTGATGACCTTGAGAAAGTTTGCAATGAAGTAGTCGACACCTGTTTGTATAAGGGAAGT)
261 T b b L E K Vv C N E V V D T C L Y K G S
841 CGAGACAACATGAGTGTGATTTTGATCTGTTTTCCAAATGCACCCAAAGTATCGCCAGAA
281 R b N M s Vv I L I C F P N A P K V S P E
901  GCAGTGAAGAAGGAGGCAGAGTTGGACAAGTACCTGGAATGCAGAGTAGAAGAAATCATAJ
301 AV K K E A E L D K Y L E C R V E E I I
PP2CB

1021 ATCTTGTCTGCAGAAAATATCCCAAATTTGCCTCCTGGGGGAGGTCTTGCTGGCAAGCET
341 I ..s A E N I P N L P P G G G L A G K R
1081  |[AATGTTATTGAAGCTGTTTATAGTAGACTGAATCCACATAGAGAAAGTGATGGGGGTGCT
361 N V I E A V Y S R L N P H R E S D G G A
1021 ATCTTGTCTGCAGAAAATATCCCAAATTTGCCTCCTGGGGGAGGTCTTGCTGGCAAGCGT
341 I ..s A E N I P N L P P G G G L A G K R
1081  |[AATGTTATTGAAGCTGTTTATAGTAGACTGAATCCACATAGAGAAAGTGATGGGGGTGCT
361 N V I E A V Y S R L N P H R E S D G G A

Abb. 2.11-3: Lokalisation der Oligonukleotidsequenzen fiir die RNA-Interferenz
Dargestellt ist jeweils ein Ausschnitt aus der humanen cDNA-Sequenz der PP2Co bzw.
PP2CB; die Zielsequenzen, die fiir die RNAi ausgewihlt wurden, sind hervorgehoben.
Erginzend wird die Aminosiuresequenz der Proteine angegeben.
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2.11.4 Prinzip der Lipofektion

Bei der Lipofektion werden die Oligonukleotide mit Hilfe kationischer
Lipide in die Zelle eingeschleust. Zundchst wurden liposomale Formulierungen,
bei denen ein Mix aus kationischen und neutralen Lipiden eine
Doppelschichtstruktur ausbildet, fiir die Transfektion von DNA entwickelt
(Felgner et al., 1987; Bennet et al., 1992), nach Entdeckung der RNA-Interferenz
aber auch erfolgreich zum FEinbringen von doppelstrangigen RNA-Stiicken
benutzt (Elbashir et al., 2001a).

Neben den liposomalen gibt es nichtliposomale, eine mizellire Struktur
ausbildende Formulierungen; ihnen ist gemein, dass ihre positiv geladene
Oberfliche mit den negativ geladenen Phosphatresten der Nukleinsduren
interagiert und so ein Transfektionskomplex entsteht, der in die Zelle
aufgenommen wird.

Fir die Durchfiihrung der Lipofektion gibt es nur grobe Richtlinien; in
jedem Fall ist eine Optimierung der Bedingungen mit Blick auf die verwendete
Zelllinie notwendig (Felgner et al., 1994). Im Rahmen der vorliegenden Arbeit
wurde das Transfektionsreagenz Oligofectamine® benutzt; es wurde schon zuvor
erfolgreich fiir die Transfektion von Sdugerzellen mit siRNA verwendet (Elbashir

et al., 2001a; Harborth et al, 2001).

2.11.5 Transfektion von SH-SY5Y-Zellen in der Kulturschale

Zur Transfektion der SH-SYS5Y-Zellen in der Kulturschale wurden die Zellen
nach dem Splitten in definierter Zahl (3-10* /cm?) in Kulturmedium ohne
Antibiotika ausgesit; dieses wurde am folgenden Tag durch OptiMEM® ersetzt.
Die eigentliche Transfektion erfolgte am dritten Tag. Zuerst wurde ein
weiterer Medienwechsel durchgefiihrt und dabei in jede Schale (& 35 mm) 2 ml
OptiMEM® gegeben. Die benodtigte Menge des Transfektionsreagenzes
Oligofectamine®, in der Regel 3 ul pro Schale entsprechend 1,5 pl/ml Medium,
wurde im Verhiltnis 1:5 mit OptiMEM® gemischt und fiir 5-10 Minuten bei
Raumtemperatur stehen gelassen. AuBlerdem wurden fiir jede Schale 3 ul der
20uM-siRNA-Stocklosung 1:15 in OptiMEM® verdiinnt. Danach wurden die
beiden Ansitze (die Oligofectamine®-Verdiinnung abziiglich der Menge, die zur

Behandlung der Kontrollgruppe notig war) vereinigt, mit einer Pipette vorsichtig
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vermischt und weitere zwanzig Minuten bei Raumtemperatur inkubiert.
SchlieBlich wurde die Mischung auf die zu transfizierenden Schalen verteilt; die
Endkonzentration von Oligofectamine® war dort 1,5 ul/ml, die der siRNA 30 nM.
Jeweils eine Kontrollgruppe wurde nur mit OptiMEM® bzw. OptiMEM® plus
Oligofectamine® behandelt, um eventuelle Effekte des Medium oder des
Transfektionsreagenzes auszuschlie3en.

Zu festgelegten Zeitpunkten, iiblicherweise nach 24, 48 und 72 Stunden,
wurden die Zellen geerntet, entweder zur Proteingewinnung mit Lysispuffer fiir
Western Blotting oder zur Isolation der RNA mit dem entsprechenden Puffer des

RNeasy® Kits.

Lysispuffer fiir Western Blotting — 2.7.1

2.11.6 Transfektion von SH-SYSY-Zellen in Suspension

Da der Transfektionserfolg in der Kulturschale zu wiinschen iibrig liel, wurden
die SH-SY5Y-Zellen schlielich in Suspension transfiziert. Abweichend vom
vorherigen Protokoll wurden die Zellen nach dem Splitten in OptiMEM®
suspendiert, die entsprechend 2.11.5 vorbereiteten Transfektionslosungen
zugegeben und die Suspension dann mit OptiMEM® auf 10° Zellen/ml
eingestellt. Pro 1,5x10° Zellen wurden 12 pl Oligofectamine® und je 9 pl der
siRNA-Stocklosungen fiir PP2Co und PP2C[ verwendet; der Transfektionsansatz
enthielt also 8 ul/ml Oligofectamine® und war beziiglich jeder Sequenz 120 nM.

Die zu transfizierenden Zellen wie auch die entsprechenden
Kontrollgruppen wurden in Falcon®-Rohrchen im 37°C warmen Wasserbad
inkubiert und im Abstand von 30 Minuten durch Aufschiitteln resuspendiert. Nach
vier Stunden wurden die Zellen mit Hilfe einer Glaspipette vereinzelt und jeweils
1,5x10° Zellen in eine mit Poly-L-lysin beschichtete und mit 2 ml Kulturmedium
gefiillte Schale (& 60 mm) gegeben. Auch hier wurden die Zellen zu festgelegten
Zeitpunkten geerntet.

Sollten die Zellen anschlieBend mit Olsiure behandelt werden, so wurden
sie in mit Poly-L-lysin beschichtete 24er-Multiwells ausgesit; die Zelldichte
betrug 1,5x10°/cm2.



Material und Methoden 63

2.12 Untersuchung der Messenger-RNA

2.12.1 Extraktion der Gesamt-RNA

Fiir die Extraktion von Gesamt-RNA aus SH-SY5Y-Zellen wurde ein RNA-
Isolierungskit (RNeasy-Kit, Qiagen) verwendet.

Die Zellen wurden mit 600 ul Lysispuffer versetzt, mit Hilfe eines
Zellschabers gesammelt und anschlieBend mit einer sterilen Einmal-Spritze und
einer 20 Gauge-Kaniile durch fiinfmaliges Triturieren homogenisiert.

Im néchsten Schritt wurden 600 pl Ethanol 70% zugegeben und die Probe
auf die RNeasy Mini-Siule gegeben. Die enthaltene Gesamt-RNA band an die
Silicagel-Membran des Rohrchens; sonstige Bestandteile wurden in mehreren
Zentrifugationsschritten (10000 rpm, jeweils 1 min, Raumtemperatur) unter
Verwendung von Waschpuffern mit hohen Salzkonzentrationen ausgewaschen.
SchlieBlich wurde die gebundene RNA mit 35 pul RNase-freiem Aqua dest. eluiert

und diese Losung bis zur weiteren Verwendung bei —80°C gelagert.

2.12.2 Gehaltsbestimmung der Gesamt-RNA

Die RNA-Konzentration im Eluat wurde durch photometrische Messung bei
260 nm, dem Absorptionsmaximum von RNA, bestimmit.
Hierzu wurde die RNA im Verhiltnis 1 zu 120 mit Aqua dest. verdiinnt und

mit einem Photometer vermessen.

Konzentration Gesamt-RNA = OD x 40 ug/ml X Verdiinnungsfaktor
1 ODy¢p= 40 nug RNA/ml (fiir Messung in Wasser)

Fiir die beschriebene Verdiinnung bedeutet das:

Konzentration Gesamt-RNA = OD X 4800 ug/ml

Gesamtausbeute = Konzentration X Volumen der Probe [ml].

Da auch Verunreinigungen wie Proteine im UV-Bereich absorbieren, schloss sich

eine erneute photometrische Messung an, diesmal bei 280 nm (Absorption der
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aromatischen Aminosiduren). Das Absorptionsverhiltnis 260/280 nm gibt
Aufschluss iiber die Reinheit des Eluats. Liegt der Quotient zwischen 1,7 und 2,0

(gemessen in wissriger Losung), ist die RNA-LOsung nicht verunreinigt.

Fiir die reverse Transkription wurden 5 pg Gesamt-RNA eingesetzt.

2.12.3 Reverse-Transkriptase-Polymerase-Kettenreaktion (RT-PCR)

2.12.3.1 Reverse Transkription
Die reverse Transkription dient dazu, mRNA in cDNA umzuschreiben.

Der Reaktionsansatz setzte sich wie folgt zusammen:

5 ug Gesamt-RNA

10x PCR-Puffer 5,0 ul
MgCl, 25 mM 5,0 ul
dNTP-Mix (dATP, dCTP, dGTP, dTTP, je 10 mM) 2,5 ul
DTT 0,4 mM 2,5ul
Oligo-dT-Primer 2,5 ul
Aqua dest. steril ad 45,0 ul

Die Komponenten wurden gemischt und fiir 5 min auf 65°C erhitzt, um eventuelle
Sekundérstrukturen zu denaturieren. Im Anschluss sorgte sofortiges Kiihlen mit
Eis dafiir, dass die Primérstruktur der RNA intakt blieb.

Danach wurde 1 pl einer RNase-Inhibitor-Losung (40 U/ul) zugegeben,
bevor 250 U der MMLV-Reversen Transkriptase die Reaktion starteten. Der
ganze Ansatz wurde eine Stunde lang bei 37°C im PCR-Ofen inkubiert; in dieser
Zeit schrieb die reverse Transkriptase die mRNA in cDNA um. Am Ende der
Reaktion wurde das Enzym durch fiinfminiitiges Erhitzen der Probe auf 95°C
inaktiviert. Die erhaltene einzelstringige cDNA wurde bis zur weiteren

Verwendung bei -80°C gelagert.
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2.12.3.2 Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Bei der PCR wird die zuvor durch die reverse Transkription erhaltene cDNA

amplifiziert. Hierzu werden spezifische Oligonukleotide benotigt, welche als

Primer fiir eine thermostabile DNA-Polymerase dienen.

Tabelle 2.12-1: PCR-Primer

Target | Richtung Sequenz Position
. Vorwirts |5-ATT TGG CAC CAC ACT TTC TAC-3’ 1583-1603
BN | vits |3 TCA GG ACG ATT TCC CTOTen r | 3406.2436
Vorwirts |5-ATG GGA GCA TTT TTA GAC AAG C-3’ 1-22
PP | ckowirta| 3 TTA CCA CAT ATC ATCTOT TGA TGS | 11261148
Vorwirts |5-ATG GGT GCA TTT TTG GAT AAA C-3’ 1-22
PO R ckwiints| 3-ATC ACT TTC TCT ATG TGG ATT C-3 | 1092.1114
Tab. 2.12-2: PCR-Bedingungen
Target Denaturierung | Annealing Zyklenzahl Extension
30s 60 s 120 s
B-Actin 95°C 55°C 30 72°C
PP2Ca 95°C 7€ 10 72°C
62°C 25
PP2CPB 95°C 50°C 35 72°C
Reaktionsansatz fiir die PCR
cDNA-LOsung 10 ul

Extensor PCR Master Mix 7 ul

Sense-Primer (10 pM)

Sul

Antisense-Primer (10 pM) 5 ul

Nach der RT-PCR wurde mit einem Aliquot der eingesetzten cDNA eine B-Actin-
PCR durchgefiihrt: Dies diente als Nachweis der Konformitdt der eingesetzten
Gesamt-RNA und sollte Fehler bei der Gehaltsbestimmung oder wéhrend der RT-

Reaktion ausschlieen.
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2.12.4 Agarose-Gelelektrophorese zur Auswertung der RT-PCR

Die Fluoreszenzdetektion der PCR-Produkte erfolgte in einem 1%igen Agarosegel
mit Ethidiumbromid (40 p1/100 ml).

Zur Herstellung des Agarosegels wurde 1 g Agarose mit 100 ml TBE-
Puffer gemischt und in der Mikrowelle zu einer klaren Losung aufgekocht. War
diese auf 70°C abgekiihlt, wurden 40 pl Ethidiumbromid zugegeben, durch
Schwenken untergemischt und das Ganze luftblasenfrei in eine Gelkammer
ausgegossen.

War das Gel nach etwa einer Stunde vollig erstarrt, wurde es in die
Elektrophoreseapparatur eingesetzt und mit TBE-Puffer 1 X etwa 1 cm hoch
bedeckt. Danach wurde der Gelkamm entfernt, die Taschen mit einer Mischung
aus jeweils 2 pl Probenpuffer (Blue/Orange Loading Dye 6x), 5 ul sterilem Aqua
dest. und 5 ul der PCR-Probe bzw. des DNA-Markers beladen und schlielich
eine einstiindige Elektrophorese bei 100 V durchgefiihrt. Der DNA-Marker, der

DNA-Fragmente definierter Linge enthilt, diente als Groenstandard.

Die Detektion erfolgte mit Hilfe des roten Farbstoffs Ethidiumbromid. Der
zeigt in Losung eine nur leichte Fluoreszenz; interkaliert er aber mit DNA, wird
diese Fluoreszenz enorm verstirkt: Durchleuchtet man das Agarosegel nach der
Elektrophorese mit Hilfe eines Transilluminators (hier: MWG Biotech,
Ebersberg) mit UV, wird Ethidiumbromid zur Emission im orangeroten Bereich
(ca. 560 nm) angeregt - die DNA-Banden werden sichtbar. Dabei ist die Intensitiit
der Banden der DNA-Menge proportional.

Die Dokumentation erfolgte mit einem Videodokumentationssystem.

TBE-Puffer 10 x

Tris 121,1 g
Borsiure 61,8 ¢
EDTA 7,40 g
Aqua dest. ad 1000 ml

TBE-Puffer 1 x

TBE-Puffer 10 x 100 ml
Aqua dest. ad 1000 ml
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2.13 Statistik

Die statistische Auswertung der Experimente erfolgte mit Hilfe von Microsoft

Excel und WinSTAT.

Zum Vergleich der Gruppen der Zellkultur-Experimente wurde eine
Varianzanalyse kombiniert mit dem Scheffé-Test durchgefiihrt. Die Auswertung
der Untersuchungen mit der globalen Vorderhirnischimie erfolgte durch den t-

Test nach Student.

Alle Ergebnisse sind als Mittelwert + Standardabweichung (S.D.) angegeben; ein

Signifikanzniveau p < 0,05 wurde als signifikant betrachtet.

Die Signifikanzniveaus werden in den Diagrammen wie folgt dargestellt:

Signifikanzniveau (p) Symbol
< 0,05 *
< 0,01 ok

< 0,001 ot




3 Ergebnisse

3.1 Neuroprotektion durch Pifithrin-o. im Modell der transienten

Vorderhirnischimie der Ratte

Die Induktion einer globalen Ischdmie im Rattenhirn fiihrt zu neuronaler
Schidigung in verschiedenen Gehirnregionen, wobei die selektiv vulnerablen
CA1-Neurone des Hippocampus besonders betroffen sind (Pulsinelli et al., 1982).
Sie sterben nicht sofort, sondern erst etwa 72 Stunden nach der Ischidmie und
zeigen dabei deutliche apoptotische Merkmale (Petito et al., 1987; Zhu et al.,
1998).

CAl

CA2

b .,. .
Abb. 3.1-1: Die globale Ischimie schiidigt die CA1-Neurone des Hippokampus
Sieben Tage nach der globalen Ischimie ist die neuronale Schadigung in CAl-Band
manifest. Wihrend beim Kontrolltier alle Neurone intakt sind (A), sind die CA1-Neurone
des ischiamischen Gehirns stark geschiddigt und erscheinen nach Kresylviolettacetat-
Farbung intensiv rot (B, C); die CA2-Neurone dagegen sind nicht betroffen und infolge der
Gegenfiarbung mit Colestinblau schwach bléulich gefirbt.

3.1.1 Einfluss von Pifithrin-a auf die neuronale Schidigung

Der p53-Antagonist Pifithrin-oc  konnte sowohl im Zellkulturmodell an
embryonalen hippokampalen Neuronen der Ratte (Culmsee et al, 2001)
neuroprotektive Wirkung zeigen, als auch im Tiermodell nach fokaler zerebraler
Ischimie der Maus, wo er die Infarktgroe im Vergleich zu unbehandelten
Kontrolltieren reduzierte (Culmsee et al., 2001). Auf dieser Basis wurde
untersucht, ob die Substanz auch bei der transienten Vorderhirnischimie der
Ratte, also im Falle einer globalen statt einer fokalen Ischdmie, neuroprotektiv

wirkt.

68



Ergebnisse 69

Zu diesem Zweck wurde Pifithrin-ot (2 mg/kg) eine Stunde vor Beginn der
Ischdmie intraperitoneal appliziert. Verglichen mit den Kontrolltieren war das
AusmalB3 der Schiddigung im CAl-Band des Hippokampus nach Vorbehandlung
mit Pifithrin-o signifikant reduziert (Abb. 3.1-2).

70
60 -

——

50 -
40 -
30 -
20 -
10 -

geschéadigte CA1-Neurone (%)

Kontrolle 2 mg/kg
PFT (1 Stunde vor Ischamie, i.p.)

Abb. 3.1-2:
Protektiver Effekt von Pifithrin-o bei Applikation 1 h vor globaler Ischéimie an der Ratte

Die Tiere wurden 1 Stunde vor Beginn der Ischimie mit 2 mg/kg PFTq i.p behandelt.
Kontrolltiere erhielten nur Vehikel (0,5% DMSO in NaCl 0,9%).

Dargestellt sind die Mittelwerte + Standardabweichung der Zahl der geschiddigten Neurone im
CAl1-Band des Hippocampus, 7 Tage nach der Ischdmie. * p<0,05% im Vergleich zur Kontrolle
(unabhidngiger t-Test nach Student).

3.1.2 Einfluss von Pifithrin-o auf die physiologischen Parameter

Als physiologische Parameter wurden das Korpergewicht, die Partialdriicke von
O; und CO; im Blut, der pH-Wert des arteriellen Blutes sowie der mittlere

arterielle Blutdruck gemessen.

3.1.2.1 Effekte auf das Korpergewicht

Das Gewicht der Ratten sowohl der Kontroll- als auch der Pifithrin-Gruppe wurde
vor der Ischdmie sowie sieben Tage nach dem Eingriff kurz vor Entnahme der
Gehirne ermittelt. Dabei gab es beziiglich des Korpergewichts keine signifikanten

Unterschiede zwischen den beiden Gruppen (Abb. 3.1-3).
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OKontrolltiere
OPFT alpha 2mg/kg i.p. 1h vor Ischamie

400 +
o)
£ 300 T
S I
u;J 200 -
2
[}
£ 100 -
:0
X

vor Ischémie 7 Tage nach Ischamie

Abb. 3.1-3: Behandlung mit Pifithrin-o hat keinen Einfluss auf das Korpergewicht

Die Tiere wurden 1 h vor Ischdmie mit 2 mg/kg Pifithrin-o i.p. behandelt; Kontrolltiere erhielten
lediglich Vehikel (0,5% DMSO in NaCl 0,9%). Das Gewicht der Ratten wurde jeweils vor und 7
Tage nach der Ischimie ermittelt. Beide Male gab es keine signifikanten Unterschiede zwischen
behandelten und Kontrolltieren. Darstellung der Daten als Mittelwerte = Standardabweichung.

3.1.2.2 Effekte auf den Blutdruck

Der mittlere arterielle Blutdruck der Tiere wurde zu drei Zeitpunkten gemessen:
Erstens zu Beginn des Eingriffs direkt nach Prédparation des entsprechenden
Katheters, zweitens unmittelbar vor Beginn der Ischdmie und schlielich zehn
Minuten nach Ende der Ischdamie.

Pifithrin-ot zeigte keinerlei Effekt auf den mittleren arteriellen Blutdruck (Abb.
3.1-4)

O Kontrolltiere
O PFTalpha 2mg/kg i.p. 1h vor Ischamie

120 -
100 -

80 - 1 {_
60 -
40 4

Blutdruck (mmHg)

20 -

Beginn der OP vor Ischédmie 10 min nach Ischamie

Abb. 3.1-4: Behandlung mit Pifithrin-o hat keinen Einfluss auf den mittleren arteriellen
Blutdruck

Die Tiere wurden 1 h vor Ischdmie mit 2 mg/kg Pifithrin-o i.p. behandelt; Kontrolltiere erhielten
lediglich Vehikel (0,5% DMSO in NaCl 0,9%). Der Blutdruck der Ratten wurde jeweils zur
Beginn der Operation, direkt vor und zehn Minuten nach der Ischdmie gemessen. Dabei gab es zu
keinem der drei Zeitpunkte signifikante Unterschiede zwischen behandelten und Kontrolltieren.
Darstellung der Daten als Mittelwerte + Standardabweichung.
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3.1.2.3 Effekte auf die physiologischen Blutparameter

Der pH-Wert des arteriellen Blutes wie auch die Partialdriicke von O, und CO,
wurden jeweils vor und zehn Minuten nach Ischimie gemessen. Im Vergleich mit
der Kontrolle hatte die Vorbehandlung mit Pifithrin keine Effekte auf die

entsprechenden Parameter (Tab. 3.1-1).

Tab. 3.1-1: Effekt von Pifithrin-o auf pO,, pCO, und pH-Wert bei der globalen Ischimie

pOz pCOz

(mmHg) (mmHg) pH
Kontrollgruppe
vor Ischiamie 137 £25 45+5 7,35 +£0,04
10 min nach Ischdamie 176 £ 26 44+ 6 7,37 £0,02
PFTa (2 mg/kg i.p., 1 h vor Ischimie)
vor Ischiamie 140 £ 27 42 +7 7,35+ 0,03
10 min nach Ischimie 186 £ 24 40+4 7,38 £ 0,02

Die Partialdriicke von Sauerstoff (pCO,) und Kohlendioxid (pCO,) sowie der Blut-pH wurden vor
der Ischimie sowie 10 min nach Ende der Ischdmie gemessen. Dabei wurden keine Unterschiede
zwischen Kontrolltieren und solchen mit Pifithrin o-Behandlung festgestellt. Darstellung der
Daten als Mittelwerte + Standardabweichung.
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3.2 Expression von PP2Cqa, PP2CB und Bad in SH-SY5Y-Zellen

und in embryonalen kortikalen Neuronen der Ratte

3.2.1 Expression von PP2Co und PP2CJ

PP2Co und PP2CPB sind zwei Isoenzyme der Proteinphosphatase 2C; beide
werden in vitro durch bestimmte Fettsduren aktiviert (Klumpp et al., 1998). Vor
der Erforschung ihrer Rolle in der Apoptose musste zunichst ihre Expression in
den verwendeten Zellen liberpriift werden. Dazu dienten gereinigte polyklonale
Antikorper gegen PP2Co bzw. PP2Cp; beide stammen aus dem Labor von Prof.
S. Klumpp, die sie fiir die vorliegende Arbeit grofziigig zur Verfligung stellte.

A B

kDa kDa
47 - 47 -

33- 33-
24 - 24 -
20 -
20 -
SYSY CC SYSY CC

Abb. 3.2-1: Western Blot-Detektion von PP2Ca und PP2Cf in SH-SY5Y-Zellen und in
kortikalen Neuronen

Sowohl in SH-SY5Y-Zellen als auch in embryonalen kortikalen Neuronen wurde PP2Ca als
einzelnes Signal bei etwa 45 kDa detektiert (A). Auch der Antikorper gegen PP2CPB war sehr
spezifisch und lieferte eine einzelne Bande bei etwa 42 kDa (B).

Fiir die in etwa gleiche Signalintensitdt des Antikorpers gegen PP2Ca (vgl. Abb.
3.2-1(A)) in den beiden Systemen sind allerdings unterschiedliche Proteinmengen
notig: bei den abgebildeten Western Blots wurden fiir SH-SYS5Y 25 pg, fiir die
kortikalen Neuronen dagegen 70 pug Gesamtprotein eingesetzt; Grund fiir das
schlechtere Erkennen sind geringfligige Unterschiede in den

Aminosiuresequenzen.
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Der Antikorper wurde urspriinglich gegen die bovine Sequenz entwickelt
(Klumpp und Selke, 2000). Die ist identisch mit der humanen; die Sequenzen aus
Maus und Ratte jedoch unterscheiden sich an Position 376, wo Threonin durch
Alanin ersetzt ist (Abb. 3.2-2). Trotzdem ist der Antikdrper auch zur Detektion

der Ratten- PP2Ca geeignet, was die Blots aus Abb. 3.2-1 (A) belegen.

Rind: WYKENDDTDSTSTDDM,,
Mensch: L, YKNDDTDSTSTDDM,,

Ratte/Maus: ., YKNDDTDSASTDDM,,

Abb. 3.2-2: Vergleich der PP2Ca-Sequenzen aus verschiedenen Spezies

Die Antikorper gegen PP2Co bzw. PP2CP sind so spezifisch, dass beide
Isoformen in SH-SYS5Y-Zellen auch gleichzeitig nebeneinander detektiert werden

konnten (Abb. 3.2-3):

kDa
121 - Abb. 3.2-3:
79 - PP2Co und P sind in SH-SYSY-Zellen

gleichzeitig detektierbar
47 - 1: PP2Cq, Die zusitzliche Bande bei 32 kDa riihrt daher,
S PP2CB dass PP2Co, in Anlehnung an (Klumpp und
Selke, 2000) nicht mit dem gereinigten
| —

33- Antikorper, sondern mit dem Serum (1:50.000)
detektiert wurde.

24 -

20 -

SYSY



74 Ergebnisse

3.2.2 Expression von Bad

Das proapoptotische Protein Bad ist ein Substrat der Proteinphosphatase 2C
(Klumpp et al., 2003) und moglicher Mittler zwischen ihr und dem apoptotischen
Zelltod.

Durch Western Blotting und anschlieBende Detektion mit einem Antikorper
gegen Bad wurde dessen Expression in SH-SY5Y-Zellen wie auch in den

kortikalen embryonalen Neuronen bestitigt (Abb. 3.2-4).
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[ Bad;, SpleiBvarianten Bad; und Badg (Hamnér et
al., 2001, Danial et al., 2003)
2] [l | Bags
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3.2.3 Immunzytochemische Detektion von PP2Ca, PP2C[ und Bad

Damit zwei Proteine miteinander interagieren konnen, miissen sie in rdumlicher
Néhe zueinander vorliegen. Darum wurde im nédchsten Schritt die Lokalisation der
PP2C-Isoformen o und B sowie von Bad innerhalb der Zellen untersucht.

Dazu wurden die gleichen PP2C-Antikorper wie bei der Western Blot-
Detektion benutzt; die Verwendung eines monoklonalen Bad-Antikorpers aus der
Maus (Abb. 3.2-5) statt des iiblicherweise verwendeten polyklonalen aus dem
Kaninchen ermoglichte die gleichzeitige immunzytochemische Detektion von
PP2Cp und Bad.

Die Firbungen zeigten, das alle drei Proteine im Zytoplasma vorliegen;

PP2Cp wird dariiber hinaus auch noch im Kern exprimiert.
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Abb. 3.2-6: PP2Co. ist im Zytoplasma von SH-SY5Y-Zellen lokalisiert

Die Immunfirbung zeigt, dass die PP2Ca sich im Zytosol der SH-SY5Y-Zellen befindet; der Kern
ist deutlich ausgespart (B). Fiir die Kontrolle (A) wurden die Zellen ohne Erstantikorper inkubiert,
um unspezifische Signale durch den Zweitantikorper bzw. durch Autofluoreszenz auszuschlieen.

Abb. 3.2-7: Bad ist im Zytoplasma, PP2CP im Zytoplasma und in geringeren Maf} im
Nukleus von SH-SY5Y-Zellen lokalisiert

Die Doppelfirbung zeigte die gemeinsame Lokalisation von Bad (B) und PP2CB (C) im
Zytqplasma von SH-SY5Y-Zellen; die PP2CJ ist auBerdem im Kern vorhanden. Abb. (D) zeigt
die Uberlagerung beider Aufnahmen. Die Kontrolle (A) wurde ohne den Erstantikorper inkubiert.
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3.2.4 Staurosporindifferenzierung von SH-SYSY-Zellen hat keinen Einfluss
auf die Expression von PP2Ca, PP2CJ und Bad

Differenzierung beeinflusst die Expression diverser Proteine in den Zellen; dazu
gehoren neben neuronalen Markern wie Neuropeptid Y oder GAP-43 auch
apoptoserelevante Proteine wie Bcl-2 und p53 (Tieu et al., 1999).

Daher wurde auch iiberpriift, ob sich die Differenzierung von SH-SY5Y-
Zellen auf die Spiegel der Proteinphosphatase 2C oder Bad auswirkt.

3.2.4.1 Staurosporin induziert die Differenzierung von SH-SYS5Y-Zellen
Staurosporin, ein nicht-selektiver Proteinkinase-Inhibitor (Herbert et al., 1990)
aus Streptomyces spp. (Omura et al., 1977) induziert dosisabhiingig Apoptose in
vielen Zelltypen, auch in SH-SY5Y-Zellen (Abb. 3.2-8).
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Abb. 3.2-8: Staurosporin induziert konzentrationsabhiingig Apoptose in SH-SY5Y-Zellen

SH-SY5Y-Zellen wurden fiir 24 Stunden mit Staurosporin in unterschiedlichen Konzentrationen
behandelt, die Kontrolle wurde lediglich mit Vehikel inkubiert. Danach wurden die Zellen fixiert,
mit Hoechst 33258 angefirbt und der Anteil der apoptotischen Kerne unter dem
Fluoreszenzmikroskop bestimmt. Dargestellt sind die Mittelwerte der apoptotischen Kerne in

Prozent t Standardabweichung. **p<0,001, ***p<0,0001 im Vergleich zur Kontrolle
(Varianzanalyse, Scheffé-Test).

Verwendet man Staurosporin in geringen Konzentrationen, so bleibt die massive
Apoptose aus; stattdessen stoppt die Proliferation, und die Zellen differenzieren
(Jalava et al., 1992; Prince und Oreland, 1997). Die kleinen Ausldufer der Zellen
verlangern sich deutlich und bilden schlie3lich ein dichtes Netzwerk, das dem von

Neuronen dhnelt (Abb. 3.2-9).
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Abb. 3.2-9:

Morphologischer Vergleich von undifferenzierten und differenzierten SH-SY5Y-Zellen
SH-SY5Y-Zellen wurden zur Differenzierung mit 30 nM Staurosporin inkubiert. Nach fiinf Tagen
hatte sich das Aussehen der Zellen deutlich gewandelt: Verglichen mit nicht differenzierten Zellen
(A, B) bildeten die staurosporinbehandelten ein dichtes Netzwerk aus (C, D).

3.2.4.2 Vergleich der Expressionsniveaus von PP2Ca, PP2C und Bad

Der Western Blot zeigte keine differenzierungsbedingte Veridnderung der PP2Ca-
, PP2CB- oder Bad-Menge in der Zelle (Abb. 3.2-10). Die Doppelfirbung von
PP2Cp und Bad bestitige diesen Befund (Abb. 3.2-11).
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Abb. 3.2-10: Die Spiegel von PP2Ca,
PP2CB und Bad in differenzierten SH-
SY5Y-Zellen unterscheiden sich nicht von
denen der undifferenzierten
Staurosporindifferenzierte SH-SY5Y-Zellen
(d5) bzw. undifferenzierte SH-SY5Y-Zellen
wurden ohne Behandlung geerntet. Western
Blotting und anschlieBende Detektion mit
Antikorpern gegen PP2Ca (A), PP2CS (B)
bzw. Bad (C) zeigte keine Verdnderung in den
Expressionsniveaus der jeweiligen Proteine.
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Abb. 3.2-11: Doppelfirbung von PP2CP und Bad in differenzierten SH-SY5Y-Zellen
Doppelfarbung von staurosporindifferenzierten SH-SY5Y-Zellen (dS5) zeigte das gemeinsame
Vorkommen von Bad (B) und PP2Cf (C) im Zytoplasma. Die PP2CP ist auBerdem im Kern
vorhanden; in den Zellausldufern ist sie dagegen, anders als Bad, kaum detektierbar. (D) zeigt die
Uberlagerung beider Aufnahmen. Die Kontrolle (A) wurde ohne den Erstantikorper inkubiert.
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3.3 Etablierung eines Modells zur Olsiureschiidigung von

SH-SY5Y-Zellen

3.3.1 Effekte der Olsiure in Gegenwart von Serum

Behandlung mit Olsidure in Konzentrationen ab etwa 100 uM in serumfreiem
Dulbecco’s modified Eagle Medium (DMEM) 16st in Hithnerembryoneuronen
dosisabhingig Apoptose aus (Klumpp et al., 2002). Den gleichen Effekt hat die
Olsdure auf embryonale kortikale Neurone der Ratte — allerdings nur dann, wenn

das Kulturmedium keinen BSA-haltigen B27-Zusatz enthilt (Grzeschik, 2003).

Dies legt nahe, dass Olsiure in Gegenwart von Serum bzw.
Serumbestandteilen nicht schidigt; zur Uberpriifung dieses Sachverhaltes am
Modell der SH-SY5Y-Zellen wurde zundchst eine Behandlung mit
unterschiedlichen Olsdurekonzentrationen in Kulturmedium mit 10% (v/v)
fetalem Kélberserum (FCS) durchgefiihrt. Dabei zeigten sich keine signifikanten
Effekte der Olsdure auf die Zellen (Abb. 3.3-1).
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Abb. 3.3-1: Olsiurebehandlung von SH-SY5Y-Zellen in Gegenwart von Serum
SH-SY5Y-Zellen wurden mit Olsiure in unterschiedlichen Konzentrationen behandelt. Verwendet
wurde das iibliche Kulturmedium mit einem Serumgehalt von 10%. Die Kontrollgruppe wurde mit
Vehikel inkubiert. Nach 6 Stunden wurden die Zellen fixiert und die Kerne mit Hoechst 33258
angefarbt. Durch die Behandlung wurde die Zahl der apoptotischen Zellen nicht erhdht.
Dargestellt sind die Mittelwerte der apoptotischen Zellkerne in Prozent + Standardabweichung.
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3.3.2 Effekte der Olsiiure bei reduziertem Serumgehalt

Die Schidigung mit Olsdure in Gegenwart von Serum war somit auch hier nicht
moglich. Bevor allerdings die Behandlung in serumfreiem Medium erfolgte,
musste zuerst ausgeschlossen werden, dass der Serumentzug fiir sich alleine
bereits toxisch ist. Daher wurde im néchsten Schritt die Auswirkung des

Serumentzugs auf SH-SYS5Y-Zellen untersucht.

Das gewohnliche Kulturmedium enthilt 10% (v/v) FCS. Wihrend des
Versuchs wurden die Zellen iiber einen Zeitraum von 48 Stunden mit
Kulturmedium inkubiert, dem geringere Mengen Serum zugesetzt worden waren.
Der Konzentrationsbereich variierte dabei von O bis 5%, eine Kontrollgruppe
wurde in normalem Medium mit 10% FCS kultiviert.

Es zeigte sich, dass die Zellen den Serumentzug ohne Probleme
iberstanden und sich die Zahl der apoptotischen Zellen im Vergleich zur Gruppe

mit Medium mit normalem Serumgehalt (10%) nicht erhoht hatte (Abb. 3.3-2).
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Abb. 3.3-2: Reduktion des Serumanteils im Kulturmedium iiber 48 Stunden hat keinen
schidigenden Effekt auf SH-SYSY-Zellen

SH-SY5Y-Zellen wurden mit Kulturmedium inkubiert, das unterschiedliche Mengen an Serum
enthielt, wobei der Konzentrationsbereich vom kompletten Serumentzug bis zum normalen
Kulturmedium mit einem Serumanteil von 10% reichte. Nach 48 Stunden wurde fixiert und die
Kerne mit Hoechst 33258 gefirbt. Der Anteil der apoptotischen Zellen erhohte sich dabei durch
den Serumentzug nicht. Dargestellt sind die Mittelwerte der apoptotischen Zellen =+
Standardabweichung in Prozent.
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Im folgenden Versuch wurde der Serumentzug mit einer Olsiurebehandlung
kombiniert, um herauszufinden, wie grof3 der Einfluss der Serumkonzentration auf
die Effekte der Olsiure ist. Die Ansitze erhielten auch diesmal unterschiedliche
Konzentrationen an Serum, kombiniert mit 200 uM Olsiure.

Nach sechsstiindiger Behandlung zeigte sich, dass sich die Zahl der
apoptotischen Zellen nur bei volligem Verzicht auf Serum signifikant erhoht hatte
(Abb. 3.3-3). Im gewihlten Konzentrationsbereich gab es auch keinen
erkennbaren linearen Zusammenhang zwischen FCS-Anteil und Olsiureeffekt:
Schon eine Serumgehalt von nur 1% verhinderte die Apoptoseinduktion, und der

Anteil geschidigter Zellen lag auf dem Niveau der Kontrollgruppe.
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Abb. 3.3-3: Effekt der Olsiurebehandlung von SH-SY5Y-Zellen in Abhiingigkeit von der
Serumkonzentration

SH-SY5Y-Zellen wurden mit Medium inkubiert, das neben unterschiedlichen Mengen Serum auch
200 uM Olsiure enthielt; bei der Kontrollgruppe wurde dem Medium 0,2% DMSO zugesetzt.
Nach 6 Stunden wurden die Zellen fixiert und mit Hoechst 33258 gefirbt. Die Olsiurebehandlung
filhrte nur dann zu einem signifikanten Anstieg des Anteils apoptotischer Zellen, wenn sie in
serumfreiem Medium durchgefiihrt wurde. Dargestellt sind die Mittelwerte der apoptotischen
Kerne =+ Standardabweichung in Prozent. *** p< 0,001 im Vergleich zur Kontrolle
(Varianzanalyse, Scheffé-Test).
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3.3.3 Morphologie der SH-SY5Y-Zellen nach Olsiiurebehandlung

Die Behandlung mit Olsiure hatte deutliche Auswirkungen auf das Aussehen der
SH-SYS5Y-Zellen. Normalerweise sind die Zellen lianglich polygonal und besitzen
kleinere Ausliufer. Nach der Behandlung mit Olsdure zeigten sich im Zytosol
kleine Fetttropfchen, die Zellen wurden zunehmend runder und begannen zu

schrumpfen (Abb. 3.3-4).

Abb. 3.3-4: Morphologische Verinderungen von SH-SY5Y-Zellen nach Behandlung
mit Olsiure

SH-SY5Y-Zellen wurden mit 150 uM Olsiure in serumfreiem Medium/0,15% DMSO
behandelt; die Kontrollgruppe (A) wurde lediglich mit Vehikel inkubiert. Nach drei
Stunden waren behandelte Zellen bereits deutlich runder und hatten zu schrumpfen
begonnen (B); der Effekt war nach sechs Stunden noch deutlicher zu erkennen (C; D). Die
Kontrollzellen hingegen behielten ihre urspriingliche Gestalt.
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3.3.4 Nilblaufirbung von SH-SY5Y-Zellen nach Olsiiurebehandlung

Soll die Olsdure in der Zelle einen Effekt auslosen, muss sie zunichst ins Innere
der Zelle gelangen. Um dies zu demonstrieren, wurden SH-SYS5Y-Zellen nach der
Behandlung mit 150 uM Olsiure mit Nilblau gefirbt, das mit Lipiden und
Fettsduren interagiert (Dunningham, 1968; Ostle and Holt, 1982). AnschlieBend
konnte durch Fluoreszenzdetektion mit dem konfokalen Laserscanning-
Mikroskop gezeigt werden, dass die Olsiure rasch in die Zelle aufgenommen

wurde und sich im Zytosol Fetttropfchen bildeten.

Abb. 3.3-5: Aufgenommene Olsiure bildet Lipidtropfchen im Zytosol von SH-SY5Y-Zellen
SH-SY5Y-Zellen wurden nach der Behandlung mit Olsdure 150uM in serumfreiem Medium
fixiert und mit Nilblau angefirbt. Die Aufnahmen des konfokalen Laserscanning-Mikroskops
(Helium-Neon-Laser) zeigen, dass die Olsidure in die Zellen aufgenommen wurde. Die Kontrolle
(A, B), die mit Vehikel behandelt worden war, zeigte nur eine leichte, durch endogene Fettsduren
bedingte Firbung. Im Zytosol der dlsdurebehandelten Zellen dagegen waren bereits nach einer (C,
D) bzw. nach zwei (E-G) Stunden stark fluoreszierende Lipidtropfchen zu erkennen.
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3.3.5 Zeitabhiingigkeit der Olsiurewirkung auf SH-SY5Y-Zellen

Die Erhohung des Anteils apoptotischer Zellen von rund 7 auf etwa 32% wurde
durch sechsstiindige Behandlung mit Olsdure erreicht. Im folgenden wurde nun
der Frage nachgegangen, ob der Effekt zeitabhiingig ist und lingere Inkubation zu

hoherer Schidigung fiihrt.

Erneut wurden SH-SY5Y-Zellen mit 200uM Olsdure in serumfreiem
Medium; behandelt; zusitzlich wurden die Zellen zwischen Entfernen des
normalen Kulturmediums und Zugabe des Olsiduremediums mit serumfreiem
Medium gespiilt, um den Zellen anhaftende Serumreste zu entfernen. Dies fiihrte
zu einer weiteren Erhohung der Apoptoserate nach 6 Stunden auf nun etwa 50%
(Abb. 3.3-6). AuBerdem ist die Olsidureschidigung deutlich zeitabhingig: Die
Farbung mit dem Kernfarbstoff Hoechst 33258 zeigte, dass die Induktion von
Apoptose bereits nach drei Stunden signifikant war, und sich der Anteil der
apoptotischen  Zellen verglichen mit dem der serumfrei inkubierten

Kontrollgruppe nach 24 Stunden auf rund 80% erhoht hatte.
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Abb. 3.3-6: Olsiure induziert in Abhiingigkeit von der Zeit Apoptose in SH-SY5Y-Zellen
Die Zellen wurden mit 200uM Olsiure in serumfreiem Kulturmedium behandelt. Die Kontrolle
wurde mit Vehikel (serumfreies Medium mit 0,2% DMSO) inkubiert. Firbung der Kerne mit
Hoechst 33258 zeigte einen signifikanten, zeitabhéngigen Anstieg apoptotischer Zellkerne im
Vergleich zur Kontrolle. Dargestellt sind die Mittelwerte der apoptotischen Zellen *+
Standardabweichung in Prozent. ** p<0,01, *** p< 0,001 im Vergleich zur Kontrolle
(Varianzanalyse, Scheffé-Test).
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3.3.6 Konzentrationsabhiingigkeit der Olsiurewirkung auf SH-SY5Y-Zellen

In einem weiteren Versuch wurde nun die Konzentrationabhingigkeit der
Olsdurewirkung untersucht. Die Behandlung der SH-SYS5Y-Zellen erfolgte wie
oben in serumfreiem Medium, allerdings mit unterschiedlichen Mengen Olsiure.
Die Zellen wurden nach 24 Stunden fixiert und mit Hoechst 33258 gefirbt. Es
zeigte sich, dass das Ausmal} der Schidigung auch von der Konzentration der
Olsiure abhingig ist: Wihrend 50 uM noch keine Apoptose auslosten, war sie bei
100 uM bereits hochsignifikant und stieg bei hoheren Konzentrationen auf Werte
zwischen 70 und 80% (Abb. 3.3-7). Dies wurde schon bei 150 uM erreicht;

hohere Olsiurekonzentrationen konnten das nicht mehr steigern.
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Abb. 3.3-7: Olsiure induziert in Abhingigkeit von der Konzentration Apoptose in
SH-SY5Y-Zellen

SH-SY5Y-Zellen wurden iiber einen Zeitraum von 24 Stunden mit unterschiedlichen
Konzentrationen Olsiure in serumfreiem Kulturmedium behandelt. Die Kontrolle wurde mit
Vehikel (serumfreies Medium mit 0,2% DMSO) inkubiert. Farbung der Kerne mit Hoechst 33258
zeigte einen signifikanten, konzentrationsabhidngigen Anstieg apoptotischer Zellkerne nach der
Behandlung. Dargestellt sind die Mittelwerte der apoptotischen Zellen + Standardabweichung in
Prozent. ** p<0,01, *** p< 0,001 im Vergleich zur Kontrolle (Varianzanalyse, Scheffé-Test).
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3.3.7 Vergleich der Olsiureeffekte auf SH-SY5Y-Zellen und embryonale

kortikale Rattenneuronen

Behandlung mit Olsdure induziert auch in embryonalen kortikalen
Rattenneuronen zeit- und konzentrationsabhingig Apoptose (Grzeschik, 2003).
Beim Vergleich der Olsiureeffekte auf die Neuroblastomzellen mit denen auf die

Neurone waren keine prinzipiellen Unterschiede erkennbar (Abb. 3.3-8).

W Kontrolle
A O Kontrolle B 0 Kontrolle + DMSO 0,25% -B27
m Olsaure

mOlsaure, 24 h
100

(4]
£ 80 @ __ 80
g R
= :60 2 ¢
284 R
o o0
-3 N 20 SN o
0 0
0 50 100 150 200 250 0O 0 50 100 150 200 250
Olsaure (uM) Olsaure (uM)
C okontolie serumfrei + DMs00,15% ~ [) mKontrolle -B27 + DMSO 0,15%
mOlsaure 150 uM m Olsaure 150 uM
0 100
1
()]
— 80
2 5 e0 5
G 2 o < o
2 = 60 E= -
%6 g2
S8, 2 = 40
IS o N
%N 20 g
0 0
24 4 8 24 2 ¢ 8 2
Zeit (h) Zeit (h)

Abb. 3.3-8: Vergleich der Olsiureeffekte auf SH-SY5Y-Zellen und kortikale Neurone

Die Olsdurebehandlung von SH-SY5Y-Zellen iiber 24h (A) fiihrte konzentrationsabhingig zum
Anstieg der apoptotischen Zellen. Die gleiche Behandlung fiihrte in embryonalen kortikalen
Rattenneuronen zu einem entsprechenden Ergebnis (B). Die Kontrolle wurde jeweils mit Vehikel
behandelt, bei (B) wurde zusitzlich eine Kontrollgruppe mit Neurobasalmedium mit B27-Zusatz
inkubiert. Ebenfalls vergleichbar ist die Zeitabhingigkeit der Schidigung mit 150 uM Olsiure; der
Anteil apoptotischer Zellen war sowohl in SH-SY5Y-Zellen (C) als auch in den Neuronen (D)
bereits nach 4 Stunden hochsignifikant.

Dargestellt sind die Mittelwerte der apoptotischen Zellen in Prozent + Standardabweichung.
** p<0,01, *** p>0,001, jeweils im Vergleich zur Kontrollgruppe (Varianzanalyse, Scheffé-Test).
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3.3.8 Untersuchung der Caspase 3-Aktivierung nach Olsiiurebehandlung

Obwohl der zelluldre Selbstmord prinzipiell auch ohne Caspase 3 ablaufen kann,
ist deren Aktivierung doch ein eindeutiger Hinweis auf Apoptose. Diese
Aktivierung zeigt sich iblicherweise in einer Zunahme der reifen Caspase 3
(Cohen, 1997).

Nach der Behandlung embryonaler kortikaler Neurone mit 150 uM Olsiure
war in der Frithphase der Schiddigung keine Aktivierung der Caspase 3 zu
erkennen; nach 24 Stunden allerdings wurde eine deutliche Zunahme des reifen

Enzyms beobachtet (Abb. 3.3-9): Die Caspase 3 war aktiviert.
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Abb. 3.3-9: Spite Aktivierung von Caspase-3 in embryonalen kortikalen Neuronen nach
Behandlung mit Olsiiure 150 pM

In den ersten acht Stunden nach Beginn der Behandlung sowie in der mit normalem Kulturmedium
inkubierten Kontrollgruppe war zwar die inaktive Procaspase 3 detektierbar, nicht aber die
apoptoserelevante Caspase 3 selbst. Nach 24 Stunden war in der Kontrollgruppe ohne B27 etwas
reife Caspase 3 zu erkennen; in der 6lsdurebehandelten Gruppe war sie deutlich aktiviert.
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3.3.9 Detektion von PP2Cc, PP2CB und Bad nach Olsiiurebehandlung

Um zu iiberpriifen, ob die olsdurevermittelte Aktivierung der PP2C in vivo zu
einer Verdnderung ihrer Expression fiihrt, wurden PP2Ca und PP2CP in Lysaten
entsprechend behandelter Zellen durch Western Blotting detektiert.

Weder in SH-SY5Y-Zellen noch in embryonalen kortikalen Neuronen
bewirkte die Olsdurebehandlung eine Verinderung der Expression von PP2Ca
(Abb. 3.3-10) oder PP2CP (Abb. 3.3-11).

Auch die Untersuchung des PP2C-Substrates Bad zeigte keine Verinderung
der Proteinmenge nach Olsidurebehandlung (Abb. 3.3-12).

Neben der Detektion der genannten Proteine mittels Western Blotting wurde
auch eine immunzytochemische Doppelfirbung von PP2CB und Bad in
Olsdurebehandelten =~ SH-SYS5Y-Zellen durchgefiihrt (Abb. 3.3-13). Eine

Regulation war auch hier nicht erkennbar.
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Abb. 3.3-10: Die Western Blot-Detektion nach Olsiurebehandlung von SH-SY5Y-Zellen
oder embryonalen kortikalen Neuronen zeigte keine Regulation der PP2Co

SH-SY5Y-Zellen wurden mit 150 pM Olsdure in serumfreiem Medium behandelt; die
Kontrollgruppe wurde mit serumfreiem Medium + 0,15% DMSO inkubiert. Die Western Blot-
Detektion von PP2Co zeigte keine Verdnderung der Proteinmenge im Verlauf der
Olséiurebehanglung (A). Auch in embryonalen kortikalen Neuronen blieb der PP2Co Spiegel
wihrend der Olsdaurebehandlung unveriandert (B).
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Abb. 3.3-11: Die Western Blot-Detektion nach Olsiurebehandlung von SH-SY5Y-Zellen
oder embryonalen kortikalen Neuronen zeigte keine Regulation der PP2CJ

SH-SY5Y-Zellen wurden mit 150 puM Olsidure in serumfreiem Medium behandelt; die
Kontrollgruppe wurde mit serumfreiem Medium + 0,15% DMSO inkubiert. Die Western Blot-
Detektion von PP2C[ lieB weder in der Frithphase der Schiddigung (A) noch zu spiteren
Zeitpunkten (B) eine Regulation erkennen. Auch in embryonalen kortikalen Neuronen blieb die

PP2CB-Menge withrend der Olsiurebehandlung unverindert (C).
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Abb. 3.3-12: Die Western Blot-Detektion nach Olsiurebehandlung von SH-SY5Y-Zellen
oder embryonalen kortikalen Neuronen zeigte keine Regulation von Bad

SH-SY5Y-Zellen wurden mit 150 puM Olsidure in serumfreiem Medium behandelt; die
Kontrollgruppe wurde mit serumfreiem Medium + 0,15% DMSO inkubiert. Die Western Blot-
Detektion von Bad lie3 weder in der Frithphase der Schidigung (A) noch zu spéteren Zeitpunkten
(B) eine Regulation erkennen. Auch in embryonalen kortikalen Neuronen blieb der Bad-Spiegel
wihrend der Olsiurebehandlung unverindert (C).
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Abb. 3.3-13: Die immunzytochemische Detektion von PP2CB und Bad in SH-SY5Y-Zellen
nach der Behandlung mit Olsiiure bestitigte die Western Blot-Befunde

SH-SY5Y-Zellen wurden mit Olsdure 150 UM in serumfreiem Medium/0,15% DMSO behandelt
und zu den angegebenen Zeitpunkten fixiert. Wie bereits der Western Blot liel auch die
Doppelfirbung von PP2C und Bad keine Veriinderungen erkennen. Die Negativkontrolle wurde

PP2C

Bad

Uber-
lagerung

ohne Erstantikorper inkubiert.

3.3.10 Untersuchung der Bad-Phosphorylierung nach Olsiurebehandlung

Die PP2C kann in vitro verschiedene Aminosidurereste von Bad
dephosphorylieren (Klumpp et al., 2003). Hier sollte untersucht werden, ob die
Behandlung mit PP2C-aktivierender Olsiure den Phosphorylierungsgrad von Bad
in SH-SYS5Y-Zellen beeinflusst.

Fiir diese Tests standen phosphospezifische Antikorper gegen pBad-S''?,
pBad-S"® und pBad-S'*® zur Verfiigung. Leider lieB deren tatsichliche Spezifitit
zu wiinschen iibrig. Um die Detektion zu verbessern, wurde eine
Immunprézipitation mit dem spezifischen Antikorper gegen Gesamt-Bad
durchgefiihrt. Die Western Blots wurden dann mit den pBad-Antikdrpern
inkubiert. Nach der Detektion wurden die gleichen Blots mit dem Antikérper
gegen Gesamt-Bad behandelt, um die Lage der pBad-Banden zu verifizieren und
gleichzeitig das Verhiltnis pBad/Gesamt-Bad abschétzen zu konnen.

Allerdings war in keinem der drei Félle eine eindeutige Regulation der Bad-

Phosphorylierung nach Olsiurebehandlung zu erkennen.
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Abb. 3.3-14: Immunprizipitation mit anschlieBender Detektion von pBad-S'*, pBad-S"*¢
und pBad-S"*° nach Olsiiurebehandlung von SH-SY5Y-Zellen
Erlduterungen s. nédchste Seite
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Beschriftung zu Abb. 3.3-14:

SH-SY5Y-Zellen wurden mit 150 uM Olsiure in serumfreiem Medium behandelt; die
Kontrollgruppe wurde mit serumfreiem Medium + 0,15% DMSO inkubiert. Nach der Lyse wurde
eine Immunprézipitation mit dem polyklonalen Antikorper gegen Gesamt-Bad/Protein A-
Sepharose durchgefiihrt. Auf die mit ,SY5Y* bezeichnete Bahn wurde ein nach dem {iiblichen
Protokoll fiir Western Blot gewonnenes Zelllysat aus unbehandelten SH-SYS5Y-Zellen
aufgetragen. Der Nachweis des phosphorylierten Bad-Proteins erfolgte mit den
phosphospezifischen Antikorpern gegen pBad-S''? (A), pBad-S'*® (B) beziehungsweise pBad-S'>
©).

In allen drei Fillen zeigte sich, dass bei Verwendung der iiblichen Zelllysate (SYS5Y) viele
unspezifische Signale auftraten, wihrend an der Stelle, an der sich die pBad-Bande befinden sollte,
nichts zu erkennen war. Die immunprizipitierten Gruppen dagegen wurden gut detektiert; die
erhaltene pBad-Bande wurde jeweils im direkten Anschluss durch den Nachweis von Gesamt-Bad
identifiziert. Allerdings konnte bei keiner der drei Phosphorylierungsstellen eine eindeutige
Regulation beobachtet werden; das Verhéltnis von pBad zu Gesamt-Bad 4nderte sich nicht
merklich. .

IgGyc: Immunglobulin, light chain/leichte Kette

IgGyc: Immunglobulin, heavy chain/schwere Kette
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3.4 Untersuchungen zur fettsdureinduzierten Apoptose in

SH-SYSY-Zellen und in embryonalen kortikalen Neuronen

Fettsduren konnen die Proteinphosphatase 2C aktivieren, sofern sie eine Reihe
struktureller Voraussetzungen erfiillen (Klumpp et al., 1998). Konkret gilt dabei
fir Fettsduren mit mehr als 15 Kohlenstoffatomen, dass sie iiber mindestens eine,
zudem cis-konfigurierte, Doppelbindung verfiigen miissen; die Sdurefunktion

muss frei vorliegen.

Wird eine dieser Bedingungen nicht erfiillt, bleibt die Aktivitit der PP2C

unverandert:

Tab. 3.4-1: Zusammenhang zwischen Fettsiuren und der Aktivierung der PP2C

Substanz Konfiguration | Siurefunktion iiZ.C.-
tivierung
Olséiure 18:1 |cis ja ja
Stearinsiure 18:0 |- ja nein
Elaidinsiure 18:1 |trans ja nein
Olsiiuremethylester | 18:1 | cis nein nein
Linolsiure 18:2 |cis/cis ja ja

Fiir die PP2C-aktivierende Olsiure konnte bereits gezeigt werden, dass sie in der
Lage ist, in unterschiedlichen Zellsystemen Apoptose auszuldsen.

Geht man davon aus, dass dieser Effekt unter den gewihlten
Versuchsbedingungen auf eine Aktivierung der PP2C zuriickzufiihren ist, so

sollten Substanzen, die nicht alle Kriterien erfiillen, keine Apoptose auslosen.

Aus diesem Grund wurde das apoptoseauslosende Potential einiger Substanzen
untersucht, die sich von der Olsiure jeweils hinsichtlich eines Merkmals

unterscheiden.
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3.4.1 Stearinsiure: der Einfluss der Doppelbindung

Im Gegensatz zur einfach ungesittigten Olsiure besitzt die Stearinsiure keine
Doppelbindung. In vitro kann sie deshalb die PP2C nicht aktivieren (Klumpp et
al., 1998).

Zur Priifung ihres Effekts in vivo wurden, dem Olsiureprotokoll folgend,
SH-SYS5Y-Zellen bzw. embryonale kortikale Rattenneurone mit unterschiedlichen
Stearinsdurekonzentrationen behandelt. In keinem der beiden Systeme konnte

dadurch Apoptose ausgelost werden (Abb. 3.4-1).

A OKontrolle serumfrei +DMSO 0,25%
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Abb. 3.4-1: Einfluss der Stearinsidure auf SH-SYSY-Zellen und kortikale Neurone
SH-SY5Y-Zellen (A) bzw. embryonale kortikale Rattenneurone (B) wurden mit Stearinsdure
unterschiedlicher Konzentration behandelt, nach 24 Stunden fixiert und mit Hoechst 33258
gefirbt. In beiden Fillen blieb der Anteil der apoptotischen Zellen unverindert. Dargestellt sind
die Mittelwerte der apoptotischen Zellen in Prozent * Standardabweichung.
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3.4.2 Elaidinsiure: cis- gegeniiber trans-Konfiguration

Olsdure und Elaidinsdure sind cis-trans-Isomere; die trans-konfigurierte
Elaidinsdure kann in vitro die Aktivitit der PP2C nicht erhthen (Klumpp et al.,
1998).

Erneut wurden sowohl SH-SY5Y-Zellen als auch embryonale kortikale
Rattenneurone 24 Stunden lang behandelt, diesmal mit Elaidinsdure in
unterschiedlichen Mengen. Auch hier zeigte die Hoechstfirbung keine Zunahme
der apoptotischen Zellen; anders als das cis-Isomer hatte Elaidinsdure keinen

schiadigenden Effekt (Abb. 3.4-2; Abb. 3.4-3).
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Abb. 3.4-2: Einfluss von Elaidinsidure auf SH-SYS5Y-Zellen bzw. auf kortikale embryonale
Rattenneurone

SH-SY5Y-Zellen (A) bzw. embryonale kortikale Rattenneurone (B) wurden mit Elaidinsdure
unterschiedlicher Konzentration behandelt, nach 24 Stunden fixiert und mit Hoechst 33258
gefirbt. In beiden Fillen blieb der Anteil der apoptotischen Zellen unverindert. Dargestellt sind
die Mittelwerte der apoptotischen Zellen in Prozent * Standardabweichung.
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Abb. 3.4-3: Vergleich der Effekte von Olsiiure und Elaidinsiiure auf SH-SY5Y-Zellen
SH-SY5Y-Zellen wurden mit 150uM Olsiure bzw. Elaidinsiure behandelt; eine Kontrollgruppe
wurde mit normalem Kulturmedium, die iibrigen mit Vehikel inkubiert. Wihrend die Elaidinsiure
keine schidigenden Effekte hatte, 16ste Olsiure zeitabhiingig Apoptose aus. Dargestellt sind die
Mittelwerte der apoptotischen Zellen in Prozent + Standardabweichung. *** p<0,001 im Vergleich
zur Kontrolle bzw. zur Elaidinsauregruppe (Varianzanalyse, Scheffé-Test)

Die unterschiedliche Wirkung auf die Zellen beruht nicht darauf , dass die
Elaidinsdure schlechter in die Zellen aufgenommen wird; dies zeigen

entsprechende Aufnahmen nach Firbung mit Nilblau :

Olsiure 150uM Elaidinsiure 150uM

Kontrolle

Abb. 3.4-4:
Olséiure und Elaidinsiiure wurden von SH-SY5Y-Zellen gleichermaBien aufgenommen
SH-SY5Y-Zellen wurden mit 150 uM Olsiure bzw. Elaidinsiure behandelt. Die Kontrollgruppe
wurde mit Vehikel (serumfreiem Medium mit 0,15% DMSO) inkubiert. Nach zwei bzw. vier
Stunden wurden die Zellen fixiert und mit Nilblau gefirbt. Die Aufnahmen des konfokalen
Laserscanning-Mikroskops zeigen, dass Olsiure und Elaidinsiure in vergleichbaren Mengen in
die Zellen aufgenommen wurden.
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3.4.3 Olsiiuremethylester: der Einfluss der Siurefunktion

Das Vorhandensein einer Carboxylgruppe, wie bei Olsidure der Fall, ist fiir die
PP2C-Aktivierung mit entscheidend. Im Olsiuremethylester liegt die
Saurefunktion allerdings nicht mehr frei vor; dem entsprechend wirkt er nicht
aktivierend (Klumpp et al., 2001)

Auch auf SH-SY5Y-Zellen und auf embryonale kortikale Rattenneurone
hatte der Ester keinen erkennbaren FEinfluss: Nach vierundzwanzigstiindiger
Inkubation mit unterschiedlichen Ester-Konzentrationen war der Anteil der

apoptotischen Zellen in beiden Fillen unverindert (Abb. 3.4-5).
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Abb. 3.4-5: Einfluss von Olsiiuremethylester auf SH-SY5Y-Zellen bzw. kortikale Neurone
SH-SY5Y-Zellen (A) bzw. embryonale kortikale Rattenneurone (B) wurden mit
Olsiduremethylester unterschiedlicher Konzentration behandelt, nach 24 Stunden fixiert und mit
Hoechst 33258 gefirbt. In beiden Fillen blieb der Anteil der apoptotischen Zellen unveréndert.
Dargestellt sind die Mittelwerte der apoptotischen Zellen in Prozent + Standardabweichung.
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Auch die Untersuchung der Aktivierung von Caspase 3 nach der Behandlung
embryonaler kortikaler Neurone zeigte deutliche Unterschiede zwischen der
Olsdure und ihrem Methylester: Nach 24-stiindiger Inkubation —mit
Olsduremethylester war nur eine sehr schwache Zunahme an reifer Caspase 3 zu
erkennen, die sich nicht von derjenigen der Kontrolle ohne B27-Supplementation
unterschied (Abb. 3.4-6); die Behandlung mit Olsiure dagegen hatte zu einer
deutlichen Aktivierung der Caspase 3 gefiihrt.

Procaspase 3

Caspase 3
dai
K K Olsdiure  Olséiure-
-B27 methylester

Abb. 3.4-6: Western Blot-Detektion von Caspase-3 in embryonalen kortikalen
Neuronen nach Behandlung mit Olsiure bzw. Olsiuremethylester

Die Neurone wurden iiber 24 Stunden mit Olsdure 150uM bzw. Olsiuremethylester 150uM
in Neurobasal —-B27 + 0,15% DMSO behandelt; die Kontrolle K-B27 wurde in Vehikel, die
Kontrolle K in Neurobasal + B27 inkubiert.

Die Detektion von Caspase 3 im Western Blot zeigte einen deutlichen Anstieg des
Caspase 3-Spiegels nach Olsiurebehandlung, wihrend er beim Methylester auf
Kontrollniveau blieb.
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Dass der Methylester der Olsidure keine Apoptose auslost, liegt nicht an
mangelnder Penetration der Zellmembran: Auch der Ester wird in SH-SYS5Y-

Zellen aufgenommen und akkumuliert im Zytoplasma (Abb. 3.4-7).

Abb. 3.4-7: Olsiuremethylester wird in SH-SY5Y-Zellen aufgenommen
SH-SY5Y-Zellen wurden mit 150 uM Olsiuremethylester behandelt. Die Kontrollgruppe
(A) wurde mit Vehikel (serumfreies Medium mit 0,15% DMSO) inkubiert. Nach 30
Minuten wurden die Zellen fixiert und mit Nilblau gefirbt. Die Aufnahmen des
konfokalen Laserscanning-Mikroskops zeigen, dass Olsiuremethylester in die Zellen
aufgenommen wurde.

In vitro antagonisiert Olsiduremethylester dosisabhiingig den PP2C-aktivierenden
Effekt von Olsiure (Klumpp, personliche Mitteilung). Daher wurde untersucht, ob
dieser Effekt auch in Zellkulturexperimenten auftritt und die Kombination mit
Olsiduremethylester die apoptoseinduzierende Wirkung der Olsidure auf SH-
SYS5Y-Zellen und Neurone verringert.

Daher wurden SH-SY5Y-Zellen bzw. embryonale kortikale Neurone mit
Olsiure, dem Ester und Kombinationen daraus behandelt. Das Ergebnis war
tiberraschend: In Kombination mit dem selbst nicht toxischen Methylester
schidigte die Olsiure bei gleicher Konzentration im Behandlungsmedium viel

effektiver (Abb. 3.4-8):



100 Ergebnisse

A OKontrolle serumfrei +
60 - DMSO 0,2%
~ . + B Olsauremethlyester
&\i 50 - fkk *kKk
S T O Olsaure
3 40-
5 | .
2 30~ OQIséure +
A Ols&uremethylester
5 20 -
-
8 10
©
ol = =
0 0 100 200 100  Olsaure (M)
0 200 0 0 100  Olsauremethylester (uM)
OKontrolle -B27 +
B DMSO 0,2%
50 - t B Olsduremethylester
45 ke e .
40 | X -.lL OOlsaure
23 OOIsaure +
Olsauremethylester

apoptotische Zellen (%)
N
[6)]

20 -

15 4

10 4

5,

[q R | |- | L
0 0 0

100 150 200 100 Olsédure (uM)
0 100 200 0 0 0 100 Olsauremethylester (uM)

Abb. 3.4-8: Kombination mit Olsiuremethylester verstiirkt die apoptoseinduzierenden
Effekte der Olsiure auf SH-SY5Y-Zellen und auf embryonale kortikale Neurone
SH-SY5Y-Zellen wurden fiir 6 Stunden (A), embryonale kortikale Neurone fiir 8 Stunden (B) mit
Olsiuremethylester und Olsiure alleine und in Kombination behandelt. Die Kontrollen wurden
jeweils mit Vehikel inkubiert. Olsiuremethylester alleine schidigte die Zellen nicht; Olsdure
induzierte konzentrationsabhingig Apoptose in beiden Zelltypen. Kombination der Olsiure mit
dem Ester fiihrte zu einer signifikanten Verstdarkung ihrer Wirkung.

Dargestellt sind die Mittelwerte der apoptotischen Kerne in Prozent * Standardabweichung.
* p<0,05, *** p<0,001, bezogen jeweils auf die Kontrolle resp. auf die Behandlung mit
Olséiuremethylester alleine; + p<0,05, +++ p<0,001, bezogen jeweils auf die Gruppe mit 100uM
Olsdure (Varianzanalyse, Scheffé-Test).
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3.4.4 Linolsiure: die Positivkontrolle

SchlieBlich wurde eine Fettsidure untersucht, die alle geforderten Kriterien fiir die
Aktivierung der PP2C erfiillt: die Linolsdure. Sie unterscheidet sich von der
Olsiure lediglich durch das Vorhandensein einer weiteren Doppelbindung. Auch
sie aktiviert auch in vitro die PP2C und ist dabei in ihrer Potenz der Olsiure

vergleichbar (Klumpp et al., 1998).
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Abb. 3.4-9: Einfluss von Linolsiure auf SH-SYSY-Zellen bzw. auf kortikale Neurone
SH-SY5Y-Zellen (A) bzw. embryonale kortikale Rattenneurone (B) wurden mit Linolsdure
unterschiedlicher Konzentration inkubiert, nach 24 Stunden fixiert und mit Hoechst 33258 gefirbt.
Beide Male fiihrte diese Behandlung zu einem konzentrationsabhingigen Anstieg des Anteils
apoptotischer Zellen. Dargestellt sind die Mittelwerte der apoptotischen Zellen in Prozent +
Standardabweichung. * p< 0,05, ** p< 0,01, *** p<0,001 im Vergleich zur Kontrolle
(Varianzanalyse, Scheffé-Test)
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Tatsdchlich erhohte Linolsdure in unterschiedlichen Konzentrationen in SH-
SY5Y-Zellen wie in embryonalen kortikalen Rattenneuronen den Anteil der
apoptotischen Zellen betrichtlich (Abb. 3.4-9). Die Effekte waren sowohl
konzentrations- als auch zeitabhdngig und entsprachen weitestgehend denen der

Olsédure (Abb. 3.4-10).
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Abb. 3.4-10: Linolsiure und Olséiure haben vergleichbare Effekte auf SH-SY5Y-Zellen sowie
auf embryonale kortikale Neuronen

Behandlung von SH-SY5Y-Zellen (A) bzw. von embryonalen kortikalen Rattenneuronen (B) mit
150uM Linolsdure fiihrte zeitabhdngig zum Anstieg des Anteils apoptotischer Zellen, detektiert
durch Kernfiarbung mit Hoechst 33258. Das Ausmal} der Schadigung entsprach den Effekten der
identischen Menge Olsiure, ebenfalls in SH-SYS5Y- (C) bzw. kortikalen Neuronen (D).
Dargestellt sind sie Mittelwerte der apoptotischen Zellen in Prozent * Standardabweichung.
** p<0,01, *** p<0,001, jeweils bezogen auf die Kontrolle (Varianzanalyse, Scheffé-Test).
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3.5 Etablierung eines Systems zum simultanen Knockdown von

PP2Co und PP2C in SH-SY5Y-Zellen

Ziel der Bemiihungen war die Etablierung der RNA-Interferenz (RNAi) in
SH-SY5Y-Zellen; auf diesem Weg sollte die Expression von PP2Ca und PP2CJ
verringert und die Untersuchung ihrer Funktion in der Zelle moglich werden.

Zu diesem Zweck sollten chemisch synthetisierte siRNA-Oligonukleotide
mittels Lipofektion in die Zelle eingeschleust werden und dort durch gezielten
Abbau der mRNA von PP2Co und PP2CB deren Translation zum Protein

verhindern.

Der Erfolg der RNAI ist generell von vielen Faktoren abhingig. Bestehende
Protokolle fiir andere Systeme dienen lediglich der Orientierung, letztlich miissen
die optimalen Versuchsbedingungen fiir jeden Zelltyp und jedes Zielprotein
ausgetestet und etabliert werden.

Unter der Annahme, dass die ausgewihlten siRNA-Sequenzen grundsitzlich
funktionieren, bedeutet das fiir die eigentliche Transfektion, dass zunichst ein
geeignetes, das heillit fiir die betreffende Zelllinie nicht toxisches,
Transfektionsreagenz ausgewidhlt werden muss. Ferner muss die optimale
Zelldichte fir die Transfektion ermittelt werden, ebenso wie die effektivste
Konzentration an Lipofektionsreagenz wie auch an siRNA.

Ist ein erfolgreiches Transfektionsprotokoll etabliert, so muss auch der
zeitliche Verlauf der Herunterregulation untersucht werden; auch hier gibt es
betrichtliche Differenzen zwischen verschiedenen Proteinen, unter anderem
bedingt durch ihre Stabilitdt und die Umschlagsrate in der Zelle. Gerade fiir den
Fall, dass eine Schidigung der Zellen wihrend der Knockdown-Phase geplant ist,
etwa um die Beteiligung eines Proteins an den entsprechenden apoptotischen
Signalkaskaden zu untersuchen, ist die Kenntnis des zeitlichen Profils

unumgénglich.
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3.5.1 Auswahl eines geeigneten Lipofektionsreagenzes

Die RNA-Interferenz wird durch doppelstringige RNA-Stiicke von 21
Nukleotiden Lédnge vermittelt. Um ihre Wirkung entfalten zu kdnnen, muss diese
siRNA zunidchst in die Zelle eingeschleust werden; bei der Lipofektion wird diese
Aufgabe je nach Formulierung von kationischen Liposomen oder
Polyaminverbindungen iibernommen. Es stehen eine Reihe von Reagenzien
verschiedener Hersteller zur Verfligung; einige davon wurden getestet, um ein fiir
SH-SY5Y-Zellen gut vertrigliches Produkt zu finden.

Die Reagenzien wurden in den Konzentrationen eingesetzt, die in den
entsprechenden Produktinformationen empfohlen wurden. Behandlungsmedium
war OptiMEM®, eine serum- und antibiotikafreie Abwandlung von MEM, das fiir
Transfektionsversuche gut geeignet ist (Saffer and Hughes, 1986).

Von den drei getesteten Lipofektionsreagenzien war schlieBlich nur
Oligofectamine® gut vertrdglich fiir die SH-SY5Y-Zellen; Lipofectamine® und
RNAifect® erhohten den Anteil apoptotischer Zellen auf jeweils rund 60 Prozent
(Abb. 3.5-1) und kamen daher fiir die Transfektion nicht in Frage.
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Abb. 3.5-1: Toxische Effekte verschiedener Lipofektionsreagenzien auf SH-SY5Y-Zellen
SH-SY5Y-Zellen wurden iiber 72 Stunden hinweg mit den Lipofektionsreagenzien in den
angegebenen Konzentrationen behandelt; Vehikel war OptiMEM®. Die Kernfarbung mit Hoechst
33528 zeigte, dass sowohl Lipofectamine® als auch RNAifect® den Anteil apoptotischer Zellen
signifikant erhoht hatten; Oligofectamine® dagegen hatte keinen schidigenden Effekt und war
daher am besten vertréglich.

Dargestellt sind die Mittelwerte apoptotischer Zellen in Prozent * Standardabweichung.
*##% p<0,001 im Vergleich zur Kontrolle (Varianzanalyse, Scheffé-Test).
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Um herauszufinden, ob und wenn ja, ab welcher Konzentration auch
Oligofectamine® fiir SH-SYS5Y-Zellen toxisch ist, wurde nun eine
Konzentrationsreihe erstellt; die Zellen wurden iiber 72 Stunden hinweg mit
unterschiedlichen Mengen des Reagenzes in OptiMEM® inkubiert.

Es zeigte sich, dass Oligofectamine® nicht in beliebiger Menge vertragen
wird; ab einer Konzentration von 3 pl/ml kam es auch hier zu einer signifikanten
Schidigung der Zellen (Abb. 3.5-2). Das bedeutete, dass fiir die Transfektion nach

Moglichkeit geringere Mengen eingesetzt werden sollten.

O Kontrolle
@ Oligofectamine
= 50 -
§ 40
'3 30 - e sHkek
£ Hk
§ 20 '
o
3 10 - EI
2, [ [
o
®© oL L |
0 1,5 2 3 4 5 6 7,5

Konzentration (pl/ml)

Abb. 3.5-2: Toxische Effekte des Lipofektionsreagenzes Oligofectamine auf SH-SY5Y-Zellen
SH-SYS5Y-Zellen wurden mit unterschiedlichen Mengen Oligofectamine in OptiMEM® inkubiert.
Nach 72 Stunden wurden sie fixiert und die Kerne mit Hoechst 33258 gefirbt. Ab einer
Konzentration von 3 ul/ml war die Zunahme an apoptotischen Zellen signifikant, geringere
Mengen wurden besser vertragen.

Dargestellt sind die Mittelwerte apoptotischer Zellen in Prozent * Standardabweichung.
* p<0,05, **p<0,001, *** p<0,001 im Vergleich zur Kontrolle (Varianzanalyse, Scheffé-Test).
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3.5.2 Test der siRNA-Oligonukleotide fiir die PP2Co-RNAi

Zum Knockdown der PP2Co standen vier verschiedene chemisch
synthetisierte Oligonukleotide zur Verfiigung. In einem ersten orientierenden
Versuch wurden sie parallel auf ihre Wirksamkeit iiberpriift: So sollte ermittelt
werden, welche am effektivsten ist.

Die Uberpriifung der Wirkung auf RNA-Ebene zeigte bei allen untersuchten
Sequenzen eine mehr oder weniger ausgeprigte Verminderung der mRNA-
Spiegel der PP2Ca 24 Stunden nach der Transfektion (Abb. 3.5-3); am
ausgepragtesten war der Effekt bei Sequenz 3. Nach 48 Stunden hatten sich die

RNA-Spiegel wieder normalisiert und entsprachen dem Niveau der Kontrollen.

24h 48h

K Ko S1 S22 S3 S4 S1 S22 S3 o4

PP2Ca

B-Actin

Abb. 3.5-3: Uberpriifung der mRNA-Niveaus der PP2Co. nach der Transfektion von SH-
SY5Y-Zellen mit verschiedenen siRNA-Sequenzen

SH-SY5Y-Zellen wurden mit vier doppelstrangigen Oligonukleotiden (S1-S4) gegen die mRNA
der PP2Ca transfiziert. Die Zelldichte betrug etwa 5 x 10* Zellen/cm?; Behandlungsmedium war
OptiMEM®, Transfektionsreagenz Oligofectamine® (1,5 pl/ml). Die Kontrollgruppe K wurde
lediglich mit Medium, Gruppe K, mit Medium und Oligofectamine® inkubiert. Nach 24 bzw. 48
Stunden wurde die RNA aus den Zellen isoliert und eine RT-PCR durchgefiihrt. Nach
Elektrophorese auf einem 1%igen Agarosegel war in allen Féllen eine Abnahme der mRNA 24
Stunden nach der Transfektion zu beobachten, am deutlichsten bei Sequenz 3.

Im néchsten Versuch, durchgefiihrt nach dem gleichen Protokoll, wurden
statt der mRNA-Niveaus die Proteinspiegel iiberpriift. Die Detektion mit einem
spezifischen anti-PP2Co-Antikorper zeigte, dass die Regulation des Proteins
lange nicht so ausgeprigt war; allenfalls Sequenz 3 hatte eine leichte Reduktion
bewirkt (Abb. 3.5-4A). Das war auch bei der Wiederholung des Versuchs so;
allerdings war die Verminderung hier nach 48 statt nach 24 Stunden zu sehen

(Abb. 3.5-4B).
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Abb. 3.5-4: Uberpriifung der Proteinspiegel der PP2Co nach der
Transfektion mit verschiedenen siRNA-Sequenzen
SH-SY5Y-Zellen wurden mit vier doppelstrangigen Oligonukleotiden
(S1-S4) gegen die mRNA der PP2Cq transfiziert. Die Zelldichte
betrug etwa 5x10* Zellen/cm?; Behandlungsmedium war
OptiMEM®, Transfektionsreagenz Oligofectamine® (1,5 ul/ml). Die
Kontrollgruppe K wurde lediglich mit Medium, Gruppe K, mit
Medium und Oligofectamine® inkubiert. Nach 24 bzw. 48 Stunden
wurden die Zellen geerntet und die Proteinspiegel der PP2Co mittels
Western Blot untersucht.

Beim ersten Versuch (A) war allenfalls 24 Stunden nach der
Transfektion mit Sequenz 3 eine Verdnderung zu sehen, ansonsten
war keine Regulation erkennbar. Die Wiederholung (B) lieferte ein
entsprechendes Ergebnis, allerdings war hier die Verminderung der
PP2Ca erst nach 48 Stunden detektierbar.
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3.5.3 Einfluss der Zelldichte auf den Transfektionserfolg

Nachdem das bisher verwendete Protokoll zu keiner befriedigenden Reduktion
von PP2Ca gefiihrt hatte, sollte es nun weiter optimiert werden. Da nach ersten
Erkenntnissen die Sequenz 3 am vielversprechendsten war, wurde sie auch in den

nachfolgenden Versuchen verwendet.

Die Zelldichte spielt eine wichtige Rolle bei der Transfektion von
kultivierten Zellen; ihr Optimum ist stark von der verwendeten Linie abhingig
und schwankt zwischen 30 und 70% (Elbashir et al., 2002).

Bei ansonsten unverdnderten Versuchsbedingungen wurden hier drei
verschiedene Zelldichten untersucht. Zu keinem der untersuchten Zeitpunkte, 24
beziehungsweise 48 Stunden nach der Transfektion, wurde eine Verdnderung des
Proteinniveaus der PP2Ca beobachtet, gleichgiiltig, ob die Zelldichte nun 2-10°,
4-10* oder 8-10*Zellen/cm? betrug (Abb. 3.5-5).

siRNA

K, 24h 48h
210 410 810  2-10° 410* 810 210° 410° 810°  Zellen/cm?

o cm— ”‘ PP2Ca

w e e RS - (X-Tublllin

Abb. 3.5-5: Einfluss der Zelldichte bei der Transfektion von SH-SY5Y-Zellen auf die
Proteinspiegel der PP2Ca.

SH-SYS5Y-Zellen wurden siRNA (Endkonzentration 30 nM) gegen PP2Ca transfiziert. Die
Zelldichte variierte und betrug 2x10*, 4x10* oder 8 x 10*Zellen/cm?; Behandlungsmedium
war OptiMEM®, Transfektionsreagenz Oligofectamine® (1,5 pl/ml). Die jeweiligen
Kontrollgruppen K, wurden mit Medium und Oligofectamine® inkubiert. Nach 24 bzw. 48
Stunden wurden die Zellen geerntet und die PP2Co-Menge mittels Western Blot
untersucht.

Bei keiner der Gruppen wurde eine Verdnderung des Proteinspiegels erreicht.
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3.5.4 Einfluss der siRNA-Menge auf den Transfektionserfolg

Der Erfolg der RNAI ist nicht nur von der Sequenz der eingesetzten siRNA-
Oligonukleotide abhingig; Faktoren wie Reinheit und Menge beeinflussen das
Ergebnis ebenso. Fiir die bisherigen Versuche wurde die siRNA in einer
Endkonzentration von 30 nM zur Transfektion eingesetzt; jetzt wurde sie auf
80 nM erhoht. Einmal wurde wie zuvor die Sequenz 3 verwendet, beim zweiten
Versuch wurden die Sequenzen 1 und 3 zu gleichen Teilen kombiniert.

Das Ergebnis entsprach dabei im wesentlichen den fritheren Resultaten:
Nach 24 Stunden war bei Sequenz 3 alleine eine leichte Reduktion des
Proteinniveaus zu verzeichnen, die allerdings noch immer nicht befriedigend war
Abb. 3.5-6A). Bei der Kombination war die Verminderung deutlicher, wobei
allerdings auch bei der Kontrolle weniger Protein vorhanden war, was eventuelle

toxische Effekte vermuten ldsst (Abb. 3.5-6B).
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Abb. 3.5-6: Einfluss der siRNA-Menge auf den Erfolg der PP2Co-RNAi

SH-SY5Y-Zellen wurden mit siRNA gegen PP2Ca transfiziert; ihre Endkonzentration im
Transfektionsansatz war 80 nM. Fiir Versuch (A) wurde Sequenz 3 verwendet; fiir Versuch (B)
wurden die Sequenzen 1 und 3 zu gleichen Teilen kombiniert. Die Zelldichte betrug etwa
5x10*  Zellen/cm?; Behandlungsmedium war OptiMEM®, Transfektionsreagenz
Oligofectamine® (1,5 ul/ml). Die Kontrolle K wurde nur mit Medium, die Kontrolle K, mit
Medium und Oligofectamine® inkubiert. Nach 24, 48 und 72 Stunden wurden die Zellen
geerntet und die Proteinspiegel der PP2Ca mittels Western Blot untersucht.

Bei Versuch (A) fiihrte die erhohte Konzentration der Sequenz 3 zu einer leichten Reduktion
der Proteinmenge. Die Kombination der beiden Sequenzen 1 und 3 fiihrte zu einer deutlicheren
Verminderung; allerdings ist auch bei der Kontrolle Ky der PP2Ca-Spiegel etwas verringert.
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3.5.5 Test der Sequenz 1 fiir die PP2CB-RNAi

Nicht nur die PP2Ca, auch die PP2C[P sollte mittels RNAi herunterreguliert
werden. Zu Beginn stand hierfiir lediglich die Sequenz 1 zur Verfiigung; bei der
Untersuchung ihrer Wirksamkeit wurde das gleiche Protokoll verwendet wie
zuvor bei der PP2Co.

Nicht nur die Durchfiihrung des Versuchs, auch das Ergebnis war das
gleiche: Wihrend die mRNA der PP2CB 24 Stunden nach der Transfektion
deutlich verringert war, hatte das keine erkennbaren Auswirkungen auf die Menge

des Proteins; sie war sowohl nach 24 als auch 48 Stunden unveridndert (Abb.

3.5-7).
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Abb. 3.5-7: Effekte der Transfektion von SH-SYS5Y-Zellen mit siRNA-
Oligonukleotiden auf den mRNA- bzw. Proteinspiegel der PP2CJ
SH-SY5Y-Zellen wurden mit siRNA-Oligonukleotiden  (PP2CB-Sequenz 1;
Endkonzentration 30 nM) transfiziert. Die Zelldichte betrug etwa 5 X 10* Zellen/cm2;
Behandlungsmedium war OptiMEM®, Transfektionsreagenz Oligofectamine®
(1,5 pl/ml). Die Kontrollgruppe K wurde lediglich mit Medium, Gruppe K, mit Medium
und Oligofectamine® inkubiert. Nach 24 bzw. 48 Stunden wurde die RNA aus den
Zellen isoliert und eine RT-PCR durchgefiihrt; bei einem zweiten Versuch wurden die
Zellen fiir den Western Blot geerntet

Das Resultat entsprach dem der PP2Co-RNAi: Wihrend nach 24 Stunden im
Agarosegel kein Signal auszumachen war (A), blieb die detektierte Proteinmenge
praktisch unverindert (B).
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3.5.6 Kombinierte Transfektion von SH-SYS5Y-Zellen mit siRNA-
Oligonukleotiden zum Knockdown von PP2Ca und PP2CPB

Fir die nachfolgenden Versuche wurde das Transfektionsprotokoll in einem
wesentlichen Punkt gedndert: Statt die Zellen wie bisher in Kulturschalen
auszusden und am folgenden Tag zu behandeln, wurde nun direkt nach dem
Splitten der Zellen in Suspension transfiziert.

Grund fiir die Umstellung war die Neigung der SH-SYS5Y-Zellen zur
Clusterbildung: Nach der Aussaat war der Zellrasen oft nicht gleichmiBig;
stattdessen hatten sich hidufig Klumpen gebildet. Grundsitzlich bedeutete das fiir
die Zellen im Inneren des Aggregats, dass sie nicht so gut transfiziert werden
konnten, da die Oberflidche, die mit dem Transfektionsmedium in Kontakt kommt,
reduziert war. In Suspension dagegen werden die Zellen stindig umspiilt, was die
Aufnahme der Transfektionskomplexe verbessern sollte.

Leider fiihrte auch das verinderte Protokoll nicht unmittelbar zum Erfolg

(Abb. 3.5-8):
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Abb. 3.5-8: Effekte der Suspensiontransfektion mit siRNAs gegen PP2Ca und PP2CP
SH-SY5Y-Zellen wurden in Medium suspendiert (10° Zellen/ml). Die Kontrollgruppe N wurde
mit normalem Kulturmedium, Gruppe K mit OptiMEM®, Gruppe K, mit Medium und
Oligofectamine® inkubiert. Die Oligofectamine®-Konzentration betrug stets 8 ul/ml. Eine
Gruppe der Zellen wurde nur mit siRNA gegen PP2Ca (Sequenz PP2Ca-3; 120 nM), eine nur mit
solcher gegen PP2CP (Sequenz PP2CB-1; 120 nM), die letzte Gruppe mit der Kombination der
siRNAs (je 120nM) transfiziert; die Transfektion dauerte 4 Stunden.

Die Detektion beider Zielproteine im Western Blot zeigte zu keinem der untersuchten Zeitpunkte
eine Regulation.
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Eine Regulation von PP2Ca oder PP2C war weder 24, 48 noch 72 Stunden
nach der Transfektion zu beobachten. Die Wiederholung des Versuchs unter
Verwendung der zweiten siRNA-Sequenz gegen PP2CP (PP2CB-Sequenz 2)
fiihrte zu einem entsprechenden Ergebnis (Abb. 3.5-9); auch hier war die
Expression der PP2Ca nach der kombinierten Transfektion unveridndert, und die

der PP2CP allenfalls nach 24 Stunden ein wenig reduziert (Abb. 3.5-9).
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Abb. 3.5-9: Wiederholung der Suspensionstransfektion von SH-SY5Y-Zellen mit
siRNAs gegen PP2Ca und PP2CJ

SH-SY5Y-Zellen wurden in OptiMEM® suspendiert (10° Zellen/ml) und iiber einen
Zeitraum von vier Stunden gleichzeitig mit siRNAs gegen PP2Ca (Sequenz PP2Ca-3;
120 nM), und PP2CP (Sequenz PP2CB-2; 120 nM) behandelt. Die Kontrollgruppe K
wurde nur mit OptiMEM®, Gruppe K, mit OptiMEM® und Oligofectamine®
inkubiert. Die Oligofectamine®-Konzentration betrug stets 8 pul/ml.

Der Western Blot zeigte erneut keine Regulation der PP2Ca. Auch der Spiegel der
PP2Cp blieb weitgehend unverindert und war allenfalls nach 24 Stunden ein wenig
reduziert.
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Die nidchsten MaBnahmen zur Verbesserung des Protokolls bestanden zum
ersten darin, dass die Zeitpunkte verdndert wurden, an denen die Expression des
Proteins iiberpriift wurde. So sollte ausgeschlossen werden, dass zwar eine
Regulation der Zielproteine stattfindet, diese aber iibersehen wird. Konkret
wurden nun fiinf Zeitpunkte zwischen acht und 48 Stunden nach Beginn der
Transfektion untersucht. Zweitens wurde die Oligofectamine®-Konzentration im
Transfektionsansatz von 8 auf 10 ul/ml erhoht. AuBlerdem wurden
verbrauchsbedingt jeweils neue Chargen der siRNA-Oligonukleotide verwendet.

Die Neuerungen zeigten tatsidchlich Wirkung: Sowohl die PP2Ca als auch
die PP2CP waren in den transfizierten SH-SY5Y-Zellen nun deutlich
herunterreguliert; der Effekt war bereits acht Stunden nach der Transfektion
vorhanden. Die Proteinspiegel blieben jeweils noch fiir mindestens weitere 16
Stunden reduziert; nach 48 Stunden hatten sie das Niveau der Kontrolle wieder
erreicht (Abb. 3.5-10). Die Western Blot-Befunde wurden durch die
immunzytochemische Detektion der PP2Co und PP2C bestitigt (Abb. 3.5-11).
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Abb. 3.5-10: Wiederholung der Suspensionstransfektion von SH-SY5Y-Zellen mit
siRNAs gegen PP2Co. und PP2CP unter verinderten Bedingungen

SH-SY5Y-Zellen wurden in OptiMEM® suspendiert (10° Zellen/ml) und iiber einen Zeitraum
von vier Stunden gleichzeitig mit siRNAs gegen PP2Ca (Sequenz PP2Ca-3; 120 nM), und
PP2CB (Sequenz PP2CB-2; 120 nM) behandelt. Die Kontrollgruppe K wurde nur mit
OptiMEM®, Gruppe K, mit OptiMEM® und Oligofectamine® inkubiert. Die
Oligofectamine®-Konzentration betrug stets 10 pl/ml.

Im Western Blot zeigte sich eine deutliche Regulation von PP2Co (A) und PP2CJ (B), deren
Menge bereits nach acht Stunden reduziert war.
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Abb. 3.5-11: Immunzytochemische Detektion des Knockdowns von PP2Co und PP2CP
Transfizierte SH-SYS5Y-Zellen wurden zu den angegebenen Zeitpunkten fixiert und PP2Co bzw.
PP2CB durch Immunzytochemie detektiert. Die Kontrolle (K) entsprach Ko und war nicht
transfiziert; die Negativkontrolle (NK) bestand aus transfizierten Zellen, die ohne Erstantikrper
inkubiert worden waren. Die Aufnahmen des konfokalen Laserscanning-Mikroskops zeigen den
zeitlichen Verlauf des Knockdowns, der bereits nach 8 Stunden evident, fiir mindestens weitere 16
Stunden vorhanden und 48 Stunden nach der Transfektion verschwunden war.
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Im Rahmen des gleichen Versuchs wurde zusétzlich die Expression von Bad
in den transfizierten Zellen untersucht. Dies sollte sicherstellen, dass die
Regulation der PP2C-Isoformen nicht die Folge einer unspezifischen toxischen
Wirkung der siRNA gewesen war.

Es zeigte sich, dass das Bad-Protein von der siRNA-Behandlung nicht
beeinflusst wurde; die Intensitdt der Signale und damit die Expression von Bad
blieb iiber den gesamten beobachteten Zeitraum hinweg unverdndert (Abb.

3.5-12).

NK

Abb. 3.5-12: Immunzytochemische Detektion zeigt keine Verinderung der Bad-
Expression in RNAi-Zellen

Mit siRNAs gegen PP2Co und PP2CP transfiziert SH-SY5Y-Zellen wurden zu den
angegebenen Zeitpunkten fixiert; Bad wurde durch Immunzytochemie detektiert. Die
Kontrolle (K) entsprach Ko und war nicht transfiziert; die Negativkontrolle (NK) bestand
aus transfizierten Zellen, die ohne Erstantikorper inkubiert wurden. Die Aufnahmen des
konfokalen Laserscanning-Mikroskops zeigen zu keinem Zeitpunkt eine Verdnderung der
Bad-Expression in den Zellen.
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3.5.7 Knockdown von PP2Ca und PP2CP vermindert die dlsdureinduzierte
Schidigung von SH-SYSY-Zellen

Nachdem es nun moglich war, die Menge der PP2C-Isoenzyme o und 3 in
der Zelle zu reduzieren, konnte die Rolle der PP2C in der Olsiureschidigung von

SH-SY5Y-Zellen ndher untersucht werden.

Zu diesem Zweck wurden die Zellen wie zuvor transfiziert und in der
Knockdown-Phase dem iiblichen Schiadigungsprotokoll folgend mit 100 uM
Olsdure inkubiert. Wie durch Western BloB-Kontrolle festgestellt, waren die
Proteinspiegel zum Zeitpunkt der Behandlung, hier 16 Stunden nach Beginn der
Transfektion, tatsdchlich reduziert (Abb. 3.5-13).

— e PP2Ca

o-Tubulin
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Abb. 3.5-13:

Zum Zeitpunkt der Olsiiureschiidigung waren PP2Ca, und PP2CB herunterreguliert
SH-SY5Y-Zellen wurden in Suspension (10° Zellen/ml) iiber einen Zeitraum von vier
Stunden hinweg gleichzeitig mit siRNAs gegen PP2Ca (Sequenz PP2Ca-3; 120 nM), und
PP2CB (Sequenz PP2C-2; 120 nM) transfiziert. Die Kontrollgruppe K wurde nur mit
OptiMEM®,  Gruppe K, mit OptiMEM® und Oligofectamine® inkubiert. Die
Oligofectamine®-Konzentration betrug 10 pl/ml.



Ergebnisse 117

Die Herunterregulation der PP2Co und PP2CP in der Zelle konnte die
Schidigung durch Olsiure nicht verhindern; allerdings war sie im Vergleich zur
der Kontrollgruppe, die zuvor mit OptiMEM®/Oligofectamine® worden war,
signifikant verringert (Abb. 3.5-14): Die Reduktion der PP2Ca und PP2CP war

damit protektiv.
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Abb. 3.5-14: Downregulation der PP2Co und PP2CB durch RNAi reduzierte die
olsdureinduzierte Schiadigung von SH-SY5Y-Zellen

SH-SY5Y-Zellen mit unterschiedlicher Vorbehandlung (Kulturmedium/ OptiMEM®/
OptiMEM® + Oligofectamine®/Transfektion) wurden mit 100 uM Olsiure in serumfreiem
Kulturmedium vier Stunden lang behandelt; anschlieBend wurde der Anteil apoptotischer
Zellen durch Fiarbung mit Hoechst 33258 bestimmt.

In allen Fillen waren die Zellen verglichen mit der jeweiligen Kontrollgruppe
hochsignifikant geschiddigt. Zuvor mit Oligofectamine® behandelte Gruppen waren
signifikant stirker geschidigt als jene, die vor der Olsiurebehandlung nur mit
Kulturmedium oder OptiMEM® inkubiert worden waren. Die transfizierten Zellen waren
verglichen mit der korrespondierenden Gruppe ohne siRNA weniger stark geschadigt: Die
Herunterregulation der PP2Co und 3 war damit protektiv.

Dargestellt sind die Mittelwerte der apoptotischen Zellen = Standardabweichung in
Prozent. *** p<0,001 jeweils zur Kontrolle; °°° p<0,001 zu den o6lsdurebehandelten
Gruppen, die nicht mit Oligofectamine® inkubiert wurden. + p<0,05 im Vergleich zur
korrespondierenden Gruppe ohne siRNA.



4 Diskussion

4.1 Neuroprotektion durch Pifithrin-cr am Modell der

transienten Vorderhirnischamie der Ratte

4.1.1 Die transiente Vorderhirnischimie der Ratte

Eine Reihe von Tiermodellen ermoglicht die Untersuchung zerebraler
ischamischer Schadigungen in vivo. In der vorliegenden Arbeit wurde durch
Verschluss der Karotiden bei gleichzeitiger Blutdrucksenkung eine transiente
globale Ischimie im Rattenhirn erzeugt (Smith et al., 1984). Diese verursacht
neuronale Schidden in verschiedenen Gehirnregionen, wobei das Striatum, vor
allem aber das CA1-Band des Hippokampus betroffen ist (Pulsinelli et al., 1982).

Die Schidigung wird nicht unmittelbar manifest, sondern tritt vielmehr mit
Verzogerung ein; bis zum Tod der CAl-Neurone vergehen rund 72 Stunden
(Petito et al., 1987; Zhu et al., 1998). Dabei ist der exakte Mechanismus des
Untergangs noch nicht endgiiltig geklirt; in jedem Fall spielen viele Faktoren eine
Rolle, darunter freie Radikale (Nelson et al.,, 1992), erhohte intrazelluldre
Calciumspiegel (Nakamura et al., 1999), Zytokine (Yamasaka et al., 1995) sowie
diverse Proteasen (Arai et al., 1991).

Ob der Zelltod nach der globalen Ischimie nekrotischen oder apoptotischen
Mechanismen folgt, wurde in der Vergangenheit kontrovers diskutiert (Desphande
et al., 1992; Nitatori et al., 1995). Schlielich wurde deutlich, dass apoptotische
Prozesse fiir den Untergang der hippokampalen CAl-Neurone zumindest
mitverantwortlich sind (Bredesen, 1995; Choi, 1996; MacManus und Linnik,
1997, Zhu et al, 1998). Beispielsweise konnte das Auftreten der
apoptosetypischen DNA-Leiter in Neuronen des CAl-Bandes nachgewiesen
werden (Okamoto et la., 1993; Sei et al., 1994); Caspase 3, ein Schliisselmolekiil
der Apoptose, war nach transienter Ischimie in den vulnerablen Neuronen
hochreguliert (Gillardon et al., 1997; Chen et al., 1998; Ni et al., 1998).

Nicht zuletzt sind auch Mitglieder der Bcl-2-Familie am Geschehen

beteiligt: So konnte nach globaler Ischdmie die Hochregulation proapoptotischer
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Vertreter wie Bax und die Herunterregulation antiapoptotischer wie Bcl-2 und
Bcl-xLL in den Neuronen gezeigt werden (Hara et al., 1996; Chen et al., 1996;
Krajewski et al., 1995; Chen et al., 1998). Die Beteiligung der Apoptose an der
Schiadigung macht die transiente globale Ischdmie zu einem geeigneten Modell

fiir die Untersuchung antiapoptotischer, neuroprotektiver Substanzen.

Physiologische Parameter beeinflussen das Ergebnis

Die physiologischen Parameter konnen das Ausmall der Schiddigung
wesentlich beeinflussen. Um auszuschlieBen, dass Pifithrin einige dieser
Parameter verdndert und dadurch eine neuroprotektive Wirkung vortduscht,
wurden wihrend der Untersuchung Temperatur, Blutdruck, pH-Wert sowie

Blutgase kontrolliert.

Hypothermie wihrend der globalen Ischimie wirkt neuroprotektiv
(Widmann et al., 1993; Iwai et al.,, 1993). Dafiir verantwortlich sind etwa der
verlangsamte Verbrauch energiereicher Phosphate, die verminderte Freisetzung
von exzitatorischen Aminosduren, eine Erhohung des zerebralen Blutflusses oder
die rasche Normalisierung der nach Ischdmie erniedrigten Proteinbiosynthese
(Yager et al., 1993; Ginsberg et al., 1993; Kuluz et al., 1993; Widmann et al.,
1993). Um Reproduzierbarkeit der Experimente zu gewdhrleisten sowie
Fehleinschdatzungen der  Pifithrin-Wirkung zu vermeiden, wurde die
Korpertemperatur wihrend der Ischdmie mit einem Temperaturregler sowie in den
zwei Stunden danach mit Hilfe einer Wiarmelampe konstant gehalten (Seif el Nasr
et al., 1992).

Durch die verringerte Perfusion wihrend der Ischdmie ist auch die
Gehirntemperatur erniedrigt (Minamisawa et al., 1990); um daraus resultierende
protektive Effekte auszuschlieBen, wurde die Gehirntemperatur wéhrend der

Operation mit Hilfe eines Temperaturreglers bei 37°C konstant gehalten.

Auch der Blutdruck wurde zu verschiedenen Zeitpunkten vor und nach der
Ischimie kontrolliert; dadurch wurde sichergestellt, dass Pifithrin nicht den
systemischen Blutdruck der behandelten Tiere verdndert und so das Ergebnis

beeinflusst.
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Auch der pH-Wert des Blutes wurde iiberpriift: Eine Azidose fordert die
Ausbildung des neuronalen Schadens (Nagai et al., 1993). Sie kann unter anderem
durch eine Hyperglykdmie verursacht werden: Infolge der Unterversorgung mit
Sauerstoff wihrend der Ischidmie ist die anaerobe Umsetzung der Glukose zu
Laktat begiinstigt; ist das Glukoseangebot entsprechend grof3, wird auch viel
Laktat gebildet, akkumuliert, und der pH-Wert sinkt (Duverger und McKenzie,
1988; Nagai et al., 1993). Um Schwankungen der Blutzuckerwerte und dadurch
verursachte Unterschiede des Blut-pH-Wertes zu vermeiden, wurde allen Ratten

zwolf Stunden vor der Ischimie das Futter entzogen.

4.1.2 Neuroprotektion durch Pifithrin-o nach globaler Ischiimie

Der Tumorsuppressor p53 spielt beim neuronalen Zelltod eine wichtige Rolle; in
seiner Eigenschaft als Transkriptionsfaktor beeinflusst er die Expression einer
Reihe p53-induzierbarer Gene (Sheikh und Fornace 2000; Woods und Vousden,
2001), wihrend er teilweise andere Transkriptionsfaktoren, etwa NFkB, blockiert
(Webster und Perkins, 1999). Unabhidngig von der Transkription stimuliert pS3
die Translokalisation von Bax zum Mitochondrium (Deng und Wu, 2000; Gao et
al., 2001), aktiviert Caspasen (Ding et al., 2000) und wandert sogar selbst zum
Mitochondrium, um dort die Apoptose zu beeinflussen (Marchenko et al., 2000).
Die Expression von p53 Kkorreliert mit dem neuronalen Zelltod nach DNA-
Schidigung und Behandlung mit Glutamat (Xiang et al., 1998; Cregan et al.,
1999). AuBerdem ist pS3 am Absterben der Neurone nach einem Schlaganfall
beteiligt (Li et al., 1994; Culmsee et al., 2001). Nach globaler Ischdmie ist die
p53-Expression in den selektiv vulnerablen Neuronen des CAl-Bandes
langerfristig erhoht (McGahan et al.,, 1998; Gillardon et al., 1999), was eine
Beteiligung an ihrem Untergang nahe legt.

Pifihtrin-at ist ein synthetischer p53-Inhibitor (Komarov et al., 1999;
Culmsee et al., 2001; vgl. Abb. 4.1-1). Er agiert unterhalb von p53 und hemmt
seine Transkriptionsaktivtat: Wéhrend die Spiegel von p53 unverdndert bleiben,
wird seine Translokation in den Kern und sein Binden an die DNA verhindert;
infolge dieser Intervention kann p53 die Expression proapoptotischer Proteine

nicht mehr steigern, die Apoptoserate wird reduziert (Culmsee et al., 2001).
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Urspriinglich wurde Pifithrin-ot in  der
Hoffnung entwickelt, mit seiner Hilfe gesundes

Gewebe vor den  Auswirkungen  der

I+
Chemotherapie bei Krebserkrankungen zu (I Sk CH,

Abb. 4.1-1: Strukturformel des
verschiedenen Modellen gezeigt werden: P353-Inhibitors Pifithrin-o

bewahren (Komarov et al., 1999). Inzwischen S

konnte  seine  protektive =~ Wirkung in

Pifithrin-a¢  schiitzt unter anderem Maéuse vor tddlichen Dosen 7y-Strahlung
(Komarova et al., 1999), verringert die Infarktgrole nach fokaler zerebraler
Ischdmie in der Maus (Culmsee et al., 2001) und unterdriickt Hitzeschock- wie
auch Glukokortikoid-induzierte ~Apoptosesignalwege in Fibroblasten und

Krebszellen (Komarova et al., 2003).

Im Rahmen dieser Arbeit wurde untersucht, ob Pifithrin-o. auch im Modell
der transienten globalen Ischdmie der Ratte neuroprotektiv wirkt. Dazu wurden
die Tiere eine Stunde vor Beginn der Ischimie behandelt; die Dosierung entsprach
mit 2 mg/kg Korpergewicht (i.p.) derjenigen, die bereits im Mausmodell protektiv
war (Culmsee et al., 2001). Prinzipiell ist die verabreichte Menge variierbar,
allerdings ist Vorsicht geboten: Zu niedrige Dosierungen sind nicht ausreichend
wirksam, bei zu hohen, etwa 4 mg/kg, treten toxische Effekte auf, und der

neuroprotektive Effekt verschwindet (Culmsee et al., 2001; Leker et al., 2004).

Die Auswertung der neuronalen Schiddigung im CAl-Band des
Hippokampus sieben Tage nach der Ischidmie zeigte, dass der Anteil der
geschiidigten Neurone in der Pifithrin-behandelten Gruppe verglichen mit der
unbehandelten Kontrollgruppe signifikant reduziert war. Damit war die
Vorbehandlung mit Pifithrin-ot neuroprotektiv; da die physiologischen Parameter,
sprich Gewicht, Gehirn- und Korpertemperatur, Blutdruck, Blutgase und pH-Wert
im Vergleich mit der Kontrollgruppe nicht verdandert waren, ist dieser Effekt kein

Artefakt, sondern eine echte Arzneistoffwirkung.
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Pifithrin-o0  wirkt als p53-Inhibitor also nicht in kultivierten Zellen
antiapoptotisch (Culmsee et al., 2001; Duan et al., 2002; Komarova et al., 2003;
Liu et al., 2004; Murphy et al., 2004): Das Molekiil ist klein, stabil und lipophil
genug, um ZNS-gingig zu sein (Culmsee et al., 2001) und kann darum nach
intraperitonealer oder intravendser Verabreichung auch im Tiermodell
neuroprotektiv sein — und zwar nicht nur nach fokaler (Culmsee et al., 2001;

Leker et al., 2004), sondern auch nach globaler Ischimie (Abb. 4.1-2).

Globale Ischamie

'

mdm-2 4—: p33 »  Caspasen

.

PFTa —]

ps3 \ v

VAVZAZNINZNTAY
— FApoptos
P33-Transkriptionstargets

Abb. 4.1-2: p53-Hemmung durch Pifithrin-o0 (PFT-o) nach globaler Ischimie
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4.2 Korrelation von PP2C-Aktivierung und fettsdureinduzierter

Apoptose in SH-SYSY-Zellen und kortikalen Neuronen

Die reversible Phosphorylierung ist ein wichtiger Mechanismus zur
posttranslationalen Regulation von Proteinen. Phosphatasen, also jene Enzyme,
die fiir das Entfernen der Phosphatreste verantwortlich sind, wurden lange Zeit
unterschitzt; erst in neuerer Zeit erkannte man ihre Bedeutung und das Potential,
das in ihnen steckt.

Die Proteinphosphatase 2C, monomere Serin/Threonin-Phosphatase und
definierendes Mitglied der PPM-Familie, gehort zu diesen lange vernachlissigten
Enzymen. Mit ein Grund dafiir ist ihre Abhidngigkeit von unphysiologisch hohen
Mengen zweiwertiger Mangan- bzw. Magnesiumionen zur vollen Aktivierung.
Doch unter bestimmten Voraussetzungen ist es moglich, diese Abhédngigkeit
auszuschalten: In Gegenwart von Fettsduren mit bestimmten Strukturmerkmalen
ist die PP2C auch bei physiologischen Magnesiumkonzentrationen voll aktiviert
(Klumpp et al., 1998). Das ldsst vermuten, dass die PP2C auch in vivo eine Rolle
spielt, und tatsédchlich ist sie iiber die Dephosphorylierung der unterschiedlichsten

Substrate an vielen zelluldren Prozessen beteiligt (1.2.4).

Fettsduren, die die PP2C Doppelbindung‘/
. . cis-konfiguriert
aktivieren, erfiillen bestimmte

strukturelle Voraussetzungen

freie Saurefunktion
(Klumpp et al., 1998; Abb. 4.2-1).
Dazu gehort, dass sie mindestens 15
C-Atome lang und damit hinreichend

lipophil sind; die S&durefunktion ist

frei. AuBerdem sind sie oxidierbar,

d.h. sie besitzen mindestens eine Lipophil: mindestens 15 C-Atome

Doppelbindung; diese liegt etwa Abb. 4.2-1: Strukturelle Voraussetzungen fiir
die Aktivierung der PP2C
in der Mitte des Molekiils und (gezeigt am Beispiel der Olsiure)

ist cis-konfiguriert.
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Olséiure induziert zeit- und konzentrationsabhcingig Apoptose in SH-SY5Y-Zellen

Olsdure (18:1, cis-A”) erfiillt alle strukturellen Voraussetzungen fiir die
Aktivierung der PP2C. Tatsichlich erhoht sie in vitro die Aktivitdt von PP2Ca
und PP2CP unabhiingig davon, ob es sich um rekombinantes oder natives Protein
handelt (Klumpp et al., 1998).

In kultivierten Hiithnerembryoneuronen konnte durch Behandlung mit
Olsiure in Konzentrationen =100 uM Apoptose induziert werden (Klumpp et al.,
2002), ebenso in embryonalen kortikalen Neuronen oder einer hippokampalen
Mischkultur aus der Ratte (Grzeschik, 2003).

Generell gibt es zu den apoptoseauslosenden Eigenschaften der Olsdure wie
auch der anderer ungesittigter Fettsduren widerspriichliche Berichte; teils wurden
antiapoptotische (Hardy et al., 2000; Eitel et al., 2002; Lu et al., 2003), teils
proapoptotische Wirkungen (Leaver et al., 2002; Cheng et al., 2003; Healy et al.,
2003) beobachtet. Ob die Behandlung mit Olsiure zum Erfolg, also zur
Schiadigung, fiihrt, ist von den jeweiligen Versuchbedingungen abhingig,
beispielsweise vom verwendeten Zelltyp, der eingesetzten Konzentration oder der

Anwesenheit storender Begleitstoffe.

Fir die vorliegenden Untersuchungen wurde ein Schiddigungsmodell in
humanen Neuroblastomzellen SH-SYSY etabliert und optimiert. Schlie3lich
konnte bei einer Behandlungsdauer von 24  Stunden mit einer
Olsiurekonzentration >100uM eine signifikante Schéidigung erzielt werden. Bei
mit der standardmifBig verwendeten Konzentration von 150 uM behandelten
Zellen war der Anteil apoptotischer Zellen bereits nach etwa vier Stunden
signifikant erhoht. Dabei deckte sich das Schidigungsprofil von SH-SYS5Y-Zellen
weitestgehend mit dem von kultivierten embryonalen kortikalen Rattenneuronen.

Unabdingbar war in beiden Fillen der Verzicht von Serum im
Behandlungsmedium; fiir die Neuronen wurde Neurobasal ohne den sonst
iiblichen BSA-haltigen B27-Zusatz verwendet, fiir die SH-SYS5Y-Zellen
Kulturmedium ohne FCS. Ahnliches wurde im iibrigen auch in vitro beobachtet,
wo fiir die maximale Aktivierung der PP2C in Gegenwart von BSA eine
Olsiurekonzentration von 500 uM notwendig war, wihrend ohne schon 300 uM

ausreichten (Klumpp et al., 2001).
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Wenn Serum im Medium die Schiddigung verhindert, liegt das mit hoher
Wabhrscheinlichkeit daran, dass es die Olsdure abfingt: Serumalbumin besitzt
mehrere Bindestellen fiir C12- bis C18-Siuren; die Olsdure bindet mit hoher
Affinitdt (Bojesen und Bojesen, 1998; Bhattacharya et al., 2000; Choi et al.,
2002). Der Fettsdure-Albumin-Komplex wird teilweise stabilisiert durch
elektrostatische Wechselwirkungen zwischen der Sduregruppe und positiv
geladenenen Resten des BSA-Molekiils; wichtiger fiir die Stabilitéit sind allerdings
die Wechselwirkungen der Alkylkette mit hydrophoben Aminosduren von
Albumin (Spector, 1975; Parks et al., 1983). In jedem Fall wird so die Menge
freier Fettsduren im Behandlungsmedium drastisch reduziert, und dadurch reicht

die aufgenommene Olsiure fiir die Apoptoseinduktion nicht mehr aus.

Der olsdureinduzierte Zelltod ist unabhdngig von Caspase 3

Die Caspase 3 ist ein wichtiges apoptoseforderndes Protein (Kuida et al., 1996).
In der Zelle liegt sie als inaktives, dimeres Zymogen vor (Boatright et al., 2003);
als Reaktion auf eine Reihe apoptoseausldsender Ereignisse wird diese Procaspase
3 durch Schneiden aktiviert (Thornberry und Lazebnik, 1998). Die reife Caspase
3 dient hidufig als Apoptosemarker, ihre Entstehung kann unter anderem durch
Western Blot-Detektion verfolgt werden.

Die Berichte beziiglich der Caspase 3-Aktivierung nach der
Olsidurebehandlung  sind ~ widerspriichlich. So  wurde in  kultivierten
Hiithnerembryoneuronen (Klumpp et al., 2002), pankreatischen 3-Zellen (Wrede et
al., 2002) und YAC-1 Lymphomzellen (Puertollano et al., 2003) eine
Caspaseabhingigkeit beobachtet, in HL-60-Zellen (Mizotani und Inoue, 2002)
sowie verschiedenen Primirkulturen von Rattenneuronen (Grzeschik, 2003)
dagegen nicht. Wie beim Schiadigungsmodell iiberhaupt ist auch hier zu vermuten,
dass die Abweichungen durch die unterschiedlichen Systeme und Protokolle
bedingt sind. Auch im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde die Caspase 3-
Aktivierung untersucht, und zwar nach der Behandlung embryonaler kortikaler
Neurone mit 150 uM Olsiure. Wie zuvor bei Grzeschik (2003) wurde auch hier in
den ersten acht Stunden der Behandlung trotz bereits hochsignifikanter
Schidigung keine Zunahme reifer Caspase 3 festgestellt — die Olsdureinduzierte

Apoptose war also auch in diesem Fall Caspase 3-unabhingig .
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Allerdings wurden diesmal auch spitere Zeitpunkte untersucht, und
tatsichlich war die Caspase 3 24 Stunden nach Beginn der Olsiurebehandlung
deutlich aktiviert.

Die Kombination der frithen Schiddigung mit der spidten Aktivierung von
Caspase 3 wurde bereits zuvor beobachtet, beispielsweise nach der
Apoptoseinduktion in Brustkrebszellen durch Glyceroltrinitrat (Millet et al., 2002)
oder in SH-SY5Y-Zellen durch Platinverbindungen (Donzelli et al., 2004). Auch
nach PDT-Behandlung (photodynamic therapy) von Krebszellen wird die
Caspase 3 erst zu einem Zeitpunkt aktiviert, an dem die entscheidenden Prozesse
langst eingesetzt haben (Xue et al., 2001); hier wurden regelmifige, 50 kbp lange
DNA-Fragmente gefunden, was eine Beteiligung des Apoptoseinduzierenden
Faktors (apoptosis-inducing factor, AIF) nahe legt, der aus dem Mitochondrium
freigesetzt zum Kern transloziert und dort caspaseunabhingig die DNA-
Fragmentierung in Bruchstiicke von typischerweise 50 kbp verursacht (Susin et
al., 1999; Daugas et al.,, 2000). Die Moglichkeit einer AIF-Beteiligung an der
Olsiureschidigung ist noch zu kliren.

In jedem Fall sind die Caspaseaktivierung und die Ereignisse, die sie

vermittelt, fiir den eigentlichen Schiadigungsmechanismus nicht relevant.

Die PP2C-Aktivierung korreliert mit der Apoptoseinduktion

Olsiure aktiviert die PP2C in vitro und induziert sowohl in SH-SYS5Y-
Zellen als auch in embryonalen kortikalen Neuronen Apoptose. Um diese beiden
Eigenschaften zu korrelieren, wurden Fettsduren bzw. Fettsdurederivate
untersucht (Abb. 4.2-2), die die PP2C nicht aktivieren und demnach unter den
gewihlten Versuchsbedingungen auch keine Apoptose auslosen diirften.

Tatsdchlich zeigte sich, dass weder die gesittigte Stearinsdure, noch die
trans-konfigurierte Elaidinséure, noch der Methylester der Olsiure die Zellen
schiadigen konnten; die Linolsdure dagegen, die alle Anforderungen fiir die PP2C-

Aktivierung erfiillt, schiidigte ebenso schnell und effektiv wie die Olsiure.
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Abb. 4.2-2: Strukturformeln der untersuchten Fettsiuren

Wenn die Elaidinsdure, wie im iibrigen fiir verschiedene Systeme
beschrieben (Klumpp et al., 2002; Grzeschik, 2003; Funari et al., 2003), im
Gegensatz zur Olsiure keine Apoptose auslost, so liegt das nicht an mangelnder
Aufnahme in die Zelle: Durch Nilblaufiarbung und Detektion mit dem konfokalen
Laserscanning-Mikroskop konnte gezeigt werden, dass es diesbeziiglich zwischen
den beiden Isomeren keine Unterschiede gibt. Beide Fettsduren werden rasch in
die Zelle aufgenommen und bilden schlieflich im Zytoplasma Lipidtropfchen, ein
Phinomen, das zuvor bereits in Olsdurebehandelten Makrophagen beobachtet
wurde (Chen et al., 2002). Die Behandlung mit Olsiuremethylester lieferte ein
entsprechendes Ergebnis, auch er wurde schnell aufgenommen und in Form von
Fetttropfchen deponiert.

Diese Ergebnisse zeigen, dass die Schidigung auf eine spezifische Wirkung
der Olsiure zuriickzufiihren ist und nicht einfach die Folge einer Uberladung der

Zelle mit Fett war.
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Insgesamt kann man zusammenfassen, dass alle untersuchten Fettsduren, die
die PP2C aktivieren, sowohl in SH-SY5Y-Zellen als auch in embryonalen
kortikalen Neuronen Apoptose auslosten, wihrend die nicht-aktivierenden das

nicht vermochten (Tab. 4.2-1): Die PP2C-Aktivierung Kkorreliert mit der

Apoptoseinduktion.

Tab. 4.2-1:

Zusammenhang zwischen Struktur und PP2C-Aktivierung bzw. Apoptoseinduktion
. Siure- PP2C-

Substanz Konfiguration Srsden | A Apoptose
Olsiiure 18:1 cis ja ja ja
Stearinsidure 18:0 - ja nein nein
Elaidinsidure 18:1 trans ja nein nein
Olsiiuremethylester | 18:1 cis nein nein nein
Linolséiure 18:2 cis/cis ja ja ja

Kombination mit Olséiuremethylester verstirkt die Olséurewirkung

Olsiuremethylester aktiviert die PP2C nicht (Klumpp et al., 2001); kombiniert
man ihn in vitro mit Olsdure, wird deren aktivierende Wirkung reduziert
(Klumpp, personliche Mitteilung).

Anders sah es bei der Behandlung von kultivierten Zellen aus: Sowohl in
SH-SY5Y-Zellen als auch in kortikalen Neuronen war die Schiddigung nach der
Kombinationsbehandlung stéirker als bei der Inkubation mit der entsprechenden
Menge Olsiure alleine.

Fiir dieses Phidnomen sind verschiedene Erkldarungsansitze moglich. So
kann die unterschiedliche Affinitit der beiden Substanzen zu zelluldren
Bindeproteinen eine Rolle spielen: In der Zelle ist die Konzentration freier und
damit potentiell apoptotisch wirkender Fettsduren gering, der groBte Teil ist an
Proteine gebunden. Nun ist die Bindungsaffinitit von der Hydrophobizitit
abhiingig: Je lipophiler das Molekiil, desto grofer die Affinitdt (Richieri et al.,
2000). Aufgrund seiner Methylgruppe ist der Ester lipophiler als die Siure;
denkbar ist also, dass er aufgrund seiner hoheren Affinitdt zu den
fettsaurebindenden Proteinen der Zelle Bindekapazitdten blockiert oder sogar die
Olsiure verdringt, dadurch die Menge an freier Olséure in der Zelle erhoht und so

den apoptotischen Effekt verstérkt.
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Eine alternative Erklidrung beriicksichtigt die Aktivierung der Proteinkinase
C (PKC) durch Olsdure (Linden und Routtenberg, 1989). Dies geschieht teils
direkt, teils indirekt iiber eine Steigerung der Diacylglycerolsynthese sowie die
Erhohung der intrazelluliren Calciumkonzentration (Verkest et al., 1988; Diaz-
Guerra et al., 1991; Khan et al., 1993; Chen et al., 2002). Olsiure verursacht die
Translokation der PKC-Isoformen o, f1 und 8 vom Zytoplasma zur Membran
(Chen et al., 2002), wo sie Diacylglycerol und Phosphatidylserin binden und
dadurch aktiviert werden. Anders als PKCO und &, die iiber Bad-Phosphorylierung
das Uberleben der Zelle fordern (Bertolotto et al., 2000), sind in Abhiingigkeit
vom jeweils untersuchten System fiir die PKCa (Powell et al., 1996; Nowak,
2002), PKCB1 (Knox et al., 1993; McFarlane und Manzel, 1994) und PKCS (Lu
et al., 1997; Reyland et al., 1999) proapoptotische Wirkungen beschrieben
(Ubersicht bei Gutcher et al., 2003). Olsiureethylester und andere
Fettsdureacylester selbst aktivieren die PKC nicht, allerdings verstirkt die
Kombination mit Fettsduren deren PKC-aktivierende Wirkung signifikant (Seifert
et al., 1987; Holian et al., 1989; Shinomura et al., 1991). Somit ist denkbar, dass
unter normalen Umstinden ein Teil der proapoptotischen Wirkung der Olsiure
auf die PKC-Aktivierung zuriickzufiihren ist, und eben dieser Anteil durch die
Kombination mit dem Ester so weit vergrofert wird, dass dies fiir eine
signifikante Steigerung der Schidigung bei unverinderter Olsiurekonzentration

ausreicht.

4.3 Einfluss der Olsiiurebehandlung auf PP2Ca, PP2Cf und Bad

Expression von PP2Ca, PP2C und Bad in SH-SY5Y-Zellen und Neuronen

Da die Proteinphosphatase 2C und ihr Substrat Bad in der Zelle untersucht werden
sollten, musste zunichst sichergestellt werden, dass sie in der gewéhlten Zelllinie
oder Primérkultur auch exprimiert werden.

Mittels Western Blot-Analyse konnten beide Isoformen der PP2C sowohl in
SH-SY5Y-Zellen als auch in embryonalen kortikalen Neuronen spezifisch

detektiert werden; gleiches galt fiir Bad.
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Staurosporindifferenzierung hat keinen Einfluss auf die Expressionsniveaus

Auch der mogliche Einfluss der Differenzierung von SH-SY5Y-Zellen auf
die Expression von PP2C und Bad wurde untersucht. Die Behandlung mit
niedrigen Dosen Staurosporin, in diesem Fall 30 nM, fiihrt innerhalb von einigen
Tagen zu einem Stopp der Proliferation, die Zellen entwickeln ldngere Ausldaufer
und bilden schlieBlich ein dichtes Netzwerk aus. Neben den morphologischen gibt
es im Verlauf der Differenzierung auch eine Reihe biochemischer und
funktioneller Verdnderungen: So ist die Membran staurosporindifferenzierter
Zellen leichter erregbar, und wihrend die DNA-Synthese sinkt, steigt die
Expression neuronen- und differenzierungstypischer Proteine wie Neuropeptid Y,
neuronenspezifischer Enolase oder GAP-43 (Jalava et al., 1993; Tieu et al., 1999).
Auch an der Apoptose beteiligte Proteine sind Dbetroffen: Nach
Staurosporindifferenzierung ist die Expression von antiapoptotischem Bcl-2
reduziert, die von apoptoseforderndem p53 dagegen erhoht (Tieu et al., 1999).

Die Untersuchung durch Western Blot zeigte keine Veridnderungen der

PP2Ca., PP2CP oder Bad-Expression durch die Differenzierung.

PP2Ca, PP2Cp und Bad sind in SH-SY5Y-Zellen kolokalisiert

Belegt ist die Dephosphorylierung von Bad durch PP2C in vitro (Klumpp et al.,
2003). Sollen sie auch in der Zelle miteinander interagieren, miissen sie im
gleichen Kompartiment lokalisiert sein.

Die hohe Spezifitit der Antikorper gegen PP2Ca, PP2CB und Bad machte
auch ihren immunzytochemischen Nachweis moglich. Dabei zeigte sich, dass
PP2Ca und PP2CP mit Bad im Zytoplasma kolokalisiert sind. Im Zellkern wurde
kein Bad exprimiert; dies deckt sich mit Beschreibungen aus der Literatur,
wonach Bad im Zytosol lokalisiert bzw. bedingt durch die Dimerisierung mit
Bcl-2 oder Bcl-xL mit der Mitochondrienmembran assoziiert ist (Zha et al., 1997 ;
Kitada et al., 1998). Auch PP2Co war im Nukleus nicht detektierbar - anders als
die B-Isoform, die im Kern zwar nicht so reichlich wie im Zytoplasma, aber
dennoch vorhanden war; dies bestitigt einen fritheren Befund von Wenk und
Mitarbeitern, demzufolge PP2CB im Kern und im Zytosol lokalisiert ist (Wenk
und Mieskes, 1995).
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Die unterschiedliche Lokalisation der beiden Isoformen ist ein Hinweis
darauf, dass sie trotz hoher Sequenzidentitdt nicht notwendig das exakt gleiche
Substratspektrum besitzen; tatsdchlich hat die PP2Ca eine hohere Affinitdt zum
metabotropen Glutamatrezeptor 3 (Flajolet et al., 2003), und die stressaktivierte
Kinase TAK1 wird zwar von PP2CP, nicht aber von PP2Ca, dephosphoryliert
(Hanada et al., 2001).

PP2Co, PP2CP und Gesamt-Bad sind nach Olsiurebehandlung von SH-SY5Y-

Zellen oder kultivierten embryonalen kortikalen Neuronen unverdndert

Die Western Blot-Detektion von PP2Ca, und PP2CJ zeigte, dass die jeweiligen
Proteinspiegel durch die Behandlung mit Olsiure weder in SH-SY5Y-Zellen noch
in der embryonalen kortikalen Neuronenkultur beeinflusst wurden; allerdings hat
die Menge eines Proteins nur bedingte Aussagekraft iiber seine tatsédchliche
Aktivitét.

Das proapoptotische Bcl-2-Protein Bad wurde ebenfalls detektiert; auch hier
gab es keine erkennbare Verdnderung der Proteinmenge. Allerdings kann die
PP2C nur den Phosphorylierungsgrad von Bad, nicht aber die Expression
beeinflussen; es muss also das eigentliche Substrat, nimlich Phospho-Bad (pBad),

untersucht werden.

Untersuchung der Bad-Phosphorylierung an S?, $”° und S$"° nach
Olsciurebehandlung von SH-SY5Y-Zellen

Die Untersuchung der Bad-Phosphorylierung nach der Behandlung von SH-
SY5Y-Zellen mit Olsdure sollte einen Hinweis darauf liefern, ob Bad tatsdchlich
in vivo von PP2C dephosphoryliert wird.

Die Western Blot-Detektion der jeweiligen Phosphoproteine mit den
entsprechenden Antikorpern lieferte allerdings unbefriedigende Ergebnisse;
wihrend es eine Reihe starker, aber unspezifischer Banden gab, waren an der
richtigen Stelle keine oder nur sehr schwache Signale zu erkennen.
Moglicherweise ist die Menge an pBad in der (Neuroblastom-) Zelle zu gering,

um auf diesem Weg einwandfrei detektiert zu werden.
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Daher wurde eine Immunprizipitation mit dem spezifischen Antikorper
gegen Gesamt-Bad durchgefiihrt; die gewonnenen Lysate wurden fiir einen
Western Blot verwendet und mit den unterschiedlichen pBad-Antikdrpern
detektiert. Im Anschluss wurden die Membranen erneut inkubiert, diesmal mit
dem Antikorper gegen Gesamt-Bad; so sollte erstens die pBad-Bande zweifelsfrei
identifiziert werden, und zweitens das Mengenverhiltnis von pBad und Gesamt-
Bad zu den jeweiligen Zeitpunkten ermittelt werden. Eine eindeutige Regulation
von phosphoryliertem Bad war allerdings in keinem der drei Fille, pBad-S''?,
pBad-S"*® und pBad-S'*°, zu beobachten; der Anteil von pBad am gesamten Bad-

Protein veranderte sich nicht.

Das muss nicht zwingend bedeuten, dass die PP2C ihre apoptosefordernde
Wirkung nicht tiber Bad vermittelt. Moglich, dass schon die Dephosphorylierung
vergleichsweise geringer Mengen von Bad ausreicht, um das empfindliche
Gleichgewicht der pro- und antiapoptotischen Bcl-2-Proteine in Richtung
Apoptose zu verschieben, die verwendete Detektionsmethode aber nicht
empfindlich genug ist, die geringe Veridnderung zu erfassen. In diesem Fall
wiirden spezifischere Antikorper gegen phosphoryliertes Bad ein besseres
Resultat versprechen. Alternativ konnte auch die Analyse der Interaktion
zwischen PP2C und Bad mittels FRET (fluorescence resonance energy transfer)
oder ein Ausschalten des Bad-Proteins zur Klidrung seiner Beteiligung an der

fettsdaureinduzieren Apoptose beitragen.
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4.4 Etablierung eines RNAi-Modells zum simultanen Knockdown
der PP2Co und PP2Cp in SH-SY5Y-Zellen

Bis zum jetzigen Zeitpunkt sind keine Stoffe bekannt, welche die PP2C
spezifisch und effektiv. hemmen; klassische Phosphataseinhibitoren wie
Okadainsdure oder Microcystin beeinflussen ihre Aktivitit nicht nennenswert
(Bialojan und Takai, 1988; MacKintosh et al., 1990; Ubersicht bei McCluskey et
al., 2002). Damit ist eine funktionelle Analyse der PP2C nur moglich, wenn es

gelingt, das Enzym in der Zelle auf einem anderen Weg auszuschalten.

4.4.1 Expressionsregulation durch RNA-Interferenz

Es existiert eine Reihe molekularbiologischer Ansitze, die Menge bzw.
Aktivitit eines bestimmten Proteins in der Zelle zu verringern. Der Angriff am
fertigen Protein kann durch peptidische Antikorper erfolgen. Daneben ist auch der
Einsatz von Aptameren moglich, d.h. von kurzen DNA- oder hdufiger RNA-
Sequenzen definierter dreidimensionaler Struktur, die mit hoher Affinitdt und
Spezifitdt an ein funktionelles Protein binden und es deaktivieren (Jayasena,
1999). Auf Expressionsebene wirken Ribozyme: Diese Kkatalytisch aktiven
Nukleinsduremolekiile bauen die mRNA ab und verhindern so ihre Translation
(Cech et al., 1981; Kruger et al., 1982). Auch die einzelstringigen Antisense-
Oligonukleotide wirken zumindest teilweise iiber eine Hemmung der Translation,
entweder indem sie die mRNA binden und damit blockieren, oder durch
Aktivierung der RNase H, welche die mRNA abbaut; aulerdem konnen sie im
Kern mit der DNA hybridisieren und auf diesem Weg das Spleilen verhindern
(Lee und Roth, 2003).

Eine neuere und iiberaus vielversprechende Methode, die in den letzten
Jahren mehr und mehr an Bedeutung gewonnen hat, ist die RNA-Interferenz, kurz
RNA.I. Sie unterbricht die Genexpression auf der mRNA-Ebene. Dabei macht sie
sich einen endogenen Mechanismus zunutze, der in den Zellen vieler Organismen,
in Pflanzen ebenso wie in Nematoden, Insekten oder in Sdugerzellen, dafiir sorgt,
dass fremde doppelstringige RNA erkannt und in regelmifige Stiicke

zerschnitten wird; die Fragmente vermitteln anschlieBend den Abbau
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komplementidrer mRNA im Zytosol (Hammond et al., 2000; Zamore et al., 2000;
Hammond et al, 2001; Hannon, 2002). Biologisch wichtig ist dieser
Mechanismus unter anderem bei der Verteidigung gegen Viren, deren genetische

Information auf diesem Weg eliminiert wird (Ruiz et al., 1998).

Fiir die RNAi in Sdugerzellen muss siRNA verwendet werden

Was bei C. elegans oder Drosophila problemlos funktioniert, fiihrt in
Sdugerzellen zu unerwiinschten Effekten: Auch sie interpretieren das Eindringen
der dsRNA als Virusinfektion, reagieren allerdings mit der Aktivierung des
Interferonsystems: Die durch dsRNA aktivierte Kinase PKR phosphoryliert den
Transkriptionsfaktor e[F2a0 (Manche et al., 1992) und schaltet so allgemein die
Translation ab, die ebenfalls aktivierte RNase L (Minks et al., 1979) zerstort die
mRNA. SchlieBlich geht die Zelle zugrunde (McManus und Sharp, 2002).

Diese unerwiinschten Reaktionen lassen sich umgehen, indem man statt
dsRNA siRNA einschleust: Sie ist zwar ebenfalls doppelstriangig, fiir die
Aktivierung der Interferonabwehr aber zu kurz (Elbashir et al., 2001a). Da die im
Rahmen der vorliegenden Untersuchungen verwendeten SH-SYS5Y-Zellen

humanen Ursprungs sind, wurde auch hier auf siRNA zuriickgegriffen.

Der Vorgehensweise von Elbashir und Mitarbeitern folgend wurden die
hier verwendeten Oligonukleotide chemisch synthetisiert und mittels Lipofektion
in die Zellen eingebracht (Elbashir et al., 2001a).

Grundsitzlich gibt es zur chemischen Synthese eine Reihe von Alternativen,
etwa die Moglichkeit der in vitro-Transkription von dsRNA, die dann mit Hilfe
der Endonuklease RNase III zu siRNA geschnitten wird; diese wird anschlieBend
in die Zelle transfiziert (Myers et al., 2003). Dariiber hinaus wurden Systeme
entwickelt, die die Bildung der siRNA in der Zielzelle selbst erméglichen:
Entsprechende Vektoren sorgen fiir die Expression von small hairpin RNAs
(shRNAs), die anschlieBend durch Dicer zur siRNA geschnitten werden (Yu et
al., 2002; Brummelkamp et al., 2002; Paddison et al., 2002). Neben den DNA-
basierten Vektoren existieren auch entsprechende virale Systeme, die auf Retro-
(Devroe und Silver, 2002), Lenti- (Rubinson et al., 2003) oder Adenoviren (Shen
et al., 2003) zuriickgreifen.
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Im Vergleich zur exogenen Synthese der siRNA-Oligonukleotide haben die
endogenen Anwendungen den Vorteil, dass der Effekt der RNAi lidnger anhilt: Ist
das Zielprotein nach der Lipofektion der siRNA nur innerhalb eines mehr oder
minder engen Zeitfensters herunterreguliert, so sorgt die endogene Expression der
siRNA fiir einen langerfristig stabilen Knockdown (Scherr et al., 2003).

Versuche, die Wirkung der von auflen zugefiihrten siRNA durch chemische
Modifikationen an den Enden des RNA-Molekiils zu verldngern, waren teilweise
erfolgreich; eine Sequenz mit zwei 2’-O-methyl RNA-Nukleotiden am 5’-Ende
und vier methylierten Monomeren am 3’-Ende war ebenso aktiv wie das nicht
modifizierte Molekiil, hatte aber verlingerte Effekte (Amarzguioui et al., 2003;
Kurreck, 2003).

Die siRNA-Sequenzen fiir den Knockdown von PP2Cot und PP2CJ

Olsdure aktiviert sowohl die PP2Ca als auch die PP2CB (Klumpp et al.,
1998). Insofern war es nicht ausreichend, nur eine der beiden Isoformen
herunterzuregulieren; ein simultaner Knockdown war das Ziel. Das gleichzeitige
Ausschalten zweier Proteine durch RNAI ist nicht ganz unproblematisch, da der
zeitliche Verlauf der Herunterregulation fiir verschiedene Proteine durchaus
unterschiedlich sein kann, bedingt unter anderem durch Abweichungen in Menge
und Halbwertzeit. Allerdings sind sich die beiden PP2C-Isoformen recht dhnlich,

was die Erfolgsaussichten erhohen diirfte.

Die Sequenz der Oligonukleotide wird anhand der cDNA des Zielproteins
festgelegt. Fiir die Auswahl der siRNAs existiert eine Reihe von Regeln, die in
erster Linie auf Beobachtungen und Erfahrungen basieren; ihre Beachtung erhoht
die Erfolgsaussichten der RNAi (Elbashir et al., 2001b; Tuschl, 2001). Auch die
Sequenzen, die gegen die PP2Ca und PP2CP zur Verfiigung standen, wurden im

wesentlichen nach diesen Regeln ausgesucht (2.11.3).
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In der jiingeren Vergangenheit wurde verstirkt nach Gemeinsamkeiten
funktionierender siRNA-Sequenzen geforscht, um so ein effektiveres Design zu
ermOglichen. Dabei zeigte sich, dass fiir eine erfolgreiche RNAi nicht nur die
Sequenz der siRNA, sondern auch ihre thermodynamische Stabilitit entscheidend
ist; besonders wichtig ist diese fiir die initiale Erkennung der siRNA durch RISC
(Schwarz et al., 2003; Khvorova et al., 2003; Reynolds et al., 2004).

So wurden einige weitere Eigenschaften wirksamer siRNAs definiert: Sie
ndmlich sind an bestimmten Stellen thermodynamisch instabil (Abb. 4.4-1). Das
betrifft unter anderem die Schnittstelle in der Mitte der Sequenz, etwa zwischen
Basenpaar 9 und 14, wo beim Abbau der mRNA der siRNA/mRNA-Komplex
geschnitten wird (Khvorova et al.,, 2003). AuBlerdem wird ein siRNA-Strang,
dessen 5’-Ende infolge einer Hiaufung von A/U wenig stabil ist, besser in RISC
eingebaut und entwunden (Schwarz et al., 2003; Khvorova et al., 2003).
Sequenzen, die diese Voraussetzungen erfiillen, dhneln in erstaunlicher Weise
einer anderen RNA-Sorte, der microRNA (miRNA). Wihrend bisher keine
endogene siRNA im Sduger identifiziert werden konnte (Doench et al., 2003),
wurde miRNA in Pflanzen oder Nematoden ebenso nachgewiesen wie in
Sadugerzellen (Lagos-Quintana et al., 2001), wo sie mittels Dicer aus
Haarnadelstrukturen von etwa 70 nt Linge geschnitten werden und als reife, 21-
23 nt lange einzelstriangige RNA die Translation der mRNA verhindert, anders als
die siRNA allerdings, ohne sie dabei zu zerstoren (Grishok et al., 2001; Lagos-
Quintana et al., 2001).

Auch reife miRNA-Sequenzen besitzen ein instabiles 5’-Ende, und letzten
Endes sind funktionierende siRNAs in der Regel solche, die den natiirlich
vorkommenden miRNAs in Bezug auf Stabilitit und thermodynamisches Profil
besonders dhnlich sind (Khvorova et al., 2003); inzwischen wurde dariiber hinaus
gezeigt, dass siRNA auch als miRNA funktionieren kann (Doench et al., 2003;
Zeng et al., 2003).
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Abb. 4.4-1: Eigenschaften effektiver siRNA-Oligonukleotide (modif. nach Silva et al., 2003)

Ein auf dieser Basis und unter Beriicksichtigung weiterer, linger bekannter

Parameter wie etwa den Empfehlungen zum GC-Gehalt der Sequenz, von

Reynolds und Mitarbeitern definierter Algorithmus (Reynolds et al., 2004) wurde

nachtrdglich auf die im Rahmen dieser Arbeit verfligbaren siRNA-Sequenzen

angewendet (Tab. 4.4-1). Fiir bestimmte Eigenschaften werden hier Punkte

vergeben; funktionierende siRNAs sollten mindestens sechs Punkte erreichen.

Obwohl die Effektivitdt nicht zwingend mit dem Punktwert korreliert, ist die

Aussicht, dass Sequenzen mit Werten < 6 zum Erfolg fiihren, recht gering

(Reynolds et al., 2004). Es zeigte sich, dass sdmtliche siRNAs gegen die PP2Ca

oder PP2Cp iiber dem geforderten Mindestwert lagen.

Tab. 4.4-1: Anwendung des Algorithmus von Reynolds et al. auf die siRNA-Sequenzen gegen
PP2Co und PP2CP

PP2Ca
Sequenz 1

PP2Ca
Sequenz 2

PP2Ca
Sequenz 3

PP2Ca
Sequenz 4

PP2CB
Sequenz 1

PP2CB
Sequenz 2

GC 30-52%

1

1

1

11

A/U Pos.15-19

4

3

2

5

11X

palindrom-neg.

1

1

1

1

v

A Pos. 19 sense

A Pos. 3 sense

e B B LS I

VI

U Pos.10 sense

4
1
1
1
1

Vil

nicht G/C an
Pos. 19 sense

1

VIII

nicht G Pos.13

1

X

11

Fiir die Versuche wurden PP2Ca-Sequenz 3 und PP2CB-Sequenz 2 verwendet,

weil sie in den orientierenden Versuchen zu Beginn am besten funktioniert hatten.
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Transfektion der SH-SY5Y-Zellen

Prinzipiell funktionierende siRNA-Sequenzen allein garantieren allerdings noch
nicht den Erfolg der RNAi; auch Menge und Qualitit der siRNA spielen eine
Rolle. Zuviel ist zytotoxisch, zuwenig bringt kein befriedigendes Ergebnis.
Synthesebedingte Verunreinigungen, etwa Salze oder Proteine, aber auch Stiicke
mit falscher Sequenz oder einer Lidnge von mehr als 30 Basenpaaren
beeintrichtigen das Resultat.

Auch die Transfizierbarkeit der verwendeten Zelllinie an sich beeinflusst
das Ergebnis der RNAI, ebenso wie der aktuelle Zustand, in dem sie sich befindet.
Bei adhirenten Zellen ist auch die Zelldichte zum Zeitpunkt der Transfektion
entscheidend; allerdings gibt es wie so oft auch hier keine verbindlichen Regeln,
die optimale Zelldichte kann von Linie zu Linie stark variieren und liegt im

allgemeinen zwischen 30 und 70% Konfluenz .

Die Transfektionsmethode spielt ebenfalls eine Rolle. Verbreitet ist die
Elektroporation, bei der ein Spannungsimpuls die Bildung von Poren in der
Zellmembran verursacht; die Oligonukleotide konnen durch sie in die Zelle hinein
(Wong und Neumann, 1982). Die Methode ist effektiv, bringt aber meist eine
hohe Mortalitdt mit sich. Weniger Stress fiir die Zellen bedeutet da die
Lipofektion, also das Einschleusen der siRNA im Komplex mit kationischen
Liposomen oder vergleichbaren Formulierungen. Diese Reagenzien diirfen in der
eingesetzten Menge fiir die Zellen nicht schidlich sein und miissen dariiber hinaus
die jeweilige siRNA ausreichend gut komplexieren. Fiir die vorliegenden
Untersuchungen wurde das Transfektionsreagenz Oligofectamine® verwendet,
das speziell fir das Einschleusen von kurzen Nukleotidsequenzen entwickelt
wurde. Auf die Verwendung des iiblichen Kulturmediums wurde verzichtet: Es
enthélt Antibiotika, die in Verbindung mit dem Lipofektionsreagenz toxische
Wirkungen haben konnen; auch das enthaltene Serum stort, unter anderem kénnen
Enzyme enthalten sein, welche die siRNA abbauen und damit deaktivieren
(Qiagen Transfection Ressource Book, 2002). Stattdessen wurde OptiMEM®
verwendet, eine fiir die Transfektion von Zellen gut geeignete Variante von MEM

(Saffer und Hughes, 1986), die ihre Eignung vielfach unter Beweis gestellt hat.
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4.4.2 Knockdown von PP2Co und PP2CJ durch RNAi

Ziel der Bemiihungen war die Etablierung eines Systems, in dem gleichzeitig
beide PP2C-Isoenzyme o und B herunterreguliert werden konnten, um auf diesem
Weg mehr iiber die Funktion der PP2C in der Zelle und ihre Beteiligung an

Signalwegen, insbesondere der Apoptose, zu gewinnen.

Nach einer Reihe von Experimenten, bei denen durch Variation der
Versuchsparameter das optimale Protokoll gefunden werden sollte, gelang
schlieBlich die Etablierung eines Modells, bei dem PP2Co und PP2C[B von
SH-SY5Y-Zellen innerhalb des etwa gleichen Zeitfensters herunterreguliert
waren. Dies wurde erreicht, indem die Zellen direkt nach dem Splitten in
OptiMEM® suspendiert und transfiziert wurden. Wihrend der vierstiindigen
Inkubation mit den Oligofectamine®/siRNA-Komplexen sorgte regelmifBiges
Aufschiitteln dafiir, dass die Zellen stets von Transfektionsmedium umspiilt
wurden; im Vergleich zur Transfektion adhédrenter, aber aggregierter SH-SYSY-
Zellen konnten die Komplexe so besser in die Zellen aufgenommen werden.

Die zum Einschleusen notwendige Menge Oligofectamine® betrug
10 ul/ml. Zwar war diese Konzentration beim Toxizitdtstest zu Beginn der
Untersuchungen bereits schidlich fiir die Zellen, aber hier wurden die Zellen nur
vier Stunden statt 72 damit inkubiert, so dass in Anbetracht der stark verkiirzten
Zeitspanne keine groferen Schiden zu befiirchten waren. Diese Vermutung wurde
bestitigt, als entsprechend behandelte Zellen mit Hoechst 33258 gefirbt und die
apoptotischen Kerne gezidhlt wurden: Ihr Anteil hatte sich im Vergleich zur
oligofectaminefrei inkubierten Kontrollgruppe nicht erhoht. Die Transfektionszeit
selbst war vergleichsweise kurz, allerdings konnte mit Hilfe fluoreszenzmarkierter
Oligonukleotide gezeigt werden, dass sie zur Transfektion von SH-SYS5Y-Zellen

ausreichend ist (Faber, personliche Mitteilung).

Die Reduktion des Proteinspiegels war sowohl bei PP2Ca als auch bei
PP2CP bereits nach acht Stunden evident; das ist etwas frither als in vielen
Veroffentlichungen, wobei allerdings dort hédufig der 24 Stunden-Wert der
fritheste untersuchte Zeitpunkt ist. Fiir die Transfektion mit dsRNA ist

nachgewiesen, dass die mRINA-Spiegel bereits nach zwei Stunden deutlich
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reduziert sind (Zamore et al., 2000); bei einer entsprechend kurzen Halbwertzeit
des Zielproteins ist auch mit einer frithen Abnahme der Proteinmenge zu rechnen.

Die Regulation bewegte sich bei mehreren unabhingigen Experimenten
stets im gleichen Rahmen, was das Zeitfenster und den Grad der Reduktion
betrifft; kleinere Schwankungen lieBen sich allerdings trotz Verwendung des
exakt gleichen Protokolls nicht vermeiden; immerhin handelt es sich bei einer
Zellkultur um ein lebendes System mit den entsprechenden Unwigbarkeiten.
Auch die fiir die Experimente verwendeten Materialien konnen Unterschiede im
Ergebnis bedingen; so wurde auch im Rahmen der fiir diese Arbeit gemachten
Untersuchungen beobachtet, dass unterschiedliche Chargen der gleichen siRNA-
Sequenz bei unveridndertem Protokoll zu durchaus unterschiedlichen Ergebnissen
fithren konnen.

Neben der Western Blot-Detektion wurde die Regulation von PP2Ca und
PP2CP auch durch eine Immunzytochemie verfolgt. Sie bestiitigte die Ergebnisse,
zeigte aber gleichzeitig auch, dass nicht alle Zellen gleichermallen transfiziert
worden waren; bei einem kleineren Teil der SH-SYS5Y-Zellen hatte sich die
Intensitdt der Fiarbung nicht verdndert. Allerdings verwundert das nicht, eine
hundertprozentige Transfektion ist keinem Fall zu erwarten. Auch Bad als
unabhingiges Protein wurde immunzytochemisch detektiert; anders als bei PP2C
dnderte sich die Intensitit und damit die Expression wihrend der RNAIi nicht.
Dies zeigt, dass die Regulation der Phosphatase die Folge der RNAi war und nicht

auf unspezifischen toxischen Effekten beruhte.

4.5 Beteiligung der PP2C am olsidureinduzierten Zelltod in

SH-SYS5Y-Zellen

Durch die RNAI bot sich nun die Moglichkeit, die PP2Co und PP2Cp in den SH-

SYS5Y-Zellen herunterzuregulieren und in der Folge ihre Funktion zu analysieren.
Optimal ist es, wenn die gesamte Behandlung wihrend der Downregulation

abgeschlossen werden kann; so wird vermieden, dass der Proteinspiegel wihrend

der Behandlung wieder ansteigt und dies das Ergebnis verfilscht. Im vorliegenden
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Fall bot die RNAI ein Zeitfenster von etwa zwanzig Stunden fiir die Behandlung,
fiir die Olsiureschidigung unter normalen Bedingungen mehr als ausreichend.

Im Versuch wurde 16 Stunden nach der Transfektion behandelt; zu diesem
Zeitpunkt waren erstens die Proteine herunterreguliert, zweitens waren seit der
Aussaat bereits 12 Stunden vergangen und die Zellen hafteten fest genug an der
Kulturschale, um behandelt und fixiert zu werden. Zu fritheren, ebenfalls
denkbaren Zeitpunkten fithren die Inkubation und insbesondere die nachfolgenden
notwendigen Waschschritte zum Ablosen der Zellen, was die Auswertung des
Versuchs empfindlich stort.

SchlieBlich wurden die RNAi-Zellen nach dem iiblichen Protokoll mit
Olsidure behandelt. Anhand entsprechender Kontrollgruppen konnte gezeigt
werden, dass zuvor mit Oligofectamine® inkubierte Zellen den Einfliissen der
Olsiure gegeniiber deutlich empfindlicher waren: Sie waren signifikant stirker
geschadigt.  Moglicherweise  fordern und  beschleunigen  anhaftende
Oligofectamine®-Reste auf der Zelloberfliche die Aufnahme der Olsiure. Beim
Vergleich der RNAi-Zellen mit der entsprechenden, Oligofectamine®-
behandelten Kontrolle aber zeigte sich, dass die Reduktion der PP2C auch zu
einer statistisch signifikanten Abnahme der Apoptoserate gefiihrt hatte: Die PP2C
ist damit an der dlsdureinduzierten Apoptose von SH-SYS5Y-Zellen beteiligt.

Wenn die RNAi-Zellen trotz reduzierter PP2C-Spiegel nicht unempfindlich
gegeniiber der Olsdure waren, ist nicht v6llig iiberraschend, zumal die PP2C zwar
herunterreguliert, aber mitnichten ganz verschwunden war; auch das verbliebene
Enzym kann Apoptose vermitteln — nur eben nicht mehr im selben Umfang.

AuBerdem besteht die Moglichkeit, dass die PP2C nicht allein fiir das
Geschehen verantwortlich ist: Immerhin ist die Olsdure kein sonderlich
spezifischer Aktivator der PP2C und beeinflusst neben ihr weitere Proteine in der
Zelle, die zumindest theoretisch auch zur Apoptose beitragen konnen; dass die
Olsiure Apoptose und nicht Nekrose auslost, ist inzwischen gesichert (Wrede et
al., 2002).

Zu den vielfiltigen Wirkungen der Olsiure, die im iibrigen auch als
neurotropher Faktor wirken kann (Medina und Tabernero, 2002; Granda et al.,
2003),  zdhlt unter anderem die Freisetzung von Neurotransmittern aus

Synaptosomen (Rhoads et al., 1983; Troeger et al., 1984), von Calciumionen
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(Siafaka-Kapadou et al., 1997), von NO (Maestre et al., 2003) und reaktiven
Sauerstoffspezies (ROS) (Maestre et al., 2003; Puertollano et al., 2003); sie
aktiviert neben der PKC auch die Proteinphosphatase 5 (Skinner et al., 1999), die
Proteinphosphatase 2B (Kessen et al., 1999), die cAMP-aktivierte Proteinkinase
AMPK (Clark et al., 2004), die Phospholipasen C (Kobayashi et al., 2004) und D
(Chalifour und Kanfer, 1982) sowie die Phosphoinositol-3-Kinase (PI3K) (Hardy
et al., 2000). Der an der Apoptose beteiligte PPA-Rezeptor (peroxisome
proliferator-activated receptor) wird von der Olsidure ebenfalls aktiviert
(Braissant et al., 1996; Cullingford et al., 1998; Wolfrum et al., 2001). Interessant
ist auch ihre Wirkung in Verbindung mit humanem Lactalbumin: HAMLET
(human o-lactalbumin made lethal to tumor cells) ist ein Komplex, in dem die
Olsiure Lactalbumin in einer zytotoxischen Konformation stabilisiert; er induziert
Apoptose in humanen und murinen Tumorzelllinien (Svensson et al., 2000;
Diiringer et al., 2003; Svanborg et al., 2003), bringt Papillome der Haut zum
Verschwinden (Gustafsson et al., 2004) und bewirkt den Untergang von humanen
Glioblastomzellen ohne Beeintrichtigung des umgebenden gesunden Gewebes
(Fischer et al., 2004).

Die Olsiure hat auch Auswirkungen auf das Mitochondrium: So wurde nach
entsprechender ~ Behandlung eine  Entkopplung der  mitochondrialen
Phosphorylierung beobachtet (Ogawa et al., 1988), die Membranpermeabilitit
stieg infolge einer Zunahme von proapoptotischem Bax an, wodurch Cytochrom ¢
und andere apoptosefordernde Substanzen vermehrt freigesetzt wurden (Duval et

al., 2002; Maestre et al., 2003; Epand et al., 2004).

Dies legt die Vermutung nahe, dass an der 6lsdureinduzierten Apoptose eine
ganze Reihe von Faktoren mitwirkt. In jedem Fall aber zeigen die Ergebnisse der
vorliegenden Untersuchungen, dass die PP2C einer dieser Faktoren ist und in der
Olsdureinduzierten Apoptose tatsidchlich eine Rolle spielt; Inhibitoren der PP2C
konnten daher in apoptotische Vorginge, und moglicherweise nicht nur in solche,
die durch Fettsduren ausgelost wurden, eingreifen und die Zellen vor dem

Untergang bewahren.



S5 Zusammenfassung

Storungen der neuronalen Apoptose sind an einer ganzen Reihe von
Krankheitsbildern beteiligt, darunter so hdufige wie Krebs, neurodegenerative
Erkrankungen und Schlaganfall. Daher ist es wichtig, die zugrundeliegenden
Signalwege zu untersuchen, um die Zusammenhidnge aufzukliren und die

Moglichkeit der therapeutischen Intervention zu schaffen.

Im ersten Teil der vorliegenden Untersuchungen wurden die
neuroprotektiven Eigenschaften des p53-Inhibitors Pifithrin-ot im in vivo-Modell
der transienten globalen Ischdmie der Ratte getestet. Die Vorbehandlung mit dem
Hemmstoff konnte die Schiadigung der hippokampalen CAl-Neurone reduzieren;

Pifithrin-a war damit neuroprotektiv.

Der Schwerpunkt der Arbeit lag auf der Untersuchung der Rolle der
Proteinphosphatase 2C in der Olsdureinduzierten Apoptose. Die Isoformen o und
B dieser magnesiumabhingigen Serin/Threonin-Phosphatase werden durch
Fettsduren mit definierten Strukturmerkmalen aktiviert. Fiir die PP2C-
aktivierende Olsiure konnte im iibrigen gezeigt werde, dass sie in bestimmten
Systemen Apoptose hervorruft.

Um herauszufinden, ob zwischen diesen Ereignissen ein Zusammenhang
besteht, wurde zunichst ein Modell etabliert, in dem die Olsdure in der humanen
Neuroblastom-Zelllinie SH-SYS5Y konzentrations- und zeitabhidngig Apoptose
auslost. SchlieBlich wurde gezeigt, dass PP2C-aktivierende Fettsduren sowohl
SH-SY5Y-Zellen als auch kultivierte embryonale kortikale Neurone der Ratte
schiadigen konnten, wihrend nicht-aktivierende zwar ebenso gut von den Zellen

aufgenommen wurden, aber keine Apoptose zu induzieren vermochten.

PP2Co wird im Zytosol der SH-SY5Y-Zellen exprimiert, die PP2Cf
zusitzlich im Zellkern. Die Behandlung mit Olsiure #nderte nichts an der durch

Western Blotting und Immunzytochemie detektierten PP2C-Menge in der Zelle.
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Auch das PP2C-Substrat Bad wurde untersucht; da es ebenfalls im Zytosol
lokalisiert ist, kann es prinzipiell auch in der Zelle mit der PP2C interagieren.
Allerdings konnten nach der Behandlung mit Olsiure eine Regulation weder von
Gesamt-Bad noch von phosphoryliertem Bad, detektiert nach Immunprizipitation,
gezeigt werden. Zur Kliarung der Beteiligung von Bad an der 6lsdureinduzierten

Apoptose sind daher weitere Untersuchungen notwendig.

Da gegenwirtig noch keine spezifischen PP2C-Inhibitoren verfiigbar sind,
wurde ein Modell etabliert, in dem mit Hilfe der RNA-Interferenz durch gezielten
Abbau der entsprechenden mRNA die PP2Co und PP2CP spezifisch und
gleichzeitig herunterreguliert werden konnten. SchlieBlich wurden die RNAi-
Zellen wihrend des Zeitfensters der Downregulation nach dem iiblichen Protokoll
mit Olsdure behandelt: Verglichen mit der entsprechenden Kontrolle waren die
SH-SY5Y-Zellen mit reduziertem PP2C-Gehalt weniger stark geschadigt.

Die Proteinphosphatase 2C ist also an der Olsdureinduzierten Apoptose von
SH-SY5Y-Zellen beteiligt; ihre Hemmung, sei es durch Knockdown oder
Inhibitoren, reduziert den Zelltod und konnte damit eine Moglichkeit auch zum
therapeutischen Eingriff bei Zustdnden mit pathologisch gesteigerter Apoptose

bieten.
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