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Einleitung

1 Einleitung

Das menschliche Nervensystem ist ein auferst komplexes und empfindliches
System aus ca. 100 Milliarden miteinander vernetzten und kommunizierenden
Nervenzellen (Williams und Herrup, 1988), dessen Funktionsweise im vollen Umfang
trotz der grof3en Fortschritte in der Erforschung neuronaler Vorgange bis heute nicht
entschlisselt werden konnte.

Angesichts der Komplexitat und schieren GroRe dieses sensiblen Systems, das sich
Uber Jahrtausende von Jahren von primitiven Strukturen in Invertebraten zu immer
leistungsfahigeren Vernetzungen entwickelt hat, ist es erstaunlich, wie die Regulation
der Vielzahl von Nervenzellen, sowie deren VerknUpfungsmuster untereinander
koordiniert und moduliert werden.

Hier fihrte die Evolution zu einer ganz wesentlichen Weiterentwicklung im Aufbau,
der Koordination und der funktionellen Interaktion des Nervensystems: so besitzen
primitive Tiere wie der Fadenwurm Caenorhabditis elegans individuell identifizierbare
Neurone — namlich genau 302 an der Zahl — mit definierten Verkntpfungen (White et
al., 1986). Das Nervensystem der Wirbeltiere hingegen setzt sich aus einem
anfanglich hohen Uberschuss von Neuronen zusammen. Im Verlauf der
Embryonalentwicklung werden neuronale Netzwerke ausgebildet und uberflissige
oder nicht funktionell verknipfte Neurone durch Apoptose, den programmierten
Zelltod, eliminiert.

Eine substantielle Rolle bei der Steuerung dieser physiologischen Vorgange spielen
hierbei die sogenannten neurotrophen Faktoren. Diese Faktoren — die Neurotrophine
— werden wahrend der Entwicklung des Nervensystems in geringen Konzentrationen
in den entsprechenden Zielgebieten exprimiert. Lediglich die Nervenzellen, die
ausreichende Mengen der Faktoren erhalten, Uberleben. Derartige neurotrophe
Regulationsmechanismen gewahrleisten eine Anpassung an die GroRe des
Zielgewebes und wurden in den letzten Jahrzehnten in vielfaltigen Experimenten
untersucht und weitestgehend aufgeklart (Cohen, 1960; Levi-Montalcini und Booker,
1960; Johnson et al., 1980 und 1983; Aloe et al., 1981; Rohrer et al., 1988).
Neurotrophine stellen jedoch nicht nur das Uberleben von bestimmten Neuronen
sicher, sie konnen auf der anderen Seite auch proapoptotische Prozesse auslosen,
die zum Absterben von Zellen fuhren. Des Weiteren beeinflussen sie die
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Differenzierung und Spezifizierung von Neuronen und sind fur die Plastizitat des
Nervensystems verantwortlich.

Die Effekte der Neurotrophine sind nicht auf Nervenzellen beschrankt; Einflisse auf
nicht-neuronale Zellen sind ebenso bekannt. So fordern Neurotrophine zum Beispiel
die Migration von Schwann’schen Zellen (Anton et al., 1994; Bentley und Lee, 2000)
und scheinen als Vermittler zwischen Immun- und Nervensystem von Bedeutung zu
sein (Skaper et al., 2001). Daruber hinaus wirken sie modulierend bei pathologischen
Prozessen wie Autoimmunerkrankungen oder Entzindungen (Serafeim et al., 2001).

Aufgrund der protektiven und regenerativen Wirksamkeit der Neurotrophine im
Nervensystem des erwachsenen Menschen wurde ihr therapeutischer Einsatz
bislang bei neuronalen degenerativen Erkrankungen wie Morbus Alzheimer,
Amyotrophe Lateralsklerose (ALS) oder bei chronischem Schmerz in mehreren
klinischen Studien Uberpruft (Saragovi und Gehring, 2000).

Allerdings sind ungunstige Parameter wie eine kurze biologische Halbwertszeit der
Neurotrophine in vivo (z. B. Pardridge et al.,1994), ungunstige Pharmakokinetik oder
unerwinschte pleiotrope Effekte dafur verantwortlich, dass sich eine Therapie mit
Neurotrophinen als sehr schwierig erweist und Behandlungsstrategien mit dieser
Gruppe der Wachstumsfaktoren bisher noch nicht zur Verfugung stehen (Thoenen
und Sendtner, 2002).

1.1 Die Familie der Neurotrophine

Die Geschichte und damit die Erforschung der Neurotrophine hat ihren Ursprung in
den frGhen 1950er Jahren und begann mit der Entdeckung des Nerve Growth
Factors (NGF). Rita Levi-Montalcini machte erstmals die Beobachtung, dass
zielgerichtetes Neuritenwachstum in Dorsalwurzelganglien von Huhnerembryos
durch benachbarte Mausesarkomzellen induziert werden konnte (Levi-Montalcini und
Hamburger, 1951; Cohen et al., 1954).

Weitere Untersuchungen brachten sie auf die Spur eines humoralen Proteins, das
aus den Sarkomzellen zu stammen schien und offensichtlich in der Lage war, das
Wachstum und die Differenzierung von Nervenzellen zu stimulieren. Sie nannte es

Nerve Growth Factor (NGF). Die weitreichende Bedeutung dieser Entdeckung und
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ihrer Erforschung wurde 1986 durch die Verleihung des Nobelpreises an Levi-
Montalcini und ihren Kollegen Stanley Cohen honoriert.

Das zweite Mitglied der Neurotrophin-Familie, das NGF mit einer Sequenzhomologie
von uber 50% sehr ahnelt, ist der Brain-Derived Neurotrophic Factor (BDNF) (Hofer
und Barde, 1988). Kurze Zeit nach seiner Entdeckung wurden Neurotrophin-3 (NT-3)
und Neurotrophin-4/5 (NT-4/5) (Hohn et al., 1990; Maisonpierre et al., 1990; Hallbook
et al, 1991; Berkemeier et al., 1991) entdeckt und der Neurotrophin-Familie
zugeordnet (Ubersicht siehe Barde, 1990; Bibel und Barde, 2000). NT-4 wurde
zuerst in X./aevis, einem Krallenfrosch, entdeckt; spater stiel3 man auf NT-5, was das
Ortholog im Saugetier zu sein scheint (Ip et al., 1992).

Neurotrophine werden als Pra-Pro-Proteine translatiert und anschlieend als nicht-
kovalente Homodimere sezerniert (Berger et al., 1977; Ullrich et al., 1983). Die Pra-
Sequenz wird bei der Translokation in das endoplasmatische Retikulum abgespalten
und Pro-Neurotrophine werden durch bestimmte Pro-Protein-Konvertasen wie Furin
und Furin-artige Proteasen PACE4 und PC5/6-B im trans-Golgi-Network prozessiert
(Bresnahan et al., 1990; Seidah et al., 1996; Farhadi et al., 1997; Mowla et al., 1999).
Bis vor kurzem wurde angenommen, dass Pro-Neurotrophine unwirksame Vorstufen
des eigentlich biologisch aktiven Proteins sind. Es konnte aber in aktuellen
Untersuchungen gezeigt werden, dass die Pro-Formen mit sehr hoher Affinitat
selektiv an den Neurotrophinrezeptor p75 zu binden vermégen und dadurch
Apoptose ausldsen kdnnen (Lee et al., 2001; Beattie et al., 2002; Harrington et al.,
2004). Interessant ist des Weiteren das Phanomen, dass bei zahlreichen
pathologischen Prozessen wie z. B. Hirnlasionen (Harrington et al, 2004),
Ruckenmarksverletzungen (Beattie et al., 2002) und Morbus Alzheimer die
Konzentration von pro-NGF erhoht ist und somit verstarkt p75-vermittelte
apoptotische Prozesse induziert werden (Fahnestock et al., 2001; Peng et al., 2004).
Neurotrophine liegen im Korper hauptsachlich als Homodimere vor und besitzen in
dieser Form ein Molekulargewicht von 26 bis 28 kDa. Der zentrale Bereich einer
jeden Untereinheit weist zwei Paare einer B-Faltblatt-Struktur auf (Bradshaw et al.,
1993). An einem Ende schlieBen sich drei loop-Regionen an, am anderen Ende
befindet sich das sogenannte cystine-knot-Motiv. Dieser Cystin-Knoten ist
charakteristisch fur die raumliche Struktur der Neurotrophine und besteht aus drei
Paaren antiparalleler B-Faltblattstrange, die durch Disulfidbriicken zwischen sechs

hoch konservierten Cysteinresten gebildet werden (Mobley et al., 1976; McDonald et
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al., 1991; Ibanez et al., 1998). Darluber hinaus existieren weitere dimere
Wachstumsfaktoren, die keine Sequenzhomologien zu den Neurotrophinen
aufweisen, jedoch als raumliches Charakteristikum ebenfalls ein Cystin-Knoten-Motiv
besitzen — so z. B. der Transforming Growth Factor-3 (TGF-B), der Platelet-derived
Growth Factor (PDGF) oder Human Chorionic Gonadotropin (HCG).

C-Terminus

Abb. 1-1: Struktur des NGF-Monomers
Markiert sind die Loop-Regionen (L1-L4), die B-Faltblattstrukturen (A-D) sowie C- und N-Terminus
(aus Wiesman und de Vos, 2001).

Schon frih wurde erkannt, dass NGF nicht nur das Wachstum von sensorischen und
sympathischen Ganglien induzieren kann, sondern auch die Komplexitat der
dendritischen Verzweigungen erhdéht und eine entscheidende Rolle als
neuroprotektiver Wachstumsfaktor spielt (Ruit ef al, 1990). Diese funktionale
Bedeutung konnte auch fur die anderen Mitglieder der Neurotrophin-Familie
nachgewiesen werden (Cohen-Cory und Fraser, 1995; Mc Allister et al., 1995 und
1997).

Des Weiteren konnte gezeigt werden, dass Neurotrophine in der Lage sind, Neurone
zu depolarisieren und die Neurotransmitter-Ausschuttung zu induzieren — somit
beeinflussen sie direkt die synaptische Transmission (Yang et al, 2002).
Andererseits konnen elektrische Impulse in Nervenzellen zur Sekretion von

Neurotrophinen fiihren (Ubersicht in Thoenen, 1995).
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Interessanterweise wirken Neurotrophine und besonders NGF nicht nur fordernd auf
das Uberleben von Neuronen, sondern kénnen unter bestimmten Voraussetzungen

gezielt Apoptose Uber den Neurotrophinrezeptor p75 ausldosen (siehe 1.2).

1.2 Neurotrophine und ihre Rezeptoren

Neurotrophine weisen nicht nur in hohem Male Homologien in ihren
Aminosauresequenzen auf, auch die biologischen Effekte, die sie auslosen, dhneln
sich sehr. Trotz gewisser Uberschneidungen der Zielzellen und Effekte gibt es fir
jedes Neurotrophin ein zeitliches und zellpopulationbezogenes spezielles
Wirkspektrum, das schon frih vermuten lie}, dass unterschiedliche Rezeptoren bei
der Vermittlung von Effekten involviert sind.

Man kennt zwei in ihrem Aufbau und den vermittelten Effekten hochgradig
unterschiedliche Rezeptoren der Neurotrophine: den Tropomyosin-related kinase
Rezeptor (Trk) (Martin-Zanca et al., 1989; Kaplan et al., 1991; Klein et al., 1991), der
meist als ,hochaffin® bezeichnet wird und zur Rezeptor-Tyrosin-Kinase-Familie zahlt,
und den sogenannten ,niedrig affinen* Neurotrophinrezeptor p75N® (p75-N™R oder
p75) (Johnson et al., 1986), ein Mitglied der TNF-Rezeptor/Fas/CD40-Familie. Dass
eine bindre Unterscheidung der Neurotrophinrezeptoren in hochaffin und niedrigaffin
nicht mdglich ist, wird im weiteren Verlauf der Einleitung noch eingehend erlautert.

Es existieren unterschiedliche Isoformen der Trk-Rezeptoren. Wahrend NGF
ausschlieRlich und mit einer hohen Affinitat (Ko~10"" M) an TrkA bindet (Kaplan et
al., 1991), ist TrkB der spezifische Rezeptor fir BDNF, NT-3 und NT-4 (Berkemeier
et al.,, 1991; Klein et al., 1989, Ip et al., 1992; Middlemas et al., 1991, Squinto et al.,
1991), sowie TrkC fur NT-3 (Lamballe et al., 1991a, b; Kaplan und Miller, 2000). In
geringerem MalRe kann NT-3 auch mit TrkA interagieren (Cordon-Cardo et al., 1991).
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Abb. 1-2: Die Neurotrophin-Rezeptoren

Alle Neurotrophine binden mit ahnlicher Affinitdt an p75, Unterschiede gibt es hier lediglich in der
Kinetik. Die Bindung an die Trk-Rezeptoren geschieht jedoch selektiv: TrkA bindet hauptsachlich
NGF, kann aber auch mit NT-3 wechselwirken, an TrkB bindet mit sehr hoher Affinitat BDNF, in
geringerem Malde auch NT-3 und NT-4/5. Der spezifische Ligand fur TrkC ist NT-3.

Strukturell sind die einzelnen Trk-Isoformen ahnlich aufgebaut. Es sind an der
Zelloberflache befindliche transmembrane Glykoproteine mit einem Molekulargewicht
von 140-145 kDa. In der extrazellularen Domane finden sich Leucin-reiche Motive
(LRR1-3), zwei Cystein-Cluster (C1, C2), zwei immunglobulinahnliche Domanen (Ig1,
Ig2) und eine transmembrane Region (Schneider und Schweiger, 1991). Bedeutsam
ist hierbei, dass die intrazellularen Regionen der Rezeptoren eine
Sequenzhomologie von Uber 87% aufweisen, wahrend sich die extrazellularen
Bereiche mit einer Homologie von nur ca. 30% eher voneinander unterscheiden.
Demnach ist die Ursache fur die Spezifitat der Rezeptoren im extrazellularen Bereich
zu finden. Tatsachlich ist die zweite Ig-ahnliche Domane nicht nur malgeblich flr die
Bindung der Neurotrophine, sondern insbesondere flir ihre Spezifitdt verantwortlich
(Urfer et al., 1995 und 1998; Ultsch et al., 1999). Aus der Strukturanalyse eines Co-
Kristalls aus NGF und der zweiten Ig-ahnlichen Domane (d5) von TrkA wurde
ersichtlich, dass die Rezeptor-Ligand-Interaktion an zwei Stellen stattfindet, wobei
ein Motiv von allen Neurotrophinen geteilt wird, wahrend das zweite flr die
spezifische Bindung von NGF verantwortlich ist (Wiesman et al., 1999).

Die extrazellulare Domane enthalt zudem zahlreiche Glykosylierungsstellen. Es

konnte gezeigt werden, dass Trk-Rezeptoren, die unglykolysiert vorliegen, die
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Zellmembran nicht erreichen — obwohl sie aktiviert vorliegen, sind sie offensichtlich
nicht in der Lage, die nachfolgenden Signalkaskaden anzustoflen und
Differenzierung von Nervenzellen zu vermitteln. Insofern wird davon ausgegangen,
dass die Glykosylierung nicht nur flr die Positionierung in der Transmembran-
Region, sondern auch fur die Verhinderung einer spontanen Aktivierung
verantwortlich ist (Watson et al., 1999).

Der intrazellulare Teil des Rezeptorproteins besteht aus einer juxtamembranen
Domane, einer Tyrosinkinaseregion und einem carboxyterminalen Rest. In der
Tyrosinkinasedomane befinden sich hochkonservierte Tyrosinreste, die im
phosphorylierten Zustand in der Lage sind, Adapterproteine der Signalkaskaden zu
binden.

Die Aktivierung eines Trk-Rezteptors durch Anlagerung seines jeweils spezifischen
Neurotrophin-Liganden lauft nach einem Schema ab, das allen Rezeptor-Tyrosin-
Kinasen gemein ist: es kommt zur Liganden-induzierten Dimerisierung der Rezeptor-
Proteine, anschlielend zur initialen Aktivierung der Autokinase-Domane, zur
Phosphorylierung der Tyrosin-Reste innerhalb des sogenannten activation loops,
welches wiederum zur vollen Aktivierung der Autokinase fuhrt und schliel3lich in einer
Autophosphorylierung der Tyrosinreste aulderhalb des activation loops resultiert. An
die phosphorylierten Tyrosinreste konnen nun bestimmte Adapterproteine binden, die
die intrazellularen Signalkaskaden vermitteln und anstof3en. Am intensivsten wurden
die Vorgange an den Tyrosinresten Y490 und Y785 untersucht, da hier die
Ubertragung der extrazellularen Aktivierung auf die intrazellularen Signalwege
stattfindet (z. B. Baxter et al., 1995). Hierzu zahlen der Ras/extracellular signal
regulated kinase (ERK)-Weg, der Phosphatidylinositol-3-OH-Kinase (PI3K)/Akt-
Kinase-Weg und Phospholipase C-y1 (PLC-y1)-Weg.

Der phosphorylierte Tyrosinrest Y490 ermdglicht die Anlagerung und die
Phosphorylierung des Adapterproteins Shc (Kaplan und Stephens, 1994; Obermeier
et al., 1994; Stephens et al., 1994), das im phosphorylierten Zustand an einen Grb2-
son of Sevenless (SOS)-Komplex bindet, was wiederum zu einer Aktivierung von
Ras fuhrt (Basu et al, 1994). Ras und Rap, beides GTPasen, assoziieren und
aktivieren die Proteinkinase Raf, die wiederum die MAPK-Kinase 1/2 (MKK 1/2)
phosphoryliert und dadurch aktiviert. MKK 1/2 schliellich ist fur die Phosphorylierung
von ERK 1/2 verantwortlich, was zur Aktivierung der Proteinkinase p90/ribosomal-
S6-kinase 2 (RSK2) fuhrt (Bonni et al, 1999). Dieses Protein vermag durch
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inhibitorische  Phosphorylierung von Bad oder durch Aktivierung des
Transkriptionsfaktors cyclic AMP-response element binding (CREB) apoptotische
Vorgange zu unterdricken. Bad ist ein proapoptotisches Mitglied der Bcl-2 Familie,
das nur in unphosphoryliertem Zustand in der Lage ist, Bcl-x, zu binden und so
apoptotische Vorgange zu induzieren. Wird Bad phosphoryliert, werden somit
proapoptotische Signale verhindert und das Uberleben der Zelle begiinstigt (Datta et
al., 1997). Der Ras/Raf/MAPK-Signalweg vermittelt aul3er Neuroprotektion auch
Differenzierung und Wachstum von Neuronen.

Ein zweiter wichtiger Signalweg verlauft Uber PI3K und ist vor allem fur das
Neurotrophin-vermittelte Uberleben von Neuronen verantwortlich (Segal et al., 1996).
PI3K kann entweder direkt durch die Trk-Rezeptoren oder Gber Signalproteine wie
Ras und insulin receptor substrate (IRS) 1/2 aktiviert werden. Ist PI3K aktiv,
produziert es den second messenger Phosphatidylinositol-3-Phosphat, was zu einer
Aktivierung der Proteinkinase Akt, auch Proteinkinase B genannt, fuhrt. Durch eine
inhibitorische Phosphorylierung von Glykogen-Synthasekinase 3 (GSK3) ist aktivierte
Akt in der Lage, den programmierten Zelltod zu reduzieren. Dartber hinaus kommt
es durch aktive Akt zu einer inhibtorischen Phosphorylierung von Bad und damit zu
einer Verhinderung der Assoziation mit Bcl-x,.. An dieser Stelle treffen somit die zwei
bislang getrennt ablaufenden Signalwege - der PI3K-Akt-Weg und der MAPK-
Signalweg - zusammen (Yuan und Yankner, 2000).

Der phosphorylierte Tyrosinrest Y785 stellt eine Bindungsstelle fur PLC-y1 dar, die
durch die Trk-Kinase phosphoryliert, dadurch aktiviert wird und durch hydrolytische
Spaltung von Phospatidylinositid-Verbindungen Diacylglycerol und Inositol-1,4,5-
Triphosphat (IP3) generiert. IP3 induziert die Ausschuttung von Calcium in den
zytoplasmatischen Raum, was zur Aktivierung verschiedener Calcium-kontrollierter

Signalwege fuhrt (Patapoutian und Reichardt, 2001).



Einleitung

v oV

Apoptose

Transkription von antiapoptotischen Faktoren

Abb. 1-3: Signalkaskaden der TrkA-vermittelten Effekte (modifiziert aus Yuan und Yankner, 2000);

Erlduterungen siehe Text

Den zweiten, vollig andersartigen Rezeptor, an den alle Neurotrophine mit einer
ahnlich niedrigen Affinitat binden (Kp~10° M), stellt das Rezeptorprotein p75 dar
(Sutter et al., 1979). Hierbei handelt es sich um ein transmembranes Glykoprotein
mit einem Molekulargewicht von 75 kDa, einer extrazellularen Cystein-reichen
Doméane und einem intrazellularen carboxyterminalen Bereich. Letzterer weist eine
hohe Sequenzhomologie zu anderen Mitgliedern der TNF-Rezeptorfamilie wie TNF-
R1, Fas oder death receptor-3 (DR-3) auf und wird auch als ,Todesdomane”
bezeichnet.

Erst vor kurzem gelang die Kristallisation eines Komplexes aus NGF und p75 und
damit dessen strukturelle Aufklarung. Erstaunlicherweise existiert in diesem Komplex
ein stochiometrisches NGF-p75-Verhaltnis von 2:1, d.h. ein NGF-Homodimer bindet

9
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ein einzelnes p75-Monomer. Dieses nicht-symmetrische Verhaltnis basiert auf einer
durch die Bindung induzierten strukturellen Veranderung des NGF-Proteins, so dass
die Anlagerung an ein weiteres p75-Rezeptorprotein nicht mdglich ist. Der fur die
p75-Bindung verantwortliche Sequenzbereich ist in allen Neurotrophinen hoch
konserviert. So Iasst sich auch erklaren, warum alle Neurotrophine trotz spezifischer
Trk-Rezeptoren mit vergleichbarer Affinitat an den p75-Rezeptor binden (He und
Garcia, 2004).

Der exakte Signalweg, der zur apoptotischen Zellantwort flhrt, ist noch nicht
vollstandig aufgeklart. Was allerdings bislang gezeigt werden konnte, ist eine
Liganden-induzierte Aktivierung von Rac, einem Protein, das GTP bindet und die c-
Jun N-terminale Kinase (JNK) aktiviert (Casaccia-Bonnefil et al., 1996). AuRerdem
findet eine Aktivierung von NF-kB (Carter et al., 1996; Yoon et al., 1998) und die

gesteigerte Produktion von Ceramiden (Dobrowsky et al., 1994) statt.

Die Effekte, die p75 vermittelt, hangen stark davon ab, ob in dem betreffenden
Gewebe Trk-Rezeptoren co-exprimiert werden. Die jahrelange Bezeichnung von p75
als ,Todesrezeptor® konnte erst in aktuelleren Untersuchungen als irrefihrend
aufgedeckt werden. Denn obwohl die komplizierten Zusammenhange der
Interaktionen zwischen Trk- und p75-Rezeptor noch nicht vollstandig verstanden
wurden, scheint die Funktion als Todesrezeptor nur dann zum Tragen zu kommen,
wenn keine Trk-Rezeptoren in unmittelbarer Nahe lokalisiert sind. In diesem Fall wird
durch Bindung von Neurotrophinen die apoptotische Signalkaskade in Gang gesetzt
und der programmierte Zelltod ausgelost. Dies konnte sowohl in neuronalen
(Rabizadeh et al., 1993; Cotrina et al., 2000; Friedman, 2000), als auch in nicht-
neuronalen Zellen beobachtet werden (Casaccia-Bonnefil et al., 1996).

Sind jedoch Trk-Rezeptoren vorhanden, kann p75 sogar die Affinitat von
Neurotrophinen an ihren spezifischen Trk-Rezeptor erhohen. Dies bedeutet, dass der
Neurotrophin-vermittelte neuroprotektive Effekt durch Einwirken von p75 sogar
gesteigert wird. Fur dieses Phanomen wurden unterschiedliche empirisch belegte
Erklarungsmodelle aufgestellt.

Das sogenannte Rekrutierungsmodell geht davon aus, dass p75 die NGF-Bindung
an TrkA erleichtert, indem es das Protein zuerst bindet und dann TrkA prasentiert.

Fur diese These spricht die hohe ,on and off rate” von p75 gegenuber NGF, ebenso

10
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die im Vergleich zu Trk-Rezeptoren sehr viel hOhere Anzahl an p75-Rezeptoren auf
der Zellmembran neuronaler Zellen (Chao und Hempstead, 1995).

Eine weitere Modellvorstellung ist jene, dass p75 daflr sorgen konnte, die NGF-
Konzentration in der Nahe der Zellmembran zu erhéhen und so eine Bindung an

TrkA wahrscheinlicher werden zu lassen (Barrett, 2000).

1.3 Mechanismen des Zelltods

Der Zelltod ist ein naturlicher Vorgang im Laufe der embryonalen Entwicklung,
welcher dafur sorgt, dass sich bestimmte Organe ausbilden und nicht mehr
funktionelle Strukturen eliminiert werden (Oppenheim, 1991; Teng et al, 2000).
Schon frih wurden aufgrund morphologischer und biochemischer Unterschiede der
zugrundegehenden Zellen zwei Formen des Zelltodes unterschieden: die Nekrose
und die Apoptose (Kerr et al., 1971, 1972; Wyllie, 1980; Gerschenson et al., 1992).
Auslésende Faktoren flr einen nekrotischen Vorgang koénnen z. B. toxische
Substanzen, Verbrennungen oder Bakterienbefall darstellen. Es handelt sich hierbei
um einen energie-unabhangigen, passiven und im Vergleich zur Apoptose schnell
ablaufenden Prozess (Eguchi et al., 1997; Leist et al., 1997), bei dem es zu einem
starken Anstieg der intrazellularen Calciumkonzentration mit Schadigung der
Mitochondrien kommt. Das Chromatin verklumpt zu ungleichmaRig geformten
Stucken, die Ribosomen kdnnen sich vom endoplasmatischen Retikulum ablosen.
Ebenso charakteristisch ist das Anschwellen der Zellorganelle und der Zelle selbst,
was bei Fortschreiten des Prozesses zum Platzen der Zellmembran und zur
Entleerung des Zellinhalts in das extrazellulare Milieu fuhrt (Kerr et al., 1994). Dies
kann inflammatorische Reaktionen, Schadigungen des umliegenden Gewebes sowie
Odembildungen zur Folge haben.

Die Apoptose wird hingegen als der ,programmierte Zelltod“ beschrieben (Meier et
al., 2000; Graham und Chen, 2001; Martin, 2001), der beispielsweise dafur
verantwortlich ist, dass wahrend der embryonalen Entwicklung beim Menschen die
Schwimmhaute zwischen Zehen und Fingern zurtckgebildet werden. Wahrend der
Ontogenese des Gehirns sterben 20-80 % der Neurone durch Apoptose ab
(Oppenheim, 1991). Ein genetisch festgelegtes ,Programm® entscheidet also, welche

Zellen absterben und welche sich weiter differenzieren. Doch auch bei
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pathologischen Prozessen wie chronisch degenerativen Gehirnerkrankungen spielt
Apoptose eine entscheidende Rolle. Darlber hinaus werden Zellen entfernt, die ihre
physiologischen Aufgaben aufgrund von Virenbefall oder mutagendser Einflisse
nicht mehr erfullen konnen (Vaux et al., 1994; Williams, 1991).

Allgemein kann bei apoptotischen Vorgangen auch von einem ,stillen® Zelltod
gesprochen werden, da keine Entzindungsreaktionen beobachtet werden und am
Ende der Zerfall und die Phagozytose der Zelle steht. Einige die Apoptose
auslésende Stimuli wurden bereits identifiziert und untersucht, wie etwa ein Mangel
an Wachstumsfaktoren, DNA-Schadigungen, Stimulierung von Todesrezeptoren,
Storungen der Calciumhomoostase basierend auf Einwirkung von exzitatorischen
Neurotransmittern oder oxidativer Stress (Rich et al., 2000; Richter, 1997; Slater et
al, 1995; van de Water et al., 1994). Dabei kommt es zum Anstol} von
Signalkaskaden, die das Schrumpfen der Zelle und die Kondensation des
Chromatins zu einer scharf abgegrenzten Masse zur Folge haben (Majno und Joris,
1995). Im Gegensatz zur Nekrose bleiben die Plasmamembran und die Struktur der
Mitochondrien intakt, weshalb der Zellinhalt auch nicht freigesetzt wird und
inflammatorische Prozesse ausbleiben (Kerr und Harmon, 1991). Ca?/Mg?*-
abhangige Endonukleasen bewirken im weiteren Verlauf Briche im DNA-
Doppelstrang, was zum Auftreten von charakteristischen Fragmenten mit 180
Basenpaaren und einem Vielfachen davon fuhrt (Arends et al., 1990; Wyllie, 1980).
Werden diese Fragmente isoliert und elektrophoretisch aufgetrennt, zeigt sich das
typische Bild der sogenannten DNA-Leiter (Masters et al., 1989; Shi et al., 1990).
SchlieBlich bilden sich kleine membranumhillite Partikel, die fragmentierte
Chromatinstickchen, intakte Mitochondrien und endoplasmatisches Retikulum
enthalten und auch als apoptotische Korperchen bezeichnet werden. Diese
apoptotischen Korperchen werden letztendlich von Makrophagen und benachbarten
Zellen phagozytiert (Kerr et al., 1995).

Der programmierte Zelltod kann sowohl von intrazellularen als auch von
extrazellularen Faktoren ausgelést werden. Daher wird in der Regel eine
Unterscheidung zwischen dem intrinsischen und extrinsischen Weg vorgenommen.
Beispiele fur Ausloser des intrinsischen Weges sind DNA-Strangbriche durch
Bestrahlung, Zellschaden durch Einwirkung von freien Radikalen bei Hyperoxie oder
Entzug von NGF (Maroto und Perez-Polo, 1997). Als Folge eines so induzierten

,1odessignals® werden verschiedenen mitochondriale Proteine wie Cytochrom C,
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apoptosis inducing factor (AlF) oder Smac/DIABLO aus dem Intermembran-Bereich
der Mitochondrien ausgeschuttet (Liu et al., 1996; Du et al., 2000; Verhagen et al.,
2000). Der exakte Mechanismus entzieht sich bislang der genauen Kenntnis,
beinhaltet aber die Bildung eines Komplexes aus Cytochrom C, apoptosis protease
activation factor 1 (Apaf-1) und Caspase-9, was wiederum zu einer Aktivierung der
Caspase-3 fuhrt. AIF bewirkt eine Kondensation von DNA. Smac/DIABLO fordert die
Caspase-Aktivierung, indem es inhibitorisch auf das inhibitor-of-apoptosis-protein
(IAP) wirkt; letzteres besitzt eine hemmende Wirkung auf Procaspasen.

Der extrinsische Apoptoseweg wird durch Ligandenbindung an einen Todesrezeptor
wie z. B. CD 95 (APO-1/Fas) ausgeldst, ein membranstandiges Mitglied der TNF-
Familie. Durch die Liganden-induzierte Aktivierung wird die Bildung eines death-
inducing signaling-complex (DISC) ermoglicht, der das Adapterprotein Fas-
associated death domain (FADD) enthalt. Durch den DIS-Komplex wird eine
Autoproteolyse der Pocaspase-8 ausgeldst, so dass die nun aktive Caspase-8 in der
Lage ist, weitere Effektor-Caspasen zu aktivieren und den Zelltod auszulésen
(Barinaga, 1996; Wallach, 1997).

In den letzten Jahren wurde erkannt, dass eine strenge Kategorisierung in
apoptotischen und nekrotischen Zelltod nicht moglich ist. In verschiedenen
Untersuchungen zu Formen des Zelluntergang wurden Zellen beobachtet, die
deutliche Charakteristika beider Todesarten aufweisen (Wang, 2000; Leist und
Jaattela, 2001). Man sollte also Apoptose und Nekrose als Extremformen des

Zelltodes verstehen, neben denen weitere Misch- und Zwischenformen existieren.

1.4 Struktur und funktionale Bedeutung von VEGF

Vascular Endothelial Growth Factor (VEGF) wurde urspringlich als Mitogen fur
Endothelzellen entdeckt, die aus Arterien, Venen oder lymphatischem Gewebe
gewonnen wurden (Plouet et al., 1989; Ferrara et al., 1997a, b). Physiologisch steht
seine Rolle bei der Regulation der Angiogenese und der Permeabilitdt der
Blutgefalde im Vordergrund (Plate et al., 1992), darlber hinaus Ubt es seine Effekte
jedoch auch auf andere Zellarten aus, wie z. B. auf Pigmentepithelzellen der Retina
(Guerrin et al., 1995), Schwann-Zellen (Sondell et al., 1999) oder hippokampale
Zellen (Svensson et al., 2002).
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Es existieren sechs VEGF-Isoformen, die alle als Homodimere exprimiert werden
und als gemeinsames Charakteristikum ein Cystin-Knoten-Motiv aufweisen:
zwischen acht Cysteinresten spannen sich intra- und intermolekulare
Disulfidbricken. Die Monomere dimerisieren in einer antiparallelen Orientierung und
weisen als zentrales Strukturelement eine vierstrangige B-Faltblattstruktur auf
(Neufeld et al., 1999; Ortega et al., 1999). Das Molekulargewicht von VEGF bewegt
sich zwischen 34 und 42 kDa. Fur die hier gezeigten Versuche wurde mit der Isoform
VEGF g5 gearbeitet, die einen isoelektrischen Punkt im Basischen und eine moderate
Affinitat zu Heparin besitzt.

Die Effekte von VEGF werden uber die VEGF-Rezeptoren VEGFR-1, -2 und -3
vermittelt. Hierbei handelt es sich um Mitglieder der Rezeptor-Tyrosinkinasenfamilie,
die — genau wie die Trk-Rezeptoren der Neurotrophine — nach Ligandenbindung
dimerisieren, sich auto-transphosphorylieren und durch Aktivierung von
Effektorproteinen Signalkaskaden auslosen. Die VEGF-Rezeptoren sind durch
sieben extrazellulare immunglobulin-ahnliche Domanen charakterisiert, an die sich
eine transmembrane Region und intrazellular die Tyrosinkinase-Domane anschlief3t
(Shibuya et al., 1990; Matthews et al., 1991; Terman et al., 1991).

Weitere Rezeptoren fur VEGF sind Neuropilin-1 und -2 (NRP1, NRP2), die vor allem
in Tumor- und Endothelzellen exprimiert werden (Soker et al., 1998) und eine Art von
Co-Rezeptoren fur VEGF-Rezeptor-2 und -3 darstellen (McColl et al., 2004, Neufeld
et al., 1999).

Erstaunlich ist das Phanomen, dass die Expression von VEGF direkt durch Hypoxie
gesteuert wird und z. B. bei ischamischen Herzkrankheiten dazu fuhren kann, dass
neue Blutgefalle gebildet werden (Shweiki et al., 1992; Banai et al., 1994). Ebenfalls
von grolRer Bedeutung ist die Tatsache, dass VEGF von den meisten Tumoren
exprimiert und freigesetzt wird und VEGF-Rezeptoren verstarkt in Tumor-
versorgenden Gefallen zu finden sind (Martiny-Baron und Marmé, 1995). Das
Wachstum eines Krebsgeschwirs und die Entstehung sowie Ausbreitung von
Metastasen sind Prozesse, die abhangig sind von der Bildung neuer Blutgefalle, die
den hyperaktiven, entarteten Zellen ausreichend Nahrstoffe zufihren (Folkman,
1994). Um diese Angiogenese zu verhindern und somit den Tumor ,auszuhungern®,
wurde ein monoklonaler VEGF-Antikorper — Bevacizumab® - entwickelt, der
zwischenzeitlich in Kombination mit einer intravendsen Chemotherapie fur die

Behandlung von Dickdarmkrebs in Deutschland zugelassen ist.
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In Experimenten zu protektiven Eigenschaften des VEGFs konnten anti-apoptotische
Effekte nach Serum-Entzug, ionisierender Bestrahlung oder Einwirken von
oxidiertem LDL beobachtet werden (Katoh et al., 1995; Gerber et al., 1998; Kuzuya
et al, 2001). Fur unsere Untersuchungen wurde VEGF aufgrund seiner
dokumentierten  protektiven Wirksamkeit gegenuber Staurosporin-induzierter
Apoptose in HUVE-Zellen und neuroprotektiver Effekte an hippokampalen
Primarkulturen ausgewanhlt (Vinci et al., 2004; Svensson et al., 2002).

1.5 Weitere untersuchte Wachstumsfaktoren

1.5.1 Ciliary Neurotrophic Factor (CNTF)

CNTF wird im zentralen und peripheren Nervensystem von Gliazellen exprimiert.
Seine Effekte betreffen u.a. sympathische, motorische und sensorische Neurone und
sind pro-apoptotischer und modulierender Natur. Wie in Knock-out-Mausen, die ein
inaktives CNTF-Gen besallen, gezeigt werden konnte, ist CNTF nicht flr die
Entwicklung des Nervensystems, sondern vielmehr fir regulatorische Prozesse bei
Stress oder Verletzungen verantwortlich (Friedman et al., 1992; Ip et al., 1993; Masu
et al., 1993). Das Protein besteht aus vier antiparallelen o-Helices und besitzt ein

Molekulargewicht von 22 kDa.

1.5.2 Epidermal Growth Factor (EGF)

EGF wurde zufallig durch einen Bioassay entdeckt, der eigentlich Effekte des NGFs
untersuchen sollte und mit einem Extrakt aus den submaxillaren Drusen der
mannlichen Maus durchgefuhrt wurde. In diesen Drusen wird auch EGF in groReren
Mengen synthetisiert. Es besitzt ein Molekulargewicht von 6 kDa und drei
intramolekulare Disulfidbriicken, die sich zwischen 6 Cysteinresten erstrecken
(Massague und Pandiella, 1993). Obwohl EGF eine Reihe von modulierenden
Effekte auf Zellen ausubt, steht die proliferierende Wirkung wohl im Vordergrund.
Interessanterweise scheint EGF nur auf Zellen des zentralen und nicht des
peripheren Nervensystem zu wirken (Morrison et al., 1988; Kornblum et al., 1990;
Chalazonitis et al., 1992).
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1.5.3 Insulin-like Growth Factor (IGF)

IGF-I und IGF-Il wurden Mitte der 70er Jahre entdeckt und weisen eine
Sequenzhomologie von ca. 70 % auf. Das hier verwendete IGF-I hat ein
Molekulargewicht von ca. 7,6 kDa und besteht aus einer Polypeptid-Kette aus 70
Aminosauren. Es wird als Pro-Form synthetisiert und beinhaltet in der reifen Form
drei Disulfidbricken. Dokumentiert ist seine proliferierende Wirkung auf Neurone des
zentralen und peripheren Nervensystem, aulerdem Ubt es Effekte auf den Insulin-
Stoffwechsel und das Muskelwachstum aus (Adams, 2000). Seine protektiven
Effekte werden Uber PI3K-Weg und den MAPK-Weg vermittelt (Le Roith et al., 1995;
Werner und Le Roith, 1997).

1.5.4 Granulocyte Colony-stimulating Factor (G-CSF)

G-CSF ist einer der wenigen Wachstumsfaktoren, der als Fertigarzneimittel verfugbar
ist und seit einigen Jahren erfolgreich als Therapeutikum eingesetzt wird. G-CSF
wird bei Neutropenie nach myelosuppressiver Chemotherapie z. B. wahrend einer
Krebserkrankung appliziert und bewirkt einen Anstieg des Leukozytenanteils. Somit
wird die Regeneration des Immunsystems unterstitzt und die Inzidenz von
neutropenischen Infektionen reduziert.

Physiologisch wird G-CSF verstarkt bei Entzindungsreaktionen exprimiert und
fordert das Uberleben und die Proliferation unreifer Vorlauferzellen des
hamatopoetischen Systems. Reife neutrophile Granulozyten werden durch G-CSF
aktiviert, migrieren aufgrund chemotaktischer Signale zu den Infektionsherden und
sind dort in der Lage, kérperfremde Organismen zu elimieren.

G-CSF ist ein Glykoprotein mit vier antiparallelen o-Helices und einem

Molekulargewicht von 19 kDa (Lovejoy et al., 1993).

1.5.5 Transforming-Growth-Factor-31

TGF-B1 ist ein multifunktionelles Zytokin, das sowohl stimulierende als auch
inhibitorische Effekte auf die Zellreplikation ausiben kann. Seine modulierende
Wirkung wurde auf die Angiogenese, Zellmigration, Hamatopoese und weitere
Prozesse, die die Wundheilung und Bildung von Gewebe betreffen, nachgewiesen
(Sporn et al., 1987; Barnard et al., 1990; Moses et al., 1990; Sporn und Roberts,

1992). Auch neuronale Zellen werden durch TGF-B1 beeinflusst: es stimuliert
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kultivierte Astrozyten zur Freisetzung von NGF und schutzt kortikale Rattenneurone
vor exzitatorischer Schadigung durch Glutamat (Prehn et al., 1993).

Bei TGF-B1 handelt es sich um ein 25 kDa grol’es Homodimer, dessen Sequenz in
verschiedenen Spezies hoch konserviert ist. So unterscheidet sich beispielsweise die

humane von der murinen Sequenz in nur einer Aminosaure (Derynck et al., 1986).

1.6 Reversible Phosphorylierung als Regulationsmechanismus

Noch vor wenigen Jahrzehnten wurde die Bedeutung und das Ausmal’ des
Einflusses von Kinasen und Phosphatasen vollig unterschatzt. Ihre Erforschung
stand noch am Anfang und erst allmahlich wurde die Relevanz von
Phosphorylierungen als Regulationsmechanismus deutlich.

Heute weild man, dass reversible Phosphorylierungen eine regulatorische Rolle in
fast allen Bereichen des Lebens spielen und dass Uber 30% aller zellularen Proteine
kovalent gebundene Phosphatreste tragen (Cohen, 2000). Ebenso ist bekannt, dass
abnorme Phosphorylierungsgrade sowohl Ursache als auch Resultat von
Krankheiten wie Krebs, rheumatoider Arthritis oder Diabetes sein kénnen. Es wird
somit deutlich, dass es sich hierbei nicht nur um ein weitlaufiges, sondern auch
vielversprechendes und fur die Entwicklung neuer therapeutischer Verfahren
wichtiges Forschungsgebiet handelt. Insbesondere die Beeinflussung und Steuerung
spezieller Proteine oder Signalkaskaden durch Kinasen und Phosphatasen stehen

dabei im Zentrum wissenschaftlicher Forschung.

Umso erstaunlicher ist, dass speziell im Bezug auf die Signalwege der
Wachstumsfaktoren lediglich die intrazellularen, durch reversible Phosphorylierung
gesteuerten Kaskaden aufgedeckt und intensiv untersucht wurden. Prozesse im
Extrazellularraum und speziell die mogliche Aktivierung von Wachstumsfaktoren
durch reversible Phosphorylierung blieben bislang weitgehend unerforscht.

Es existiert zur Zeit lediglich eine Publikation, die naher auf
Aktivierungsmechanismen von Wachstumsfaktoren eingeht: Klumpp et al. (2006)
wiesen erstmalig auf eine mogliche Bedeutung von reversiblen Phosphorylierungen
fur die biologische Aktivitat von Wachstumsfaktoren hin.
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Vor diesem Hintergrund wird deutlich, dass mit der vorliegenden Arbeit
wissenschaftliches Neuland betreten wird und — ausgehend von den Ergebnissen
von Klumpp et al. (2006) — eine spezifischere Erforschung der Aktivierung von
Wachstumsfaktoren durch ATP-Bindung(en) und/oder reversible

Phosphorylierung(en) geleistet werden kann.

(Auto-)Kinase

QQ _ RTK
AL

Phosphatase

mmm) | Neuroprotektion

Abb. 1-4: Hypothese zur Aktivierung von Wachstumsfaktoren durch reversible
Phosphorylierung(en) und/oder ATP-Bindung(en)
WF = Wachstumsfaktor; RTK = Rezeptor-Tyrosin-Kinase

Unserer Hypothese liegt die Annahme zugrunde, dass Wachstumsfaktoren erst dann
in der Lage sind, an ihre spezifischen Rezeptoren zu binden und so die Effekte-
vermittelnden Signalkaskaden anzustol3en, wenn sie aktiviert sind. Diese Aktivierung
konnte durch Anlagerung eines oder mehrerer ATP-Molekile und der Bindung von
einer oder mehreren Phosphatgruppen geschehen. Dies wiurde wiederum eine
Konformationsanderung der Wachstumsfaktoren bewirken und dadurch eine
Interaktion mit dem Rezeptorprotein erst ermdglichen.

Fir den Fibroblasten-Wachstumsfaktor bFGF wurden in unserem Arbeitskreis schon
umfassende Untersuchungen ausgefuhrt und die Bedeutung einer reversiblen
Phosphorylierung naher beleuchtet (Kriha, 2006). Es konnte gezeigt werden, dass
vor allem ein Lysinrest an Position 134 notwendig flr die biologische Aktivitat und far
die wirkungsrelevante Bindung von Heparin ist.

In der vorliegenden Arbeit soll untersucht werden, inwieweit unsere Hypothese auf

weitere Wachstumsfaktoren zutrifft und ob es sich hiermit um ein allgemeines Prinzip
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zur Aktivierung von Wachstumsfaktoren handeln konnte. Im Fokus der Studien
standen die Neurotrophine NGF und BDNF. Erganzend zu jenen Befunden wurden
noch weitere Wachstumsfaktoren — VEGF, CNTF, EGF, IGF, G-CSF und TGF-1 —

zur Untermauerung unserer Hypothese getestet.

1.7 Fragestellung

Als neuroprotektiv wirksame Substanzen stehen Wachstumsfaktoren, insbesondere
Neurotrophine, hinsichtlich verbesserter Therapieansatze zur Behandlung von
degenerativen Gehirnerkrankungen wie Morbus Alzheimer oder Morbus Parkinson
im Fokus der Medizin. Aufgrund problematischer Nebenwirkungen sowie
komplizierter Applikationsmethoden wie beispielsweise intrazerebroventrikularer
Injektionen gestalten sich Behandlungskonzepte mit Neurotrophinen jedoch als sehr
schwierig. Es ist daher die Aufgabe der Wissenschaftler, die Wirkungsweise und
Regulationsmechanismen der durch Wachstumsfaktoren ausgelosten Prozesse
besser zu verstehen, um neue Ansatze fur Therapien zu entwickeln.

Die Bindung von Wachstumsfaktoren an ihre Rezeptoren 16st eine Aktivierung von
intrazellularen Signalkaskaden aus, die biologische Effekte wie die Differenzierung
oder das Uberleben von Zellen zur Folge haben und durch reversible
Phosphorylierungen reguliert werden.

Obwohl der Extrazellularraum &ahnlich komplex organisiert ist wie der Bereich
innerhalb der Zellmembran, sind hier zahlreiche Vorgange und Mechanismen noch
weitgehend unerforscht. So ist bislang unklar, ob Wachstumsfaktoren einer
Aktivierung bedurfen, um Uberhaupt in der Lage zu sein, an ihren spezifischen
Rezeptor zu binden und wie in diesem Falle ihre Aktivierung charakterisiert ist.
Unsere Hypothese besagt, dass verschiedene Wachstumsfaktoren ATP binden
und/oder phosphoryliert werden mussen, um wirksam werden zu kdnnen.

Ziel der vorliegenden Arbeit ist es somit, die Art der Aktivierung naher zu
charakterisieren und aufzuklaren, inwieweit gebundenes ATP oder Phosphatreste
relevant fur die biologische Aktivitat von Wachstumsfaktoren ist oder sind.

Hierbei liegt der Schwerpunkt der Studien auf den Neurotrophinen NGF und BDNF.
Als Basis fur die Untersuchungen diente ein Zellkulturmodell, in dem die protektiven

Effekte der Wachstumsfaktoren bei apoptotischen Schadigungen von kultivierten
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Neuronen als MalR ihrer Aktivitat herangezogen wurden. Induziert wurden
apoptotische Prozesse vor allem durch den unspezifischen Kinase-Inhibitor
Staurosporin. Erganzend wurde das OGD-Modell angewandt, um durch einen
kombinierten Sauerstoff- und Glukose-Entzug in der Zellkultur ischamische
Bedingungen nachzuahmen. Des Weiteren fand eine Uberpriifung der Aktivierung
der fur die Neuroprotektion verantwortlichen Signalwege statt, um auch auf
Proteinebene die Potenz der Wachstumsfaktoren nachzuweisen, biologische Effekte
zu vermitteln.

In den beschriebenen Modellen wurde der Einfluss eines dephosphorylierenden
Enzyms, der alkalischen Phosphatase, und von ATPase auf die biologische Aktivitat
der Wachstumsfaktoren untersucht. Daruber hinaus wurde durch den Einsatz von
Inhibitoren der Proteinkinase A und C die Existenz einer Autokinasefunktion
innerhalb der Neurotrophine Uberpruft.

Um weitere Anhaltspunkte zu finden, ob unsere Hypothese als allgemeines
Aktivierungsprinzip auf eine Vielzahl von Wachstumsfaktoren zutreffen konnte,
wurden weitere Wachstumsfaktoren — CNTF, EGF, IGF, G-CSF, TGF-1 und VEGF
— untersucht.

Als Ausgangsbasis flr gezielte Mutationen innerhalb der Aminosauresequenz der
Neurotrophine wurde sowohl rekombinantes NGF als auch BDNF im Arbeitskreis
Klumpp hergestellt, welche im Staurosporin-Schadigungsmodell an neuronalen

Primarkulturen auf ihre biologische Aktivitat getestet wurden.

20



Material und Methoden

2 Material und Methoden

2.1 Material

211 Tiere und Tierhaltung

Die Gewinnung der neuronalen Primarkulturen wurde unter Beachtung des
Tierschutzgesetztes der Bundesrepublik Deutschland und den einschlagigen
Richtlinien des Bundesamts fur Veterinarwesen zur Durchfihrung von Tierversuchen
durchgefuhrt.

Verwendet wurden neonatale Fischer-344-Ratten (Charles River, Sulzfeld). Alle Tiere
wurden in einem vollklimatisierten Tierstall unter standardisierten Bedingungen
(Raumtemperatur 23 + 1°C, relative Luftfeuchte 55 £ 5%, zwolfstundiger Hell-Dunkel-
Rhythmus) mit freiem Zugang zu Futter (Altromin®, Lage) und Trinkwasser gehalten.
Im Umgang mit den Tieren wurde zu jedem Zeitpunkt darauf geachtet, dass die

Belastung so gering und kurz wie moglich war.

21.2 Proteine und Chemikalien als Testsubstanzen
Wirkstoff Herkunft (Firma, Ort)
2.5S NGF Promega, Mannheim
Alexis Biochemicals, Lausen, Schweiz
Alkalische Phosphatase Sigma, Taufkirchen
ATP Sigma, Taufkirchen
ATPYS Alexis, Lausen, Schweiz
ATPase Sigma, Taufkirchen
BDNF Acris Antibodies, Hiddenhausen
CNTF Sigma, Taufkirchen
EGF Sigma, Taufkirchen
G-CSF (Neupogen®48) Amgen, Miinchen
IGF-1 Sigma, Taufkirchen

Protein Kinase A, Fragment 5-24, Amid | Sigma, Taufkirchen

Protein Kinase C, Fragment 19-31, Amid | Sigma, Taufkirchen
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Wirkstoff Herkunft (Firma, Ort)
TGF-B1 R&D Systems, Wiesbaden
VEGF 165 Acris Antibodies, Hiddenhausen

Tab. 2-1: Verwendete Substanzen

213 Materialien fir die Zellkultur

2.1.3.1 Bestandfteile der verwendeten Kulturmedien

Antibiotika/Antimykotika-Losung

(10 000 L.E. Penicillin, 10 000 pg/ml Streptomycin

und 25 pg/ml Amphotericin B)
Acutase®

B27 Supplement
Calciumchlorid
di-Natriumhydrogenphosphat
Fotales Kalberserum
Gentamicinsulfat

Glukose

HAM’s F12

HEPES

HUVECs Cell Growth Medium
Kaliumchlorid
Kaliumdihydrogenphosphat
L-Glutamin
Magnesiumchlorid
Magnesiumsulfat x 7 H,O
MEM mit Earle’s Salzen

MEM mit Earle’s Salzen, ohne Glutamin

und Natriumhydrogencarbonat

MEM Non-Essential Amino Acids Solution

Natriumchlorid
Natriumhydrogencarbonat

Natriumhydroxid

Gibco, Eggenstein
PAA, Marburg
Gibco, Eggenstein
Sigma, Taufkirchen
Sigma, Taufkirchen
Sigma, Taufkirchen
Sigma, Taufkirchen
Sigma, Taufkirchen
Gibco, Eggenstein
Sigma, Taufkirchen
Promocell, Heidelberg
Sigma, Taufkirchen
Sigma, Taufkirchen
Sigma, Taufkirchen
Sigma, Taufkirchen
Sigma, Taufkirchen
PAA, Marburg

Gibco, Eggenstein
Invitrogen, Karlsruhe
Sigma, Taufkirchen
Sigma, Taufkirchen

Sigma, Taufkirchen
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Natriumpyruvat Sigma, Taufkirchen

Neurobasal ™ Medium Gibco, Eggenstein
Penicillin-Streptomycin Losung

(10 000 L.E. Penicillin, 10 000 pg/ml Streptomycin) Invitrogen, Karlsruhe

Pferdeserum PAA, Marburg
Phenolrot Sigma, Taufkirchen
Salzsaure Merck, Darmstadt

Milli QTM, Millipore,
Neu-lsenburg

Wasser, demineralisiert

2.1.3.2  KulturgefalBe

Falcon® Easy Grip™ Zellkulturschalen Becton Dickinson Labware,

10 x 35 mm New York, USA
Falcon® Easy Grip™ Zellkulturschalen Becton Dickinson Labware,
15 x 60 mm New York, USA

2.1.3.3  Sonstige Materialien in der Zellkultur

Borsaure
Cellstar® Rohrchen, 15 ml
Cellstar® Rohrchen, 50 m

Sigma, Taufkirchen
Greiner Bio-One, Frickenhausen
Greiner Bio-One, Frickenhausen

Corning® Sterilfilter (0,22 pm)

Ethanol 96%

Millex® Sterilfilter

Natriumhydroxid

Natriumtetraborat

Polyethylenimin

Poly-L-Lysin

Sterilium®

Trypsin 1:250 aus Schweinepankreas
Trypsininhibitor Type II-O Chicken egg white
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Corning, New York, USA
Lenz Chemie, Westerburg
Millipore, Bedford, USA
Sigma, Taufkirchen
Sigma, Taufkirchen
Sigma, Taufkirchen
Sigma, Taufkirchen

Bode Chemie, Hamburg
Sigma, Taufkirchen

Sigma, Taufkirchen
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214 Materialien zur Bestimmung der neuronalen Apoptose

Axiovert 100

Axiovert 135 Fluoreszensmikroskop
di-Natriumhydrogenphosphat x 7 H,O
Formaldehydl6sung

Hoechst 33258 (Bisbenzimid)
Kaliumhydrogenphosphat

Methanol

Natriumchlorid
Natriumdihydrogenphosphat
Natriumhydroxid

Olympus® OM-4Ti

Staurosporin

Wasser, demineralisiert

21.5 Materialien fur die Proteinbestimmung

BSA-Standard
di-Natriumhydrogenphosphat
Kaliumhydrogenphosphat
MicroBC Assay System

Mikrotiterplatte Nunc-Immuno
Natriumchlorid

Phosphatase-Inhibitor-Cocktail |
Enthalt Microcystein LR, Cantharidin
und (-)-p-Bromotetraisol

Phosphatase-Inhibitor-Cocktail Il

Enthalt Natriumorthovanadat, Natriumtartrat,

Imidazol und Natriummolybdad

Protease-Inhibitor-Cocktail
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Zeiss, Jena

Zeiss, Jena

Sigma, Taufkirchen
Riedel-de Haen, Seelze
Sigma, Taufkirchen
Sigma, Taufkirchen
Merck, Darmstadt
Sigma, Taufkirchen
Sigma, Taufkirchen
Sigma, Taufkirchen
Olympus, Tokio, Japan
Alexis, Lausen, Schweiz
Milli QTM, Millipore,

Neu-Isenburg

Sigma, Taufkirchen
Sigma, Taufkirchen
Sigma, Taufkirchen
Interchim, Montlucon,
Frankreich

Nunc, Roskilde, Danemark

Sigma, Taufkirchen

Sigma, Taufkirchen

Sigma, Taufkirchen

Sigma, Taufkirchen
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21.6 Materialien fur SDS-Page und Western Blotting

Agar
Amersham ECL Kit

APS

Bromphenolblau
Dithiothreitol

EDTA

FITC-Avidin

GBX Developer/Replenisher

GBX Fixer/Replenisher

Glycerol
Glycin
HEPES

Hybond Nitrocellulosemembran

Kaliumhydrogenphosphat
Kodak X-Omat AR Film

Magermilchpulver
Magnesiumchlorid
Mercaptoethanol

Methanol

Natriumchlorid
Natriumhydrogenphosphat
Natriumhydroxid

Peqg-Gold Proteinmarker IV
PMSF

Ponceau S rot

Rotiphorese® 30 (30% Acrylamid)

Acrylamid/Bisacrylamid 37,5:1

Sigma, Taufkirchen
Amersham, Buckinghamshire,
GroRbritannien
AppliChem, Gatersleben
Sigma, Taufkirchen

Sigma, Taufkirchen

Sigma, Taufkirchen
Invitrogen, Karlsruhe
Eastman Kodak,

New York, USA

Eastman Kodak,

New York, USA

Sigma, Taufkirchen

Sigma, Taufkirchen

Sigma, Taufkirchen
Amersham, Buckinghamshire,
Grol3britannien

Sigma, Taufkirchen
Eastman Kodak, New York,
USA

Heirler Cenovis, Radolfzell
Sigma, Taufkirchen

Sigma, Taufkirchen

Merck, Darmstadt

Sigma, Taufkirchen

Sigma, Taufkirchen

Sigma, Taufkirchen
Peqlab, Erlangen

Sigma, Taufkirchen

Serva, Feinbiochemica,

Heidelberg

Roth, Karlsruhe
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Salzsaure

SDS

TEMED
Trichloressigsaure
Tris

Tween 20

Wasser, demineralisiert

Whatman-Papier

21.7 Materialien fur die Silberfarbung

Essigsaure
Formaldehydl6sung
Methanol
Natriumcarbonat
Natriumthiosulfat
Silbernitrat

Wasser, demineralisiert

21.8 Materialien fur die Immunozytochemie

Dako Pen

Deckglaser, 24 mm &

di-Natriumhydrogenphosphat x 7 H,O

Fluoroisothiocanat (FITC)-Avidin-Losung

Formaldehydl6sung

Laser-Scanning-Mikroskop LSM 510

Natriumdihydrogenphophat
Objekttrager, 76 x 26 mm

Triton ® X-100

Wasser, demineralisiert

Ziegenserum
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Merck, Darmstadt

Sigma, Taufkirchen

Sigma, Taufkirchen

Sigma, Taufkirchen

Roth, Karlsruhe

Sigma, Taufkirchen

Milli QTM, Millipore,
Neu-Isenburg

Schleicher & Schull, Dassel

Riedel-de Haen, Seelze
Riedel-de Haen, Seelze
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt

Milli QTM, Millipore,

Neu-Isenburg

Dako, Glostrup, Danemark
Kobe, Marburg

Sigma, Taufkirchen
Sigma, Taufkirchen
Riedel-de Haen, Seelze
Zeiss, Jena

Sigma, Taufkirchen
IDL, Nidderau

Sigma, Taufkirchen
Milli QTM, Millipore,
Neu-Isenburg

PAA, Marburg
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21.9

o-Tubulin

BDNF

GFAP

Neu N

NGF
Phospho-Pan-Trk

Phospho-Akt

TrkA

Phospho-ERK 1/2

Antikorper

Klonalitat
Monoklonal
Polyklonal
Monoklonal
Monoklonal
Polyklonal
Polyklonal
Polyklonal
Polyklonal
Polyklonal

Tab. 2-2: Verwendete Erst-Antikorper

Anti-Kaninchen IgG, HRP-konjugiert

Anti-Maus IgG, HRP-konjugiert

Anti-Maus IgG, biotinyliert

Tab. 2-3: Zweit-Antikorper

21.10

Spezies
Maus
Kaninchen
Maus
Maus
Kaninchen
Kaninchen
Kaninchen
Kaninchen

Kaninchen

Spezies

Esel

Kaninchen

Ziege

Materialien zur Endotoxin-Bestimmung

Pyrotell® Limulus Amebocyte Lysate (LAL)

STV, 0,03 EU/ml

Controll Standard Endotoxin (CSE)

Pyrogenfreies Wasser
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Bezug
Sigma, Taufkirchen
Santa Cruz, Heidelberg
Chemicon, Temekula, USA
Chemicon, Temekula, USA
Chemicon Temekula, USA
Cell Signalling, Berveling, USA
Cell Signalling, Berveling, USA
Santa Cruz, Heidelberg
Cell Signalling, Berveling, USA

Bezug

Amersham, Buckinghamshire,
Grol¥britannien
Amersham, Buckinghamshire,

GroRbritannien

Vector Labs, Burlingame, USA

Cape Cod, East Falmouth, USA
Cape Cod, East Falmouth, USA
Cape Cod, East Falmouth, USA
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21.11 Materialien zur permanenten zerebralen Ischamie

2,2,2-Tribromethanol Fluka Chemie, Buchs
Bepanthen® Augensalbe Roche, Grenzach-Whylen,
Schweiz
di-Natriumhydrogenphosphat x 7 H,O Sigma, Taufkirchen
Ethanol 96% Merck, Darmstadt
Formaldehydl6sung Riedel-de Haen, Seelze
Kaliumdihydrogenphosphat Sigma, Taufkirchen
Mikroliterspritzen (701N, 10 ul) Hamilton, Bonaduz, Schweiz
Natriumchlorid Sigma, Taufkirchen
Natriumdihydrogenphosphat Sigma, Taufkirchen
Neutralrot Merck, Darmstadt
Sterican® Kaniilen Braun, Melsungen
Wasser, demineralisiert Milli QTM, Millipore,

Neu-Isenburg

2112 Materialen fiir die diinnschichtchromatographische Untersuchung

der Phospho-Aminosauren

[+-**P]ATP Amersham, Buckinghamshire,
GroRbritannien

Ammoniak 25% Merck, Darmstadt
DC-Fertigplatten Kieselgel 60 Fa45 Merck, Darmstadt
Ethanol Merck, Darmstadt
Phospho-Arginin Sigma, Taufkirchen
Phosphorylchlorid Sigma, Taufkirchen
Phospho-Serin Sigma, Taufkirchen
Phospho-Threonin Sigma, Taufkirchen
Phospho-Tyrosin Sigma, Taufkirchen
Poly-Histidin Sigma, Taufkirchen
Poly-Lysin Sigma, Taufkirchen
Salzsaure Merck, Darmstadt
Triethylamin Merck, Darmstadt
Wasser, demineralisiert Milli QTM, Millipore,

Neu-Isenburg
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2113 Sonstige Gerate

AIDA Image Analyser mit BAS-Reader

Autoklav HICLAVE HV-110 L
Bildauswertungssytem IBAS 2
Blottingapparatur

Brutschrank

Feinbohrer Proxxon 28702/N
Fujifilm BAS-1800 II
Hitzesterilisator TV 40 UT
Kiihlzentrifuge Microfuge® R
Lamin Air ELB 2448
Luftsauerstoff-Messgerat

Luftsauerstoffsensor

Luminometer Ultraspec 1000

Mikroskop Nissho TZ 240
OGD-Inkubationsbox

Operationsmikroskop M650
pH-Meter, Digital-pH-Meter
Plattenreader

Pumpe Laboport
Spannungsquellle Electrophoresis
Power Supply EPS 600
Stereolupe

Thermokauter Erbotom T 71 D
Thermometer Digimed H115
Ultraschallgerat Sonifier B-12

Videokamera Tyk 92D
Waage, BL3100
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Raytest, Straubenhardt

HMC, Tokio, Japan

Kontron, Eching

Biometra, Gottingen

Heraeus, Hanau

Proxxon, Niesbach/Eiffel
Raytest, Straubenhardt
Memmert, Emmerdingen
Beckmann, Krefeld

Heraeus, Hanau

GMH 3691 GL, Greisinger
Electronic, Regenstauf

GGO 369 S, Greisinger
Electronic, Regenstauf
Amersham Pharmacia Biotech,
Piscataway, USA

Nissho Optical, Japan
Billups-Rothenberg,

Del Mar, USA

Wildleitz, Heerbrugg, Schweiz
Knick, Berlin

Amersham Pharmacia Biotech,
Piscataway, USA

KNF Neuberger, Freiburg

Pharmacia, Freiburg
Eschenbach, Nurnberg

Erbe, Tubingen

Hugo Sachs Elektronik, March
Branson Sonic Power
Company, Danbury, USA
Bosch, Stuttgart

Sartorius, Géttingen
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Waage P163 Mettler-Toledo, Giessen
Werkbanke Envirco C424 H Ceag Schirp, Borken
Zentrifuge Sepatech Biofuge 13 Heraeus, Hanau

2114 Software

Bildverarbeitungssystem Kontron IPS Kontron, Eching
Microsoft Excel Office 2000 Microsoft, Redmont, USA
WinSTAT Version 2.0 Microsoft, Redmont, USA
Zeiss LSM Image Browser 3.2 Zeiss, Jena

2.2 Allgemeine Arbeitstechniken in der Zellkultur

Samtliche Arbeiten, die im Zusammenhang mit den Zellkulturen standen — also
Praparation der Primarkulturen, Kultivierung der SH-SY5Y- sowie HUVE-Zellen,
Herstellung der sterilen Losungen und Medien, Medienwechsel und Behandlung der
Zellkulturen — wurden unter sterilen Bedingungen unter einer Laminar-Flow-
Werkbank mit laminar horizontaler (Envirco C 424H, Ceag Shirp, Borken) oder
vertikaler LuftfUhrung (Lamin Air ELB 2448, Hereaus, Hanau) durchgefuhrt.

Die verwendeten Glasgerate wurden in einem Trockenschrank (TV 40 UT, Memmert,
Emmerdingen) bei 180°C fir 2 h hitzesterilisiert. Wasser, Schraubdeckel flr
Flaschen und Pipettenspitzen fur die Eppendorff-Pipetten wurden bei 121°C und 2
bar innerhalb von 60 min autoklaviert. Alle verwendeten wassrigen Losungen wurden
mit bidestilliertem Wasser hergestellt und sterilfiltriert.

Die Kultivierung der Zellkulturen erfolgte in einem Brutschrank (Cytoperm, Heraeus,
Hanau oder Function Line, Typ BB 16, Heraeus, Hanau) bei 37°C, 5% CO, und einer
relativen Luftfeuchte von 90-95%.
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2.3 Anlage und Kultivierung von hippokampalen und kortikalen

Primarkulturen

2.31 Vorbereitung der Kulturschalen

Um die Haftung der Zellen auf dem Boden der Kulturschale zu gewahrleisten,
wurden diese maximal sieben Tage vor der eigentlichen Praparation mit Poly (L)-
Lysinlésung beschichtet.

Folgende Losungen wurden hierfir verwendet:

Borséurelésung 1,25%
Borsaure 1,259
Aqua dest. ad 100 ml

Boraxlésung 1,91%
Natriumtetraborat 1,919
Aqua dest. ad 100 ml

Poly-L-lysin-Lésung
Poly-L-Lysin (MG 300 000-700 000) 1 mg
Borsaureldsung 1,25% 5ml

Boraxlésung 1,91% 5 mi

Jeweils 1,5 ml der sterilfiltrierten Beschichtungslosung wurde fur 2 h auf die
Kulturschalen (35 mm &) gegeben. Nach dem Absaugen der Losung wurde dreimal
mit je 2 ml sterilem Wasser gespult und die Schalen anschlieRend durch 30-minutige
Bestrahlung mit UV-Licht sterilisiert. Unmittelbar vor Beginn der Praparation wurden
die beschichteten Schalen mit je 1,5 ml Neurobasal™-Medium befullt und zur

Temperaturanpassung in den Brutschrank gestellt.

2.3.2 Praparation der hippokampalen und kortikalen neonatalen

Primarkulturen

Die Praparation wurde nach einer modifizierten Methode von Banker und Cowan
(1977) durchgefuhrt. Samtliche Arbeitsschritte wurden unter einer sterilen Werkbank

durchgefuhrt und alle verwendeten Gerate wie Praparationsbesteck, Pipetten und
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Glasschalen zuvor durch Strahlensterilisation oder 30-minutiges Einlegen in Alkohol

sterilisiert.

2.3.3 Zusammensetzung des verwendeten Kulturmediums
Neurobasal™-Medium 500 ml
Supplement B27 10 ml
Penicillin/Streptomycin 1,5 ml

HEPES 0,573 g
L-Glutamin 0,088 g

pH 7,2 (eingestellt mit NaOH)

234 Praparationslosungen
Lésung 1:
Neurobasal™-Medium 150 ml
BSA, Albumin Bovine Fraction V 30 mg
Lésung 2:
Ldsung 1 30 ml
Papain 30 mg
Lésung 3:
Neurobasal™-Medium 50 ml

Trypsin-Inhibitor, Type 1I-O Chicken egg white 500 mg
BSA, Albumin Bovine Fraction V 500 mg

Als Ausgangsmaterial fur die hippokampalen neonatalen Primarkulturen wurden
Hippokampi bzw. Cortices von maximal 24 h alten Fischer-344-Ratten bendtigt. Nach
Desinfektion und Dekapitation der Ratten wurden die Hippokampi mit Hilfe einer
Praparationsschere entfernt, in Losung 1 gesammelt und von anhangenden
Gefaliresten befreit. AnschlieRend wurden sie in vorgewarmte Ldsung 2 uberfuhrt
und bei 37°C flr 20 min unter mehrmaligem Umschwenken inkubiert.

Nach Absaugen der Papainldsung wurden die Hippokampi bzw. Cortices mit 1 ml
Neurobasal™-Medium Uberschichtet und mit einer sterilen Pasteurpipette trituiert.

Nachdem gréRere Gewebsstiickchen abgesunken waren, wurde der triibe Uberstand
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vorsichtig abgenommen und zu LOosung 3 mit dem enthaltenen Trypsin-Inhibitor
gegeben. Die undissoziierten Gewebestlicke wurden nochmals trituiert und der
Uberstand wiederum zur Lésung 3 gegeben.

Die vereinigten Zellsuspensionen wurden bei 600 rpm (revolutions per minute) und
Raumtemperatur fir 8 min zentrifugiert (Minifuge, Heraeus, Hanau), der Uberstand
verworfen und das entstandene Zellpellett in Neurobasal™-Medium aufgenommen.
Mit Hilfe des Neubauer-Hamozytometers wurde die Zellzahl der Suspension
bestimmt und die auszusaende Mikroliterzahl so gewahlt, dass pro Kulturschale eine
Zelldichte von 2,5 x 10* /cm? erzielt wurde.

Am dritten Kulturtag erfolgte der erste Medienwechsel, der zweite am siebten Tag
unmittelbar vor der Arzneistoff-Behandlung. Fur die Versuche wurden die Zellen
ausschlief3lich am siebten Kulturtag verwendet.

2.4 SH-SY5Y-Zellen

241 Charakterisierung der SH-SY5Y-Zellen

Die SH-SY5Y-Zelllinie wurde 1970 aus einem Neuroblastom eines vierjahrigen
Madchens gewonnen und als stabile Subklon-Linie weiterkultiviert (Biedler et al.,
1973). Die Verdopplungszeit der Zellen betragt durchschnittlich etwa 48 h. Sie
wachsen adharent als polygonale Zellen mit kleinen Auslaufern, neigen allerdings zur
Bildung von Aggregaten.

Als neuronale Zelllinie besitzen SH-SY5Y-Zellen sowohl TrkA, als auch TrkB-
Rezeptoren, was sie fur Experimente im Rahmen der NGF- und BDNF-

Untersuchungen interessant macht (Eggert et al., 2000).

242 Kultivierung der SH-SY5Y-Zellen

SH-SY5Y-Zellen wurden in serumhaltigem Ham’s F12/MEM in Falcon®
Zellkulturflaschen (250 ml, 75 cm?) kultiviert und alle 2-3 Tage mit frischem Medium
bedeckt. Sobald die Zellen konfluent waren, wurden sie gesammelt und im Verhaltnis
1:3 bis 1:5 neu ausgesat. Nach einem Waschschritt mit serumfreiem Ham’s
F12/MEM wurden die Zellen 5 min lang bei 37°C mit 3 ml einer Trypsinldsung
inkubiert. Durch Zugabe von 5 ml serumhaltigem Kulturmedium wurde das Trypsin
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inaktiviert. AnschlieRend wurden die Zellen gesammelt und bei 800 rpm 5 min lang
zentrifugiert, in frischem Medium aufgenommen und auf zuvor beflllte Kulturflaschen

verteilt.

Ham’s F12/MEM (serumhaltig)

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

Ham’s F12/MEM (serumfrei)

HAM’s F12 250 ml
MEM (mit Earl’s Salzen und Glutamat) 250 ml
MEM Non-Essential AA 6 ml
Pen/Strep-Losung 2ml
Trypsinlésung
Trypsin 100 mg
Na-EDTA 20 mg
Ham’s F12/MEM serumfrei ad 100 mi

243 Behandlung der SH-SY5Y-Zellen

FiUr die Behandlung mit Wachstumsfaktoren wurden die Zellen nach dem Splitten in
Kulturschalen (35 mm &), die zuvor mit Poly-(L)-Lysin beschichtet worden waren,
ausgesat. Um die Auszahlung unter dem Fluoreszenzmikroskop zu ermaoglichen,
wurde eine Zelldichte von 100 000 Zellen pro Schale gewahlt. 24 h nach Aussaat
wurden die Zellen mit 1 ml Kulturmedium bedeckt, mit den entsprechenden
Konzentrationen des Wachstumsfaktors behandelt und 1 h spater Staurosporin in
einer Konzentration von 300 nM zugegeben. Die weitere Durchfuhrung entspricht

exakt den Bedingungen flr neuronale Primarkulturen (siehe 2.6).
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2.5 Humane umbilikale vendse Endothelzellen (HUVEC)

251 Charakterisierung der HUVECs

Die von der Firma Promocell bezogenen HUVECs sind endotheliale vendse Zellen
aus der menschlichen Nabelschnur, die von mehreren Spenderinnen gesammelt und
vereinigt wurden. In kultivierter Form haben die Zellen eine Verdopplungszeit von ca.
48 h und bilden bei 80% Konfluenz einen einschichtigen Zellrasen (Monolayer). Die
folgenden Experimente wurden ausschlieBBlich an konfluenten Zellkulturen der

Passagen 3-7 durchgefuhrt.

25.2 Kultivierung der HUVECs

Die kryokonservierten HUVECs wurden zur Kultivierung im Wasserbad bei 37°C
aufgetaut und direkt in die sterilen Kulturflaschen pipettiert, die zuvor mit
angewarmtem Medium gefullt worden waren. Waren die Zellen zu einem konfluenten
Zellrasen herangewachsen, wurden sie gesammelt und im Verhaltnis 1:3 neu
ausgesat. Hierfur wurde zunachst das Kulturmedium abgenommen, die Zellen mit
eiskaltem PBS gewaschen und anschlieRend mit Acutase® fir 10 min inkubiert. Nach
Uberfiihren in ein steriles Falcontube wurde die Zellsuspension bei 1000 rpm fir 5
min zentrifugiert und das so erhaltene Zellpellett in angewarmtem Medium
resuspendiert. Diese Zellsuspension wurde zur weiteren Kultivierung in die vorher mit
Medium befillten Kulturflaschen verteilt oder fir die Experimente in Kulturschalen

ausgesat.

Zusammensetzung des HUVEC-Mediums:
Fotales Kalberserum 0,02 ml/mi

Wachstumszusatz fur Endothelzellen/Heparin 0,004 mi/ml

Humaner epidermaler Wachstumsfaktor 0,1 ng/ml
Humaner Fibroblasten-Wachstumsfaktor 1,0 ng/ml
Hydrocortison 1,0 pg/mi
Gentamycinsulfat 50 pg/ml
Amphotericin B 50 ng/ml
Endotheliales Wachstumsmedium ad 500 ml
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253 Protektive Wirkung von VEGF bei Serumentzug an HUVECs

Um den protektiven Effekt von VEGF zu Uberprifen, wurden die Zellen, sobald sie
einen konfluenten Zellrasen bildeten, nach einmaligem Waschen mit serumfreiem
OptiMEM bedeckt. In die Kulturschalen der entsprechenden Gruppen wurde VEGF
bzw. VEGF und alkalische Phosphatase oder ATPase entweder direkt ins Medium
zugesetzt oder extern zusammen fur 15 min bei 37°C inkubiert. Nach 48-stindigem
Serumentzug wurden die Zellen mit Formalin fixiert, mit Hoechst 33258 angefarbt

und die apoptotischen Kerne ausgezahlt (siehe 2.9).

2.6 Phosphorylierung von NGF und BDNF

Die Neurotrophine NGF und BDNF wurden jeweils in einem 1 ml-Ansatz in
Gegenwart von 1 mM MgCl,, 25 mM Tris/HCI (pH 7,5) und 1 uM ATP bzw. ATPYS
bei 37°C fur 15 min phosphoryliert.

Bei den Experimenten, in denen der Einfluss von alkalischer Phosphatase oder
ATPase auf die neuroprotektive Wirkung von NGF oder BDNF untersucht werden
sollte, wurde anschlieBend an die Phosphorylierung eine weitere 10-minltige
Inkubation mit dem jeweiligen Enzym bei 37°C durchgeflhrt. Fir die ATPase-
Inkubation wurde vom Hersteller ein Pufferzusatz mit folgender Zusammensetzung
empfohlen: 24 mM Tris HCI pH 7,4; 0,68 mM EDTA; 6 mM MgCl,; 2 M NaCl; 45 mM
KCI. ATPase oder alkalische Phosphatase wurden vor Zugabe ins Kulturmedium
nicht abgetrennt.

Fir die Untersuchungen einer Beeinflussung durch Proteinkinase-Inhibitoren wurden
Inhibitoren der Proteinkinase A und C direkt dem Phosphorylierungsansatz
zugesetzt. Die verwendeten Konzentrationen lagen hierbei 10-fach Uber dem
jeweiligen Ki-Wert (Proteinkinase A-Inhibitor: 23 nM; Proteinkinase C-Inhibitor: 1,5
MM).
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2.7 Behandlung neuronaler Primarkulturen mit

Wachstumsfaktoren

Die Behandlung der neuronalen Primarkulturen neonataler Ratten erfolgte immer
nach demselben Prinzip, unabhangig davon, ob es sich um kortikale oder
hippokampale Neurone handelte.

Die Zellen wurden am siebten Tag in Kultur nach einem Medienwechsel mit 1 ml
Neurobasal™-Medium  bedeckt, mit der jeweiligen Konzentration der
Wachstumsfaktoren bzw. die entsprechenden Gruppen simultan mit alkalischer
Phosphatase oder ATPase behandelt und 1 h spater mit Staurosporin (200 nM)
versetzt. Nach 20 h Inkubation im Brutschrank wurden die Zellen mit Formalinlésung
fixiert, mit Hoechst 33258 angefarbt und unter dem Fluoreszenzmikroskop der Anteil

der apoptotischen Nuclei ermittelt.

2.8 Schadigung neuronaler Primarkulturen durch Sauerstoff-
und Glukose-Entzug (OGD)

Um die physiologischen Vorgange wahrend einer zerebralen Ischamie mdglichst
naturgetreu an der Zellkultur nachahmen zu kénnen, wurde die sogenannte Oxygen-
Glucose-Deprivation-Methode (OGD) angewandt. Bei dieser Methode werden
Neurone durch kombinierten Sauerstoff-Glukose-Entzug geschadigt.

Die zunachst mit Neurobasal™-bedeckten Zellen wurden mit dem jeweiligen
Wachstumsfaktor und/oder alkalischer Phosphatase vorbehandelt und fur eine
Stunde bei 37°C inkubiert. Anschlielend wurde das Medium mit den enthaltenen
Wirkstoffen gruppenweise gesammelt und eventuelle Reste durch einmaliges
Waschen mit serumfreiem vorgewarmtem Locke’s(-)-Medium entfernt. Zum Einleiten
des Glukose-Entzugs wurde sodann jeweils 1 ml Locke’s(-)-Medium mit dem
jeweiligen Wachstumsfaktor und / oder alkalische Phosphatase in die Kulturschalen
gegeben. Nach diesem Wechsel wurden die Zellen sofort in eine gasdichte Kammer
in einem auf 37°C angewarmten Warmeschrank uberfluhrt, die mit einem zuvor
angefeuchteten und angewarmten Gasgemisch aus 95% N, und 5% CO, gespult
wurde. Der Sauerstoffpartialdruck konnte zu jedem Zeitpunkt Uber eine externe
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Sauerstoff-Messelektrode kontrolliert werden. Nach 15-minuatigem Durchspulen und
Abfall des Sauerstoff-Partialdrucks auf unter 1% wurde die Kammer gasdicht
verschlossen und fur weitere 3 h und 45 min im Warmeschrank verwahrt.

Die Kontrollgruppen waren Zellkulturen, die nur einen Medienwechsel mit
Neurobasal™-Medium erfahren hatten bzw. mit jeweils 1 ml Locke’s(+)-Medium
gespult und bedeckt sowie anschliel3end bei 37°C , 5% CO, und 95% Luftanteil fur 3
h und 45 min inkubiert wurden.

Nach insgesamt 4 h Sauerstoff- und Glukose-Entzug wurden die Kulturschalen aus
der gasdichten Kammer enthommen, das Locke’s(-)-Medium mit den enthaltenen
Wachstumsfaktoren und/oder alkalischer Phosphatase abgesaugt und das zuvor
gruppenweise gesammelte Neurobasal™-Medium-Wirkstoff-Gemisch wieder auf die
zugehdarigen Zellen gegeben. Entsprechend wurde auch bei den Kontrollgruppen ein
Medienwechsel mit Neurobasal™-Medium durchgeflhrt. Zur Reoxygenierung wurden
die Kulturschalen fur 16 h im 37°C warmen Brutschrank belassen, dann mit

Formalinldsung fixiert und die apoptotischen Zellkerne mit Hoechst 33258 angefarbt.
Verwendete Lésungen:

Locke’s(+)-Medium

NaCl 4,495¢
Glukose 09g
HEPES 0,595 g
CaCl; x 2 H,O 0,169 g
KCI 0,208 g
NaHCO; 0,501 g
MgCl; x 6 H,O 0,102 g
Phenolrot 5 mg
Gentamicin 5 mg

H20 ad 500 mi

pH 7,2 (eingestellt mit HCI)
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Locke’s(-)-Medium

NaCl 4,495 g
HEPES 0,595 ¢
CaCl; x 2 H,O 0,169 g
KCI 0,208 g
NaHCOs3 0,501 g
MgCl; x 6 H,O 0,102 g
Phenolrot 5 mg
Gentamicin 5 mg

H2O ad 500 ml

pH 7,2 (eingestellt mit HCI)

2.9 Bestimmung der neuronalen Apoptose

Als ein lipophiler kationischer Fluoreszenzfarbstoff ist Hoechst 33258 in der Lage,
Zellmembranen sowohl von intakten als auch von apoptotisch geschadigten Zellen
zu durchdringen und sich im Zellkern verstarkt an AT-reiche Sequenzen der DNA
anzulagern (Latt und Wohlleb, 1975; Latt und Stetten, 1976; Araki et al., 1985).
Aufgrund dieser Bindung lasst sich unter dem Fluoreszenzmikroskop
(Exzitationsmaximum 352 nm, Emissionsmaximum 461 nm) eine blaue Farbung der
Nuclei beobachten. Aufgrund der morphologischen Besonderheiten lassen sich
apoptotische Zellen mit ihrem geschrumpften oder fragmentierten Zellkern und
kondensiertem Chromatin deutlich von gesunden Zellen mit intaktem Nucleus

unterscheiden.

HM:H Z HN
: N

Abbildung 2.1: Strukturformel von Hoechst 33258

(Quelle: www.sigmaaldrich.com)
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Der Farbung mit dem Fluoreszenzfarbstoff ging eine 20-mindtige Fixierung mit
Formalinlosung voraus. Danach wurden die Zellen mit je 1 ml einer Losung von
Hoechst 33258 in Methanol (10 pg/ml) bedeckt und weitere 20 min bei
Raumtemperatur inkubiert. Nach Absaugen der Farbelésung wurden die
Kulturschalen mit 2 ml PBS befullt und unter dem Fluoreszenzmikroskop
ausgewertet. Dabei wurden pro Schale jeweils 9 zufallig ausgewahlte Bereiche mit
insgesamt min 300 Nuclei erfasst und das Verhaltnis der apototischen zu gesunden
Zellen ermittelt.

Die Kontrollgruppen unterlagen den selben Behandlungsschritten, wurden aber
ausschlief3lich mit Staurosporin-freiem Medium behandelt. Die Auswertung erfolgte

ohne Kenntnis der Behandlung.

PBS
KH2PO4 0,144 g
NazPOg4 0,526 g
NaCl 9,0¢g
H.O ad 1000 mi
Formalinlésung
NaH,PO;4 1,889
NayHPO4 14,24 g
Formalin 100 ml
H.O ad 1000 mi

210 Proteinbestimmung

2101 Proteinextraktion aus hippokampalen Primarkulturen

Fir die Proteinextraktion wurden die Neuronenkulturen nach der Behandlung einmal
mit eiskaltem PBS gewaschen und mit Hilfe eines Zellschabers in eiskaltem
Homogenisierungspuffer gesammelt. Zum AufschlieBen der Zellen wurde die
Zellsuspension 5 sec mit Ultraschall behandelt, anschliel’end bei 4°C und 15000 rpm

zentrifugiert und der Uberstand bis zur weiteren Verwendung bei -80°C aufbewahrt.
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Lysispuffer
Glycerin 1 mi
10% SDS 3ml
0,5 M Tris (pH 6,8) 2,5ml
Bidest 2,5ml
Proteaseinhibitor-Cocktail | 90 ul
Phosphataseinhibitor-Cocktail | 90 pl
Phosphataseinhibitor-Cocktail Il 90 pl

2.10.2 Bestimmung der Proteinmenge

Die in den Zelllysaten enthaltenen Proteinmenge wurde nach der BCA-Methode
(Smith et al., 1985) mit Hilfe eines entsprechenden Kits photometrisch bestimmt.
Dazu wurden je 5 pl des Zellextraktes in 95 pyl PBS verdunnt und BSA-(Bovine
Serum Albumine)-Standardlosungen aus einer BSA-Stammlosung (2 mg/ml) in
Konzentrationen von 0,05; 0,1; 0,15; 0,2; 0,25 und 0,5 pg/ul PBS hergestellt. Zu 100
Ml der so hergestellten Proteinldsungen wurden jeweils 500 pl der nach Vorschrift
hergestellten frischen BCA-L6sung pipettiert und anschlieBend 30 min bei 60°C
inkubiert. Danach wurden jeweils 200 ul der Proben und der Standardlésungen auf
eine Mikrotiterplatte aufgetragen und bei 570 nm photometrisch vermessen. Die
Proteinkonzentrationen wurden anhand der erstellten Eichgerade und unter
Berucksichtigung des Verdunnungsfaktors berechnet — Ublicherweise bewegten sich
die Werte zwischen 1 und 5 mg/ml.

BCA-Lb6sung (Kit)
Reagenz A: Na,COs3, NaHCO3, Natriumtartrat, NaOH 0,2 N
Reagenz B: Bicinchoninsaure 4% in H,O
Reagenz C: CuSO4 x 5 H,O 4% in HO
gebrauchsfertige Losung: 24 T Reagenz A
25 T Reagenz B
1T Reagenz C

Albuminstandard
Rinderserumalbumin (BSA) 2 mg/ml
NaCl 0,9%
NaN3; 0,05%
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211 SDS-PAGE, Silberfarbung und Western Blot

2111 Herstellung der Polyacrylamidgele

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurden fur die SDS-PAGE Gele mit einer

Polyacrylamidkonzentration von 7,5% verwendet. Die bei der Herstellung

verwendeten Ldsungen setzten sich wie folgt zusammen:

Trenngel (7,5%, fiir 10 Gele)
Trenngelpuffer (4x)
H.O
Rotiphorese® 30
TEMED
APS (20%)

Trenngelpuffer
Tris
SDS
H.O
pH 8,8 (eingestellt mit HCI)

Sammelgel (fiir 10 Gele)
Rotiphorese® 30
Sammelgelpuffer
H.O
TEMED
APS (20%)

Sammelgelpuffer
Tris
SDS
H.O
pH 6,8 (eingestellt mit HCI)

APS (20%)
APS
H,0

15 ml
30 ml
15 ml
50 pl
100 pl

182 ¢
449
ad 1000 mi

3 ml
5 ml
12 ml
30 i
60 pl

60,59
4049
ad 1000 ml

200 mg
ad 1 ml
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211.2 SDS-PAGE

Zur elektrophoretischen Auftrennung der Proteinproben wurden Zell-Lysate
verwendet, deren Proteingehalt zuvor mit Hilfe eines BCA-Assays bestimmt wurde.
Jeweils identische Proteinmengen wurden mit destilliertem Wasser auf 20 pl
verdunnt und im Verhaltnis 1:5 mit Probenpuffer versetzt. Einer 5-minutigen
Denaturierung bei 95°C folgte das Einfullen der Proben in die Taschen des
Polyacrylamid-Gels. Die Auftrennung erfolgte in einer vertikalen Elektrophorese nach
dem Molekulargewicht. Die Zuordnung der einzelnen Proteinbanden zu einem

bestimmten Molekulargewicht wurde durch Auftragen eines Proteinmarker-Standards

ermoglicht.

Probenpuffer
Tris 157,7 mg
SDS 1,09
2-Mercaptoethanol 1,0 ml
Glycerin 2,0ml
Bromphenolblau 6,0 mg

pH 6,8 (eingestellt mit HCI vor Bromphenolblau-Zugabe)

Elektrophorese-Puffer

Tris 3,09
Glycin 14,49
SDS 1,09

H.O ad 1000 mi

2113 Silberfarbung

Um die Reinheit des im Arbeitskreis Klumpp exprimierten BDNF und NGF zu
uberprufen wurde von den verschieden Chargen jeweils ein Silbergel angefertigt.
Dazu wurde zunachst im SDS-Gel eine elektrophoretische Auftrennung der Proteine
durchgefuhrt, das Gel fur mindestens 1 h in der Fixiererldsung inkubiert,
anschlieRend 20 min lang mit 30%igem Ethanol gewaschen und dann 1 min lang
impragniert. Uberschiissiges Natriumthiosulfat wurde durch kurzes heftiges
Schwenken mit Wasser entfernt. Nach 20-minutiger Inkubation mit Silbernitrat-

43



Material und Methoden

Losung folgte die proteinspezifische Reduktion der

Silberionen durch die

Entwicklungslosung, die durch eiskalte Fixiererlosung gestoppt wurde.

Fixierlbsung
MeOH
CH3;COOH
H.O

Imprégnierlésung
HCHO (37%)
NazS203 (43 g/100 ml)
H.O

Silbernitratlésung
AgNO; (2 g/l)
HCHO (37%)

Entwicklungslésung
Na,CO3 (60 g/l)
HCHO (37%)
NazS203 (43 g/100 ml)

211.4 Western Blot

500 ml
120 ml
ad 1000 ml

100 pl
75 pl
150 mi

150 ml
100 pl

500 ml
250 pl
5yl

Nachdem die Proteine mittels Elektrophorese aufgetrennt worden waren, wurden sie

auf eine Nitrocellulosemembran Ubertragen (Towbin et al., 1979).

Kathode (-)

Anode (+)

44

Whatman-Filterpapiere
SDS-PAGE-Gel

Nitrocellulosemembran

Whatman-Filterpapiere



Material und Methoden

Der eigentliche Transfervorgang wurde innerhalb 1 h mit einer Spannung von 10 V
durchgefuhrt. Anschlielend wurde die Membran zur Fixierung und Anfarbung der
Proteine fur 30 min in Ponceaurot-S-Lésung gelegt, mit TBST gewaschen und fir 1 h
bei Raumtemperatur auf dem Schuttler mit Blockpuffer inkubiert.

Nach einem erneuten Waschschritt mit TBST wurde die Membran dann Uber Nacht
mit dem entsprechenden Erst-Antikorper in BSA/TBST bzw. in Blockpulver bei 4°C
auf dem Schuttler inkubiert, am folgenden Tag erneut dreimal mit TBST gewaschen
und mit dem entsprechenden Meerrettichperoxidase-gekoppelten Zweit-Antikérper
fur 1 h bei Raumtemperatur behandelt. Einem weiteren Waschschritt folgte die
einminutige Inkubation mit ECL-(Enhanced Chemoluminescence)-Losung, wodurch
es moglich war, die spezifischen Signale in einer Dunkelkammer auf einen Kodak-
Film zu Ubertragen. Die Exposition variierte zwischen 2 min und 1 h, je nach Starke

der Signale. SchlieRlich wurde der Film entwickelt, gewaschen, fixiert und getrocknet.

Ponceaurot-S-Lésung

Ponceau-S rot 249

Trichloressigsaure 15 g

H.O ad 1000 mi
Transferpuffer

Tris 3,027 g

Glycin 14,4 g

Methanol 100 ml

H.O ad 1000 ml
TBST

Tris 1,211 ¢

NaCl 8,765 g

Tween 20 1 ml

H.O ad 1000 mi

pH 7,5 (eingestellt mit HCI)

Blockpuffer (5% Magermilch/TBST)
Magermilchpulver 19
TBST 20 mi
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Protein Antikorper aus
o-Tubulin Maus

BDNF Kaninchen
NGF Kaninchen
Phospho-Akt Kaninchen

Phospho-ERK 1/2  Kaninchen
Phospho-Pan-Trk  Kaninchen
TrkA Kaninchen

Tabelle 2-5: Verwendete Erst-Antikorper

Erst-AK aus Zweit-AK

Kaninchen Anti-Kaninchen
IgG
HRP-konjugiert

Maus Anti-Maus IgG

HRP-konjugiert

Tabelle 2-6: Verwendete Zweit-Antikorper

212 Immunozytochemie

Bei der Praparation der hippokampalen Primarkultur wurde fur diesen Versuch die

Verdiinnung
1:2500

1:500

1:1000
1:1000
1:1500

1:100

1:1000

Verdiinnung

1:2500

1:2500

in

5% Magermilch/TBST
5% Magermilch/TBST
5% Magermilch/TBST
5% BSA/TBST

5% BSA/TBST

5% BSA/TBST

5% Magermilch/TBST

in

5% Magermilch/TBST

5% Magermilch/TBST

Zellsuspension in Falcon® Easy Grip~ Kulturschalen (2 35 mm) mit Deckgldschen

ausgesat. Am siebten Kulturtag wurden die Zellen mit Formalinldsung 30 min lang
fixiert, dreimal mit PBS gewaschen und zur Permeabilisierung der Zellwande fir 5
min mit 0,2% Triton X-100 in PBS behandelt. Nach erneuten drei Waschschritten mit
PBS wurden die Zellkulturen 30 min mit Blockpuffer (PBS mit 5% Ziegenserum) bei

Raumtemperatur inkubiert.

Der Erst-Antikérper (in Blockpuffer) konnte Uber Nacht bei 4°C einwirken. Die
Verdinnung betrug beim NeuN-Antikdrper 1:100 (in Blockpuffer), bei dem GFAP-
Antikorper 1:300 (in Blockpuffer). Es folgte ein weiterer Waschschritt, nach dem der
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biotinylierte anti-Maus-Antikorper (in Blockpuffer) fir 90 min aufgetragen wurde. Die
Anfarbung der Zellkerne erfolgte standardmafig durch 20-minutiges Einwirken der
Hoechst 33258-Losung (siehe 2.9) bei Raumtemperatur. Nach Entfernen der
Uberschussigen Hoechstlosung durch Waschen mit PBS folgte eine 45-minutige
Behandlung mit einer Fluoroisothiocyanat (FITC)-Avidin-Losung (1:200 in PBS) unter
Lichtschutz, die die immunozytochemische Detektion ermoglichte. Es wurde
wiederum mit PBS gewaschen, die Deckglaschen aus den Kulturschalen mittels
Pinzette auf einen Objekttrager Ubertragen und mit handelsublichem Nagellack
versiegelt.

Die Dokumentation und Auswertung der immunozytochemischen Farbung wurde mit
Hilfe eines konfokalen Laserscanning-Mikroskop mit einem 40x Immersionsol-
Objektiv einer Anregungswellenlange von 494 nm und einer Emissionswellenlange
von 518 nm durchgefuhrt.

Um die Immunoreaktivitat zwischen den einzelnen Behandlungsgruppen vergleichen
zu konnen, wurde innerhalb eines Versuches die Laser- und Detektorintensitat nicht

verandert.

213 Test auf bakterielle Endotoxine

Die Untersuchung der NGF-Proteinlésung auf bakterielle Endotoxine erfolgte mit
Hilfe des LAL-Tests, der laut Hersteller (Cape Cod) eine Empfindlichkeit von 0,03
Endotoxin-Einheiten pro ml aufwies. Hierfir wurde die Wachstumsfaktor-Losung
zunachst 1:10 mit pyrogenfreiem Wasser verdunnt, 200 pl der Verdunnung unter
sterilen Bedingungen in die Einzeltestrohrchen pipettiert und diese fir 1 h
erschitterungsfrei im 37°C warmen Wasserbad inkubiert. Genauso wurde mit der
Negativ-Kontrolle (nur pyrogenfreies Wasser), mit der Positiv-Kontrolle (Standard-
Endotoxin mit pyrogenfreiem Wasser) und einer Positiv-Produkt-Kontrolle (zehnfache
Verdinnung der Wachstumsfaktorlésung mit Standard-Endotoxin) verfahren. Nach
Ende der vorgeschriebenen Inkubationszeit wurden die Testrohrchen dem
Wasserbad entnommen und sofort in einer flieRenden Bewegung um 180° gedreht.
Konnte die Bildung eines festen Gels festgestellt werden, wurde der Nachweis als

positiv gewertet und die Anwesenheit von Endotoxinen als gegeben postuliert.
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2.14 Fokale zerebrale Ischamie an der Maus

Die in-vivo-Versuche wurden in Zusammenarbeit mit Frau Dr. Junker nach einer
modifizierten Methode von Welsh et al. (1987) durchgefuhrt. Verwendet wurden

mannliche NMRI-Mause (Charles River, Sulzfeld) mit einem Gewicht von 25-30 g.

2141 Operationstechnik

Zu Beginn der Operation wurden die Tiere mit 2,2,2-Tribromethanol (600 mg/kg
Korpergewicht) durch intraperitoneale Injektion narkotisiert. Bis zum Eintritt der
Narkose vergingen zwischen 1 und 2 min, die Narkose selber dauerte 30-40 min an.
Die Narkotisierung des Tieres wurde durch einen leichten Schmerzreiz in der
Hinterpfote Uberpruft. Erfolgte hierauf keine Reaktion mehr, wurden die Augen der
Maus mit Bepanthen® Augen- und Nasensalbe bedeckt, um ein Austrocknen der
Kornea zu verhindern. Des weiteren wurde ein Fieberthermometer rektal eingefluhrt,
um wahrend der gesamten Dauer der Operation die Korpertemperatur zu
kontrollieren und mittels einer Infrarotlampe auf 37+1°C zu halten. Sowohl das
Operationsbesteck als auch die Maus wurde mit 70%igem Ethanol desinfiziert, um
weitestgehende aseptische Bedingungen zu gewahrleisten und einer Infektion
vorzubeugen. Zunachst wurde eine ca. 1,5 cm lange Offnung in die Kopfhaut der
Tiere geschnitten und an der zuvor markierten Position ein Loch in die Schadeldecke
gebohrt. Als Koordinaten wurden verwendet: Bregma -0,02 cm (posterior), +0,12 cm
(lateral) und -0,2 cm (ventral ab Duralevel). Mittels einer Glas-Mikroliterspritze wurde
uber einen Zeitraum von 5 min kontrolliert ein Volumen von 5 pl stereotaktisch in den

rechten lateralen Ventrikel injiziert.
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Rechter
Ventrikel

Abb. 2-2: Koronaler Schnitt durch das Gehirn der Maus

Rechter und linker Ventrikel sind schwarz hervorgehoben (aus Paxinos und Franklin, 2000)

Anschlieend wurde die Nadel weitere 5 min am Injektionsort belassen und erst
dann Uber eine Zeitspanne von 1,5 min langsam aus dem Bohrloch entfernt, um das
eventuelle Zurlickstromen der injizierten Losung in den Stichkanal zu minimieren. Die
Inzision der Kopfhaut wurde mit einer einfachen Wundnaht geschlossen.

Far die Okklusion der Arteria cerebri media (MCA) wurden die Mause in
Rechtsseitenlage positioniert und zwischen linker Orbita und Auricula ein vertikaler
ca. 15 mm langer Schnitt angefertigt. Die Haut wurde mit Klebestreifen zur Seite
gespannt und die Glandula parotis mit einer Thermokauterpinzette entfernt. Ebenso
wurde der Musculus temporalis von seinem Ursprung am Os temporale abgesetzt.
Far die folgenden Schritte wurde ein Operationsmikroskop bendtigt. In unmittelbarer
Nahe des Foramen ovale wurde mittels eines Feinbohrers die Schadeldecke derart
aufgebohrt, dass eine 4 mm? kreisrunde Offnung direkt (iber der MCA entstand.

Um die darunter liegenden Gewebeschichten vor Uberhitzung zu schiitzen, wurde
wahrend des Bohrvorgangs mit physiologischer Kochsalzlosung gekuhlt. Das
trepanierte Kochenstlick wurde vorsichtig mit einer Pinzette zur Seite geklappt und
die darunter liegende Dura mater entfernt, so dass die Y-férmig verlaufende MCA gut
erkennbar war. Sie wurde einmal kaudal der Verzweigung und jeweils an beiden
Seitenasten mit der Thermokauterpinzette irreversibel koaguliert. Nachdem die Haut
Uber der Operationsstelle wieder zusammen genaht worden war, wurde das Tier zur

Beobachtung flr 2 h in einen Kafig unter eine Warmelampe gelegt.
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2.14.2 Perfusion mit Neutralrot

Zwei Tage nach der Operation wurden die Mause erneut durch Injektion von 2,2,2-
Tribromethanol in Narkose versetzt. Es folgte eine intraperitoneale Injektion von 0,5
ml einer 1%igen Neutralrotldsung (in physiologischer Kochsalzldsung) und die
Verteilung des Farbstoffes im gesamten Blutkreislauf des Tieres. An nicht von Fell
bedeckten Korperstellen war dies gut an der Rotfarbung kleiner Blutgefalle zu
beobachten. Eine halbe Stunde nach Injektion des Farbstoffes wurde die Maus

getodtet und das Gehirn entnommen.

2.14.3 Entnahme des Gehirns

Nach der fur die Verteilung des Farbstoffs im gesamten Blutkreislauf erforderlichen
halben Stunde wurde der Kopf der Maus vom Rumpf abgetrennt, das Fell entfernt
und die Schadelkalotte vorsichtig mit einer spitzen Schere bis zum Bregma hin
geodffnet. Der Schadelknochen wurde nach beiden Seiten hin aufgeklappt und
entfernt. Das Gehirn wurde mit einem gebogenen Spatel sorgsam von seinen
basalen Strukturen geldst, aus der Kalotte enthommen und flr mindestens 24 h in
Formaldehyd-Phosphatpuffer (pH 7,4) aufbewahrt.

2144 Berechnung der Infarktoberflache

Die enthommenen Gehirne waren aufgrund der Perfusion mit Neutralrot gleichmallig
rot gefarbt, mit Ausnahme des Versorgungsgebiets der Arteria cerebri media,
welches wegen der Okklusion nicht vom Farbstoff erreicht werden konnte. Dieses
Areal entsprach der Infarktoberflache und wurde computergestitzt ermittelt. Die
Gehirne wurden zur Vermessung unter einer Videokamera positioniert, die das Bild
fur den Monitor des Auswertungssystems lieferte. Mit dem Cursor wurde das

Infarktgebiet manuell eingegrenzt und mit Hilfe des Computers in mm? berechnet.

Abb. 2-3: Mit Neutralrot perfundiertes Mausegehirn
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2.14.5 Herstellung und Applikation der Testsubstanzen

Kommerziell erworbenes 2.5S NGF wurde in einer Konzentration von 1 pg/ul in PBS
geldst. Jeweils 5 ul dieser Losung wurden in den rechten lateralen Ventrikel mit einer
Glas-Mikroliterspritze injiziert. Die Kontrollgruppe wurde mit demselben Volumen
Vehikel (PBS) behandelt.

2.15 Dunnschichtchromatographische Untersuchungen von

Phospho-Aminosauren

2.15.1 Synthese von Phospho-Histidin und Phospho-Lysin

Im Arbeitskreis Klumpp wurde radioaktiv phosphoryliertes NGF und BDNF mit Saure
oder Natronlauge behandelt und die Persistenz des radioaktiven Signals Uberpruft.
Es stellte sich heraus, dass das Signal nur nach Lauge-Behandlung bestehen blieb
und offensichtlich durch Einwirken der Saure verschwand. Dies legte die Vermutung
nahe, dass es sich bei der phosphorylierten Aminosaure um ein Phospho-Amid oder
eine Phospho-Acylgruppe handelt, da diese ebenfalls ein saurelabiles und
laugenstabiles Verhalten zeigen (Sickmann und Meyer, 2001). Um diese Frage
naher zu beleuchten, sollten Phospho-Aminosauren dinnschichtchromatographisch
aufgetrennt und mit radioaktiv markiertem und hydrolysiertem BDNF verglichen
werden. Threonin, Tyrosin und Arginin konnen kommerziell in phosphorylierter Form
erworben werden, Lysin und Histidin jedoch aufgrund ihrer chemischen Labilitat
nicht. Daher mussten diese beiden zunachst nach einer Methode von Wei und
Matthews (1991) synthetisiert werden.

Dazu wurden 50 mg Poly-Histidin in 1,5 ml Wasser gelost und anschlie3end bis zur
Trubung mit Triethylamin versetzt. In kleinen Portionen von 10 pl wurden dann 110 pl
Phosphorylchlorid (POCI3;) zugesetzt und der pH-Wert zwischen 9,5 und 12,5 mittels
NaOH-Zugabe gehalten. Alle Vorgange fanden unter Ruhren und auf Eis statt. Der
Reagenzansatz wurde mit Wasser auf ein Endvolumen von 3 ml gebracht und Uber
Nacht gegen 0,1 M NaOH dialysiert. Am nachsten Morgen wurde das
Gesamtvolumen ermittelt, eine KOH-Konzentration von 3 M eingestellt und die
Lésung fir 5 h bei 105°C inkubiert. Das Hydrolysat wurde nach dem Abklhlen um
den Faktor 10 mit Wasser verdunnt und in Aliquots bei -20°C gelagert.
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Die Synthese des Phospho-Lysins folgte demselben Prinzip. Als Ausgangsstoff

wurde hier Poly-Lysin verwendet.

2.15.2 Radioaktive Phosphorylierung von selbst exprimiertem BDNF

Im Arbeitskreis Klumpp exprimiertes BDNF wurde unmittelbar vor Auftragen auf die

Kieselgelplatte mit [y->*PJATP phosphoryliert.

Phosphorylierungspuffer:

MgCl, 1,5 mM
DTT 15 mM
Tris HCI 375 mM

Phosphorylierungsansatz:

Phosphorylierungspuffer 1l
BDNF-Proteinlésung (230 mg/ml) 12,5 pl
[-?P]ATP 1,25 l

Der Phosphorylierungsansatz wurde 15 min auf Eis inkubiert und Gberschuissiges [y-
32PJATP durch Zentrifugation in Centriseps abgetrennt (2 x 2 min bei 2900 rpm).

Die Hydrolyse des radioaktiv markiertem BDNF wurde durch 3-stundige Inkubation
mit 3 M KOH bei 95°C erreicht. Anschliellend wurde der Ansatz mit 37%iger

Salzsaure neutralisiert.

2.15.3 Dunnschichtchromatographische Trennung der Phospho-

Aminosauren

Jeweils 0,5 pl der Lésungen (2 mg/ml) der kommzerziell erworbenen Phospho-
Aminosauren Phospho-Threonin, -Tyrosin, -Serin, -Arginin und der selbst
hergestellten Phospho-Lysin- und Phospho-Histidinlosungen wurden auf eine
Kieselgel-Platte aufgetragen und mit einem Fon gut getrocknet. Auf die getrockneten
Aminosaure-Flecken wurde 6 x 1 uyl des Phospho-BDNF-Hydrolysates aufgetragen
und auch jeweils gut getrocknet. Die Kieselgelplatte wurde in eine DC-Kammer, die
30 min zuvor mit einer Mischung aus 68 Teilen Ethanol (85%) und 32 Teilen
Ammoniaklosung (25%) 3 cm hoch befullt wurde, 4 h erschutterungsfrei gestellt und
anschlieBend getrocknet. Uber Nacht wurde eine Phospho-Imaging-Platte aufgelegt

52



Material und Methoden

und am nachsten Tag die Signale des radioaktiv markierten BDNFs mittels Phospho-
Imager detektiert. Erst dann wurden die aufgetrennten Phospho-Aminosauren durch
Aufspruhen einer 0,1%igen Ninhydrin-LOsung sichtbar gemacht und mit dem

Laufverhalten der radioaktiven Markierungen verglichen.

2.16 Statistik

Zur statistischen Auswertung wurde Microsoft Excel und WinSTAT heran gezogen.
Zum Vergleich der Zellkulturexperimente wurde eine einfaktorielle Varianzanalyse
(ANOVA) kombiniert mit dem Scheffé-Test durchgefuhrt. Die Auswertung der
Ergebnisse der MCAO erfolgte durch Vergleich mittels t-Test nach Student. Alle
Ergebnisse sind als Mittelwerte + Standardabweichung (S.D.) angegeben. Ein
Signifikanzniveau von p<0,05 wurde als signifikant betrachtet.

Die Irtumswahrscheinlichkeit wurde wie folgt dargestellt:

Irrtumswahrscheinlichkeit Symbol
p<0,05 *
p<0,01 o
p<0,001 ok
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3 Ergebnisse

3.1 Charakterisierung der Zellkultur

Zur Uberpriifung und Charakterisierung der verwendeten Zellkultursysteme wurden
einerseits die Neuronenanzahl und andererseits der Anteil an Astrozyten in der

verwendeten neonatalen Primarkultur bestimmt.

Abb. 3-1: Immunozytochemische Uberprifung des Neuronenanteils in der neonatalen
hippokampalen Priméarkultur

Hippokampale Priméarkulturen neugeborener max. 24 h alter Ratten wurden am 7. Kulturtag fixiert und
mit dem Astrozytenmarker GFAP (Verdinnung 1:300) oder dem neuronenspezifischen Marker NeuN
(Verdinnung 1:100) inkubiert. A und C stellen Zellen dar, die ohne Erst-Antikbrper und nur mit
Hoechst 33258 inkubiert wurden, B zeigt mit GFAP behandelte Kulturen und D mit NeuN gefarbte
Zellen.
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Das Auszahlen der gefarbten Neurone bzw. Astrozyten ergab einen Neuronenanteil
von ca. 50%, es handelt sich also um eine neuronale Mischkultur. Im Gegensatz
hierzu steht die embryonale Primarkultur, die eine relativ reine Neuronenkultur mit

einem Anteil von 95% und nur 5% Astrozyten darstellt (Daten nicht gezeigt).

3.2 Neuroprotektion der Neurotrophine NGF und BDNF

3.21 Neuroprotektion von NGF

3.2.1.1 NGF schitzt konzentrationsabhangig hippokampale Priméarkulturen vor
Staurosporin-induzierter Apoptose

Hippokampale Primarkulturen neonataler Ratten wurden am 7. Kulturtag zunéchst fur

1 h mit NGF im Konzentrationsbereich 1 ng/ml bis 1 pg/ml inkubiert, dann mit

Staurosporin in der Konzentration 200 nM behandelt und 20 h spater fixiert. In den

mit Staurosporin behandelten Kulturschalen lie3 sich eine massive Schadigung

gegenuber der Kontrollgruppe beobachten, was sich am Anteil der apoptotischen

Kerne zeigt, der von 20 % auf 35 % ansteigt.

Die mit NGF vorbehandelten Gruppen zeigten ab einer Konzentration von 5 ng/ml

eine signifikante Reduktion der Apoptoserate; eine Steigerung der Neuroprotektion

liel3 sich ab einer Konzentration von 200 ng/ml nicht mehr feststellen.
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Abb. 3-2: NGF wirkt konzentrationsabhangig neuroprotektiv gegeniiber Staurosporin-
induzierter Apoptose an hippokampalen neonatalen Priméarkulturen

Hippokampale Primarkulturen neonataler Ratten wurden am 7. Kulturtag 1 h vor der Behandlung mit
200 nM Staurosporin (STS) mit NGF in den Konzentrationen von 1 ng/ml bis 1000 ng/ml behandelt. 20
h spater wurden die Zellen fixiert, mit Hoechst 33258 gefarbt und das Verhéltnis der apoptotischen zu
den gesunden Zellen ermittelt. Dargestellt sind die Mittelwerte der apoptotischen Zellen in Prozent ?
S.D. aus 5 Kulturen pro Gruppe. ~'p<0,001 im Vergleich zur Kontrolle ohne NGF-Behandlung (K);
***p<0,001 im Vergleich zur Staurosporin-Kontrolle (ochne NGF-Behandlung); ##p<0,01 im Vergleich
zur Staurosporin-Kontrolle; §p<0,05 im Vergleich zur Staurosporin-Kontrolle (Varianzkontrolle,
Scheffétest).
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3.2.1.2 NGF schitzt konzentrationsabhangig kortikale Primarkulturen vor
Staurosporin-induzierter Apoptose

Auch an  kortikalen  Priméarkulturen  neonataler Ratten  konnte  der

konzentrationsabhangige Effekt  von NGF  beobachtet  werden. Die

Versuchsbedingungen entsprachen exakt der Behandlung der hippokampalen

Neuronenkultur.
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Abb. 3-3: NGF wirkt konzentrationsabhéngig neuroprotektiv gegentber Staurosporin-
induzierter Apoptose an kortikalen neonatalen Primarkulturen

Kortikale Primarkulturen neonataler Ratten wurden am 7. Kulturtag 1 h vor der Behandlung mit 200
nM Staurosporin (STS) mit NGF in den Konzentrationen von 1 ng/ml bis 500 ng/ml behandelt. 20 h
spater wurden die Zellen fixiert, mit Hoechst 33258 gefarbt und das Verhéltnis der apoptotischen zu
den gesunden Zellen ermittelt. Dargestellt sind die Mittelwerte der apoptotischen Zellen in Prozent ?
S.D. aus 5 Kulturen pro Gruppe. ~'p<0,001 im Vergleich zur Kontrolle ohne NGF-Behandlung (K);
*+*xp<0,001 im Vergleich zur Staurosporin-Kontrolle (ochne NGF-Behandlung): *p<0,01 im Vergleich

zur Staurosporin-Kontrolle (Varianzkontrolle, Scheffétest).

NGF war in der Lage, auch in kortikalen Primarkulturen neonataler Ratten seine

neuroprotektive Wirkung ab einer Konzentration von 50 ng/ml zu vermitteln.
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3.2.2 Neuroprotektion von BDNF

3.221 BDNF wirkt neuroprotektiv bei Staurosporin-induzierter Apoptose an
hippokampalen Primarkulturen

In Anlehnung an die Ergebnisse mit NGF wurde auch BDNF im Hinblick auf

neuroprotektive Effekte im Staurosporin-Modell getestet.

Auch hier wurde der Wachstumsfaktor 1 h vor Staurosporinzugabe in einem

Konzentrationsbereich von 5-500 ng/ml direkt in die Kulturschalen pipettiert und war

wahrend der 20-stiindigen Inkubation mit 200 nM Staurosporin anwesend.
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Abb. 3-4: BDNF wirkt konzentrationsabhangig neuroprotektiv gegenliber Staurosporin-
induzierter Apoptose an hippokampalen neonatalen Primarkulturen

Hippokampale Primérkulturen neonataler Ratten wurden am 7. Kulturtag 1 h vor der Behandlung mit
200 nM Staurosporin (STS) mit BDNF in den Konzentrationen von 5 ng/ml bis 500 ng/ml behandelt.
20 h spater wurden die Zellen fixiert, mit Hoechst 33258 gefarbt und das Verhéltnis der apoptotischen
zu den gesunden Zellen ermittelt. Dargestellt sind die Mittelwerte der apoptotischen Zellen in Prozent
? S.D. aus 5 Kulturen pro Gruppe. * p<0,001 im Vergleich zur Kontrolle ohne BDNF-Behandlung (K);
***p<0,001 im Vergleich zur Staurosporin-Kontrolle (ohne BDNF-Behandlung); (Varianzkontrolle,
Scheffétest).

Die Auszahlung der apoptotischen Kerne ergab wie schon bei NGF, dass BDNF ab
einer Konzentration von 100 ng/ml eine signifikante Reduktion der Schadigung
bewirkt.
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3.2.2.2 BDNF wirkt neuroprotektiv bei Staurosporin-induzierter Apoptose an
kortikalen Priméarkulturen

Auch an  kortikalen  Primarkulturen  neonataler Ratten  konnte  die

konzentrationsabhéngige Neuroprotektion durch BDNF-Behandlung beobachtet

werden.
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Abb. 3-5: BDNF wirkt konzentrationsabhangig neuroprotektiv gegeniber Staurosporin-
induzierter Apoptose an kortikalen neonatalen Primarkulturen

Kortikale Primarkulturen neonataler Ratten wurden am 7. Kulturtag 1 h vor der Behandlung mit 200
nM Staurosporin (STS) mit BDNF in den Konzentrationen von 5 ng/ml bis 500 ng/ml behandelt. 20 h
spater wurden die Zellen fixiert, mit Hoechst 33258 gefarbt und das Verhéltnis der apoptotischen zu
den gesunden Zellen ermittelt. Dargestellt sind die Mittelwerte der apoptotischen Zellen in Prozent ?
S.D. aus 5 Kulturen pro Gruppe. “'<0,001 im Vergleich zur Kontrolle ohne BDNF-Behandlung (K);
***p<0,001 im Vergleich zur Staurosporin-Kontrolle (ohne BDNF-Behandlung); (Varianzkontrolle,
Scheffétest).

Auch bei einer Behandlung von kortikalen Primarkulturen zeigte BDNF ab einer

Konzentration von 50 ng/ml eine deutlich neuroprotektive Wirkung vor Staurosporir-

induzierter Apoptose.
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3.2.3 Neuroprotektiver Effekt von NGF und BDNF im OGD-Modell

Die OGD-Methode verursacht aufgrund eines Sauerstoff- und Glukose-Entzuges
eine Schadigung der kultivierten Neurone.
Die neuroprotektiven Effekte der Neurotrophine wurden auch in diesem in vitro-

Ischamiemodell getestet.
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Abb. 3-6: NGF und BDNF schiutzen neonatale hippokampale Primarkulturen gegen durch
Sauerstoff- und Glukose-Entzug ausgeldsten Zelltod

Hippokampale Primarkulturen neonataler Ratten wurden 1 h vor Beginn des Sauerstoff- und Glukose-
Entzugs (OGD) mit je 200 ng NGF oder BDNF pro ml Medium inkubiert. Wahrend der 4stiindigen
OGD-Phase waren die Wachstumsfaktoren ebenfalls in dieser Konzentration im glukosefreien
Locke’s-Medium zugegen. Nach der anschlielenden Reoxygenierungsphase von 16 h wurden die
Zellen fixiert, mit Hoechst 33258 gefarbt und die apoptotischen Kerne ausgezéahlt. Angegeben sind die
Mittelwerte der apoptotische Zellen in Prozent ? S.D. aus 5 Kulturen pro Gruppe. * p<0,001
verglichen mit der Locke’s(+)-Kontrollgruppe; ***p<0,001 im Vergleich zur OGD-Kontrolle
(Varianzanalyse, Scheffétest).
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3.24 Neuroprotektive Wirkung von intraventrikular injiziertem NGF nach
MCAO

Im in vivo-Modell der MCAO sollte der neuroprotektive Effekt von gekauftem NGF
validiert werden, um in spéateren Versuchen einen Vergleich zu selbst exprimierten
Mutanten ziehen zu konnen. Diese Versuche wurden in Zusammenarbeit mit Frau

Dr. Junker durchgefthrt.
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Abb. 3-7: MCAO nach NGF- Injektion
NGF wurde in einer Konzentration von 200 pg/kg Kérpergewicht intraventrikular injiziert, als Vehikel

wurde steriles PBS verwendet. 2,5 h nach Injektion wurde die Okklusion der mittleren Zerebralarterie

durchgefihrt. Dargestellt sind die Mittelwerte ? S.D. der InfarktgréRe nach 48 h von 12 Tieren pro
Gruppe. *p=0,33 im Vergleich zum Vehikel (t-test, Anova).

Das kommerziell erworbene NGF war in der Lage, das Infarktvolumen im Vergleich

zur Kontrollgruppe zu reduzieren.

3.3 Phosphorylierung von NGF und BDNF

Die Phosphorylierungsversuche, die in der Arbeitsgruppe Klumpp mit radioaktiv

markiertem ATP ohne Zusatz von Kinasen durchgefuhrt wurden, deuteten stark auf
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eine Auto-Phosphorylierung der Neurotrophine hin. Auch bei Zusatz von spezifischen
Inhibitoren der Proteinkinase A und C waren die Phosphorylierungssignale im
Autoradiogramm unverandert stark zu beobachten. Hieraus ergab sich die
interessante Fragestellung, wie sich der Effekt der Neuroprotektion in der Zellkultur
bei Anwesenheit von Kinase-Inhibitoren verandert.

Hierfir wurden NGF oder BDNF vor der Behandlung in Anwesenheit von Inhibitoren
der Proteinkinase A und C phosphoryliert (vgl. 2.6). Es wurden Konzentrationen
verwendet, die 10-fach Uber dem K; -Wert lagen (Inhibitorfragment Proteinkinase A:
23 nM; Inhibitorfragment Proteinkinase C: 1,5 pM). Nach der Ublichen
Inkubationsdauer von 15 min bei 37°C wurde die Lésung ohne Abtrennen der
Proteinkinase-Inhibitoren in die Zellkultur pipettiert. Nach einer Vorbehandlung von 1
h wurde Apoptose durch Zugabe von 200 nM Staurosporin ausgelost, die Zellen

nach weiteren 20 h fixiert, geféarbt und die apoptotischen Kerne ausgezahilt.
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Abb. 3-8: Simultane Behandlung mit Inhibitoren der Proteinkinase A und C (PKI) und
Neurotrophinen

NGF und BDNF wurden zunéchst in Anwesenheit der Inhibitoren der Proteinkinase A (23 nM) und C
(1,5 pM) phosphoryliert und dann 1 h vor Zugabe von Staurosporin (STS; 200 nM) in einer
Konzentration von 200 ng/ml auf die hippokampalen Primarkulturen neonataler Ratten am 7. Kulturtag
gegeben. Nach 20 h wurden die Zellen mit Formalin fixiert, mit Hoechst 33258 angefarbt und die
apoptotischen Kerne gezahlt. Angegeben sind die Mittelwerte der apoptotischen Zellen in Prozent ?
S.D. aus 5 Kulturen pro Gruppe. ~'p<0,001 im Vergleich zur jeweiligen Kontrollgruppe ohne
Staurosporin-Behandlung;  ***p<0,001 im  Vergleich zur  Staurosporin-Kontrolle  (ohne

Wachstumsfaktor-Behandlung) (Varianzanalyse, Scheffétest).

62



Ergebnisse

Die Auswertung des Zahlergebnisses ergab, dass auch in Anwesenheit der
Proteinkinase-Inhibitoren der neuroprotektive Effekt von NGF und BDNF den Anteil
der apoptotischen Kerne drastisch reduzierte. Diese Befunde zeigten sich auch in

Experimenten, in denen die Proteinkinase-Inhibitoren zusammen mit den

Wachstumsfaktoren direkt ins Medium der Zellkulturen pipettiert wurden.
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3.4 Einfluss von alkalischer Phosphatase auf den
neuroprotektiven Effekt der Neurotrophine

Experimente, die im Arbeitskreis Klumpp mit (auto-)phosphoryliertem BDNF bzw.
NGF und alkalischer Phosphatase durchgefuhrt wurden, lieRen im Autoradiogramm
eine deutliche Abschwachung der Signale erkennen. Dies weist auf eine
Dephosphorylierung der Proteine hin. Die Bedeutung dieser Beobachtungen sollte im

Hinblick auf den Effekt der Neuroprotektion in der Zellkultur Gberpruft werden.

34.1 Kontrollen zu den Versuchen mit alkalischer Phosphatase

Um auszuschlielen, dass alkalische Phosphatase schadigende oder protektive
Einflisse auf die kultivierten Neurone ausibt, wurden entsprechende

Kontrollgruppen angelegt und untersucht.
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Abb. 3-9: Kontrollversuch zur Wirkung der alkalischen Phosphatase
Alkalische Phosphatase (AP) wurde eine Stunde vor Auslésen der Apoptose durch 200 nM
Staurosporin (STS) in einer Konzentration von 800 ng/ml auf die hippokampalen neonatalen

Primarkulturen gegeben. 20 h spater wurden die Zellen fixiert, gefarbt und ausgezahlt. Dargestellt sind

die Mittelwerte der apoptotischen Zellen in Prozent ? S.D. aus 5 Kulturen pro Gruppe.

Es lasst sich erkennen, dass alkalische Phosphatase weder schadigend noch

protektiv auf hippokampale Primarkulturen neonataler Ratten wirkt.
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3.4.2 Einfluss von alkalischer Phosphatase auf den neuroprotektiven
Effekt von NGF

Um die mogliche Bedeutung einer reversiblen Phosphorylierung an den
Wachstumsfaktoren zu Uberprufen, wurde zeitgleich zu dem schitzend wirkenden
NGF alkalische Phosphatase in einer Konzentration von 800 ng/ml ins Medium
gegeben, 1 h vorinkubiert und anschlieBend durch Staurosporinzugabe Apoptose
induziert. Nach Fixierung, Farben und Auszadhlen der Hoechst-gefarbten Zellkerne

wurde das Verhéltnis gesunder zu geschadigten Zellen ermittelt.
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Abb. 3-10: Einfluss von alkalischer Phosphatase auf den neuroprotektiven Effekt von NGF

Hippokampale Primarkulturen neonataler Ratten wurden am 7. Kulturtag zur Behandlung
herangezogen. Alkalische Phosphatase (AP) wurde zeitgleich zu NGF (200 ng/ml) in einer
Konzentration von 800 ng/ml ins Medium gegeben. 1 h spéater fand die Apoptoseinduktion durch
Zugabe von 200 nM Staurosporin (STS) statt, die nach 20 h durch Fixierung und Férbung der
hippokampalen Priméarkultur beendet wurde. Dargestellt sind die Mittelwerte der apoptotischen Zellen
in Prozent ? S.D. aus 5 Kulturen pro Gruppe. "p<0,001 im Vergleich zur unbehandelten
Kontrollgruppe (K); ***p<0,001 im Vergleich zur STS-Kontrolle (ohne NGF und AP); ###p<0,001 im
Vergleich zur mit NGF und Staurosporin behandelten Gruppe ohne alkalische Phosphatase

(Varianzanalyse, Scheffétest).
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Die Aufhebung des neuroprotektiven Effektes von NGF nach Staurosporin
induzierter Apoptose durch alkalische Phosphatase konnte sowohl in hippokampalen

als auch in kortikalen Primarkulturen neonataler Ratten beobachtet werden.

3.4.3 Einfluss von alkalischer Phosphatase auf den neuroprotektiven
Effekt von BDNF

Die Behandlung der hippokampalen neonatalen Zellen erfolgte nach dem identischen

Prinzip wie bei NGF.
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Abb. 3-11: Einfluss von alkalischer Phosphatase auf den neuroprotektiven Effekt von BDNF

Hippokampale Primarkulturen neonataler Ratten wurden am 7. Kulturtag zur Behandlung
herangezogen. Alkalische Phosphatase (AP) wurde zeitgleich zu BDNF (200 ng/ml) in einer
Konzentration von 800 ng/ml ins Medium gegeben. 1 h spater fand die Apoptoseinduktion durch

Zugabe von 200 nM Staurosporin (STS) statt, die nach 20 h durch Fixierung und Farbung der Zellen

beendet wurde. Dargestellt sind die Mittelwerte der apoptotischen Zellen in Prozent ? S.D. aus 5
Kulturen pro Gruppe. “'p<0,001 im Vergleich zur unbehandelten Kontrollgruppe (K); ##p<0,01 im
Vergleich zur STS-Kontrolle (ohne BDNF und AP); ***p<0,001 im Vergleich zur mit BDNF und

Staurosporin behandelten Gruppe ohne AP (Varianzanalyse, Scheffétest).

Bei simultaner Behandlung von BDNF und alkalischer Phosphatase konnte, genau
wie bei NGF, kein schitzender Effekt vor dem apoptotischen Einfluss des
Staurosporins nachgewiesen werden. Dieses Ergebnis liel3 sich unabhéngig davon

beobachten, ob die Wachstumsfaktoren vor der Behandlung der Zellen extern mit
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bzw. ohne alkalische Phosphatase inkubiert wurden oder ob sie zeitgleich direkt ins

Medium zugegeben wurden.

3.4.4 Uberprifung des Einflusses von alkalischer Phosphatase auf den
neuroprotektiven Effekt von NGF und BDNF im OGD-Modell

Die Ergebnisse, die aus den Versuchen an hippokampalen und Kkortikalen
Primarkulturen neonataler Ratten mit NGF bzw. BDNF und alkalischer Phosphatase
resultierten, sollten auch im Modell des durch Sauerstoff- und Glukose-Entzug
ausgeltsten Zelltodes uberpruft werden.

Hierflir wurden hippokampale Primarkulturen neonataler Ratten am siebten Kulturtag
mit NGF bzw. BDNF (je 200 ng/ml) und alkalischer Phosphatase (800 ng/ml)
behandelt. Nach 1 h Vorinkubation wurde das Neurobasal? -Medium mit den
enthaltenen Substanzen abgenommen und gesammelt. Nach einmaligem Waschen
mit Locke’s(-)-Medium wurden die Zellen mit je 1 ml des glukosefreien Mediums
bedeckt, in dem die entsprechenden Konzentrationen der Neurotrophine und
alkalischer Phosphatase enthalten waren. Nach 4-stiindigem Entzug von Sauerstoff
und Glukose und 16-stindiger Reoxygenierungszeit war ein Anstieg der
apoptotischen Kerne von 13 % (Locke’s(+)-Kontrolle) auf ca. 25 % zu beobachten.
An den mit NGF oder BDNF behandelten Kulturen liel3 sich ein neuroprotektiver
Effekt deutlich erkennen, wéahrend die simultan mit alkalischer Phosphatase
behandelten Gruppen eine ahnlich hohe Schadigung aufwiesen wie die ungeschitzte
Kontrollgruppe (ohne NGF/BDNF). Alkalische Phosphatase ohne weitere Zusatze

hatte weder einen schadigenden Einfluss auf die Neurone, noch wirkte sie protektiv.
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Abb. 3-12: Einfluss von alkalischer Phosphatase auf den neuroprotektiven Effekt von NGF und
BDNF im OGD-Modell

Hippokampale neonatale Primarkulturen wurden 1 h vor dem Entzug von Sauerstoff und Glukose
(OGD) mit jeweils 200 ng/ml NGF oder BDNF behandelt. Simultan wurde den entsprechenden
Gruppen jeweils 800 ng/ml alkalische Phosphatase (AP) zugesetzt. Nach 4-stindiger OGD-
Behandlung, wahrend der die Substanzen in denselben Konzentrationen zugegen waren, fand eine
16-stiindige Reoxygenierungsphase statt, nach der die Zellen fixiert, mit Hoechst 33258 angefarbt und
die apoptotischen Kerne ausgezahlt wurden. Dargestellt sind die Mittelwerte der apoptotischen Zellen
in Prozent ? S.D. aus 5 Kulturen pro Gruppe. " 'p<0,001 im Vergleich zur Locke’s(+)-Kontrolle ohne
Wachstumsfaktor (K); **p<0,001 im Vergleich zur OGD-Kontrolle; **p<0,001 im Vergleich zu der mit
NGF bzw. BDNF behandelten Gruppe ohne AP (Varianzanalyse, Scheffétest).
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3.5 Uberprufung der Ergebnisse in anderen Zellarten:
SH-SY5Y-Zellen

351 Uberprufung des Rezeptorstatus’

Da bis zu diesem Zeitpunkt samtliche Experimente an neuronalen embryonalen oder
neonatalen Primarkulturen durchgefihrt wurden, galt es zu Uberprifen, ob die
vorliegenden Resultate auch auf andere Zellkultursysteme Ubertragbar sind.
Interessant erschienen uns SH-SY5Y-Zellen, eine Zelllinie aus humanen
Neuroblastomzellen, die in der Literatur als Trk-exprimierend charakterisiert wird
(z. B. Eggert et al., 2000). Um sicherzustellen, dass die verwendete Zellkultur
tatsachlich auf eine NGF-Behandlung anspricht, wurde ein SH-SY5Y-Lysat mit Hilfe

eines TrkA-Antikdrpers im Western Blot untersucht.

TrkA —»

Bahn 1: Zelllysat von PC12-Zellen (als Kontrolle)
Bahn 2: Zelllysat nicht-ausdifferenzierter SH-SY5Y-Zellen
Bahn 3: Zelllysat ausdifferenzierter SHSY5Y -Zellen

Abb. 3-13: Untersuchung eines SH-SY5Y-Zelllysates im Western Blot
Zelllysate unterschiedlicher Zelllinien wurden elektrophoretisch aufgetrennt und mit einem TrkA-

Antikérper in der Verdinnung 1:1000 detektiert. Aufgetragen wurden jeweils 30 g Protein pro Bahn.
Sowohl im Kontroll-Zelllysat der PC12-Zellen als auch in den SH-SY5Y-Lysaten liel3

sich der TrkA-Rezeptor im Western Blot nachweisen. Somit waren die
Voraussetzungen fur Protektions-Versuche mit NGF gegeben.
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3.5.2 Nachweis der Neuroprotektion von NGF

In einem ersten Schritt wurde die wirksame Dosis von NGF und BDNF ermittelt, die
fur die Vermittlung von deutlich erkennbaren protektiven Effekten nétig war. Da sich
die SH-SY5Y-Zellen als unempfindlicher im Vergleich zu den Priméarkulturen
erwiesen, wurde in diesen Versuchen eine Staurosporin-Konzentration von 300 nM

Uber einen Zeitraum von 20 h verwendet.
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Abb. 3-14: Dosis-Wirkung-Beziehung von NGF an SH-SY5Y-Zellen

SH-SY5Y -Zellen wurden mit unterschiedlichen Konzentrationen an NGF fur 1 h inkubiert, bevor
Apoptose durch Zugabe von 300 nM Staurosporin (STS) ausgel6dst wurde. Nach weiteren 20 h wurden
die Zellen mit Formalin fixiert, mit Hoechst 33258 angefarbt und unter dem Fluoreszenzmikroskop der

prozentuale Anteil der apoptotischen Nuclei ermittelt. Dargestellt sind die Mittelwerte der

+

apoptotischen Zellen in Prozent ? S.D. aus 5 Kulturen pro Gruppe. ~'p<0,001 im Vergleich zur

unbehandelten Kontrollgruppe (K); ##p<0,01 im Vergleich zur Staurosporingruppe (ohne NGF);
***n<0,001 im Vergleich zur Staurosporingruppe (ohne NGF) (Varianzanalyse, Scheffétest).

Ab einer Konzentration von 50 ng/ml lasst sich eine protektive Wirkung von NGF in
der SH-SY5Y-Kultur feststellen.
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3.5.3 Nachweis der Neuroprotektion von BDNF

Auch fur BDNF wurde eine Dosis-Wirkungsbeziehung aufgestellt und damit die fur

die Neuroprotektion benotigte Dosis an SH-SY5Y-Zellen ermittelt.
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Abb. 3-15: Dosis-Wirkung-Beziehung von BDNF an SH-SY5Y-Zellen

SH-SY5Y -Zellen wurden mit unterschiedlichen Konzentrationen an BDNF fir 1 h inkubiert, bevor
Apoptose durch Zugabe von 300 nM Staurosporin (STS) ausgeldst wurde. Nach weiteren 20 h wurden
die Zellen mit Formalin fixiert, mit Hoechst 33258 angefarbt und unter dem Fluoreszenzmikroskop der
prozentuale Anteil der apoptotischen Nuclei ermittelt. Dargestellt sind die Mittelwerte der
apoptotischen Zellen in Prozent ? S.D. aus 5 Kulturen pro Gruppe. ~'p<0,001 im Vergleich zur
unbehandelten Kontrollgruppe (K); #p<0,05 im Vergleich zur Staurosporingruppe (ohne BDNF);
***n<0,001 im Vergleich zur Staurosporingruppe (ohne BDNF) (Varianzanalyse, Scheffétest).

Trotz eines deutlich protektiven Effektes schon ab Konzentrationen von 50 ng/ml

NGF oder BDNF, wurde in allen folgenden Experimenten mit Konzentrationen von
100 ng/ml gearbeitet.
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354 Einfluss von alkalischer Phosphatase auf NGF und BDNF in der SH-
SY5Y-Kultur

Nach dem Nachweis der neuroprotektiven Effekte von NGF und BDNF an SH-SY5Y-
Zellen nach Staurosporin-Schadigung, sollte im nachsten Schritt der Einfluss von
alkalischer Phosphatase tUberpruft werden.

Die Behandlung der Zelllinie erfolgte nach demselben Schema wie jene der

neuronalen Primarkulturen.
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Abb. 316: Einfluss von alkalischer Phosphatase auf neuroprotektiven Effekt von NGF und
BDNF an SH-SY5Y-Zellen

SH-SY5Y -Zellen wurden mit NGF oder BDNF (je 100 ng/ml) und in den entsprechenden Gruppen mit
alkalischer Phosphatase (AP) (800 ng/ml) fir 1 h vorinkubiert und anschlieBend mit 300 nM
Staurosporin (STS) behandelt. Nach Fixieren und Farben der Zellen wurde das Verhéltnis der
apoptotischen zu gesunden Zellen ermittelt. Dargestellt sind die Mittelwerte der apoptotischen Zellen
in Prozent ? S.D. aus 5 Kulturen pro Gruppe. ''p<0,001 im Vergleich zur unbehandelten
Kontrollgruppe (K); ***p<0,001 im Vergleich zur Staurosporingruppe (ohne Wachstumsfaktor);
#5<0,001 im Vergleich zur mit Wachstumsfaktor behandelten Gruppe (NGF oder BDNF)

(Varianzanalyse, Scheffétest).
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3.6 Effekte von permanent phosphorylierten Neurotrophinen

Die Aufhebung des neuroprotektiven Effekts durch Einwirken der alkalischen
Phosphatase fuhrte im nachsten Schritt zu der Frage, wie sich der Einfluss dieser
Phosphatase auf permanent phosphorylierte Neurotrophine auswirkt. Dazu wurde mit
Hilfe von ATP?S eine nicht hydrolysierbare Phosphatgruppe an NGF bzw. BDNF
angehangt. Die Phosphorylierung wurde unter denselben Bedingungen durchgefuhrt

wie mit ATP (siehe 2.6).

3.6.1 Einfluss von alkalischer Phosphatase auf permanent

phosphoryliertes NGF

NGF wurde in Gegenwart von 1 uM ATP?S, 1 mM MgClL und 25 mM Tris/HCI far 15
min bei 37°C phosphoryliert. AnschlieBend wurden hippokampale Primarkulturen
neonataler Ratten mit dem dauerhaft phosphorylierten NGF in Konzentrationen von 5
bis 200 ng/ml behandelt. Nach 1 h Inkubation folgte die Zugabe von 200 nM

Staurosporin. Weitere 20 h spater wurden die Zellen fixiert, mit Hoechst 33258

angefarbt und ausgezahlt.
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Abb. 3-17: Neuroprotektive Wirkung von permanent phosphoryliertem NGF

NGF wurde mit ATP?S (100 pM) bei 37°C fur 15 min phosphoryliert und anschlieend in
Konzentrationen von 5 ng/ml bis 200 ng/ml der hippokampalen Primarkultur zugesetzt. Als Kontrolle

wurden Zellen mit permanent phosphoryliertem NGF und ATP?S ohne Staurosporinzugabe behandelt.
Der apoptotische Zelltod wurde 1 h nach Wachstumsfaktorbehandlung durch 200 nM Staurosporin
(STS) induziert. Nach weiteren 20 h wurden die Zellen mit Formalin fixiert, mit Hoechst 33258

angefarbt und die apoptotischen Nuclei erfasst. Dargestellt sind die Mittelwerte der apoptotischen

Zellen in Prozent ? S.D. aus 5 Kulturen pro Gruppe. *'p<0,001 im Vergleich zur STS -unbehandelten
Kontrollgruppe (K); ***p<0,001 im Vergleich zur STS-Kontrolle; (Varianzanalyse, Scheffétest).

Es zeigte sich, dass auch permanent phosphoryliertes NGF in der Lage war,
hippokampale Rattenneurone vor apoptotischen Schadigungen zu schitzen.
Im nachsten Schritt wurde der Einfluss von alkalischer Phosphatase auf den Effekt

des permanent phosphorylierte n NGFs untersucht.
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Abb. 3-18: Einfluss von alkalischer Phosphatase auf neuroprotektive Wirkung von permanent
phosphoryliertem NGF

NGF wurde mit ATP?S (100 pM) bei 37°C fur 15 min phosphoryliert und anschlieBend in einer
Konzentration von 200 ng/ml der hippokampalen Primarkultur zugesetzt. In die entsprechende Gruppe
wurde zeitgleich alkalische Phosphatase (AP; 800 ng/ml) zugegeben. Der apoptotische Zelltod wurde
1 h spater durch 200 nM Staurosporin (STS) induziert. Nach weiteren 20 h wurden die Zellen mit

Formalin fixiert, mit Hoechst 33258 angefarbt und die apoptotischen Nuclei erfasst. Dargestellt sind

die Mittelwerte der apoptotischen Zellen in Prozent ? S.D. aus 5 Kulturen pro Gruppe. *p<0,001 im
Vergleich zur STS-unbehandelten Kontrollgruppe (K); ***p<0,001 im Vergleich zur STS-Kontrolle;
(Varianzanalyse, Scheffétest).

Die Auswertung der unter dem Fluoreszenzmikroskop apoptotisch erscheinenden
Kerne ergab, dass alkalische Phosphatase die neuroprotektive Wirkung von
dauerhaft phosphoryliertem NGF nicht aufzuheben vermag. Des Weiteren bt ATP?S

weder schadigende noch protektive Effekte auf die Neurone aus.
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3.6.2 Einfluss von alkalischer Phosphatase auf permanent
phosphoryliertes BDNF

Erganzend zu den Ergebnissen aus dem NGF-Experiment sollte auch das zweite
Mitglied der NeurotrophinFamilie dauerhaft phosphoryliert und anschlieBend mit
alkalischer Phosphatase inkubiert werden. Auch permanent phosphoryliertes BDNF

wurde zunachst auf seinen neuroprotektiven Effekt hin untersucht.

STS

- +++
>0 ATP?S
45 A

40 A L l

35 -
30 | E *k*%
25 A

20 | ATP?S 1T
15 -
10 -

Apoptotische Zellen (%)

o °© e $

BDNF [ng/ml]

Abb. 3-19: Neuroprotektive Wirkung von permanent phosphoryliertem BDNF
BDNF wurde mit ATP?S (100 puM) bei 37°C fir 15 min phosphoryliert und anschlieBend in

Konzentrationen von 5 ng/ml bis 200 ng/ml der hippokampalen Primarkultur zugesetzt. Der
apoptotische Zelltod wurde 1 h spéter durch 200 nM Staurosporin (STS) induziert. Nach weiteren 20 h
wurden die Zellen mit Formalin fixiert, mit Hoechst 33258 angeféarbt und der Anteil der apoptotischen

Nuclei erfasst. Dargestellt sind die Mittelwerte der apoptotischen Zellen in Prozent ? S.D. aus 5
Kulturen pro Gruppe. " 'p<0,001 im Vergleich zur STS -unbehandelten Kontrollgruppe (K); ***p<0,001
im Vergleich zur STS -Kontrolle; (Varianzanalyse, Scheffétest).

Nach Aufstellung einer Dosis-Wirkungsbeziehung des permanent phosphorylierten

BDNFs, wurde nun die Kombination mit alkalischer Phosphatase im Staurosporin
Modell getestet.

76



Ergebnisse

60 - STS

+++

50 A

ATP?S
40 A

Kk *hk
30 A

20 A

10 A 1

Apoptotische Zellen (%)

) &

Abb. 3-20: Einfluss von alkalischer Phosphatase auf neuroprotektive Wirkung von permanent

phosphoryliertem BDNF

BDNF wurde mit ATP?S (100 pM) bei 37°C fur 15 min phosphoryliert und anschlie3end in einer
Konzentration von 200 ng/ml der hippokampalen Priméarkultur zugesetzt. Die entsprechende Gruppe
wurde zeitgleich mit alkalischer Phosphatase (AP; 800 ng/ml) behandelt. Der apoptotische Zelltod
wurde 1 h spater durch 200 nM Staurosporin (STS) induziert. Nach weiteren 20 h wurden die Zellen
mit Formalin fixiert, mit Hoechst 33258 angefarbt und der Anteil der apoptotischen Nuclei erfasst.
Dargestellt sind die Mittelwerte der apoptotischen Zellen in Prozent ? S.D. aus 5 Kulturen pro Gruppe.
"¥p<0,001 im Vergleich zur STS-unbehandelten Kontrollgruppe (K); ***p<0,001 im Vergleich zur STS-

Kontrolle; (Varianzanalyse, Scheffétest).

Auch bei permanent phosphoryliertem BDNF ist alkalische Phosphatase nicht in der

Lage, die protektive Wirkung des Wachstumsfaktors auf die Neuronen aufzuheben.
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3.7 Proteinchemische Untersuchungen zum Einfluss von
alkalischer Phosphatase auf die Phosphorylierung des Trk-
Rezeptors und nachgeschalteter Signalskaskaden-Proteine

3.7.1 Untersuchung des Trk-Rezeptors

Durch Bindung der Neurotrophine NGF und BDNF kommt es zur Dimerisierung und
Trans-Autophosphorylierung der intrazellularen Tyrosin-Reste der Trk-Rezeptoren
(Cunningham et al., 1997) und zur Anlagerung weiterer Adapterproteine und dadurch
zur Aktivierung spezieller Signalkaskaden.

In diesem Zusammenhang interessierte uns die Frage, ob sich die Aufhebung des
neuroprotektiven Effektes durch simultane Behandlung von NGF bzw. BDNF und
alkalischer Phosphatase auch in einem unterschiedlichen Phosphorylierungsgrad
des Rezeptors feststellen l&sst.

Dazu wurde nach der elektrophoretischen Auftrennung der Proteinproben und
Ubertragung auf eine Nitrocellulose-Membran eine Inkubation mit einem Antikorper

gegen den phosphorylierten Tyrosinrest 675 der Trk-Rezeptoren durchgefihrt.

K NGF NGF+AP

- - <4— Phospho-TrkA
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Abb. 3-21: Uberpriifung der Phosphorylierung des TrkA-Rezeptors im Western Blot

Vergleich des Phosphorylierungsstatus des TrkA-Rezeptors nach NGF-Behandlung hippokampaler
Primarkulturen neonataler Ratten am 7. Kulturtag oder simultaner Behandlung mit NGF (200 ng/ml)
und 800 ng/ml alkalischer Phosphatase (AP). Es wurden 30 pg Protein pro Bahn aufgetragen; die
Verdinnung des Antikdrpers betrug 1:100.
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Obwohl der verwendete Antikdrper sehr schwach war und durch die lange
Entwicklungsdauer stérende Hintergrundsignale auftraten, lasst sich eine Abnahme
des Phosphorylierungszustandes des Trk-Rezeptors bei Anwesenheit von alkalischer

Phosphatase und gleichbleibendem ?-Tubulingehalt erkennen.

3.7.2 Untersuchungen zum Einfluss von alkalischer Phosphatase auf den
Phosphorylierungsstatus der Signalkaskaden-Proteine P-Akt und P-
ERK 1/2

Die Anlagerung bestimmter Adapterproteine wie Shc (van der Geer et al., 1995) fuhrt
zur nachgeschalteten Aktivierung des PI3-Kinase-Signalwegs mit anschlie3ender
Phosphorylierung der Serin/ThreoninKinase Akt/Proteinkinase B (PKB) und Nuclear
Factor-kappa B (NF-?B) (Maggirwar et al., 1998; Yuan und Yankner, 2000) und des
Ras/MAPK-Signalwegs (Gomez und Cohen, 1991; Nobes et al., 1996). Diese
Aktivierung sollte durch Uberpriifung des Phosphorylierungsstatus’ von Akt/PKB und
ERK 1/2 nachgewiesen und eine mdgliche Beeinflussung durch alkalische
Phosphatase untersucht werden.

Hierfir wurden hippokampale Priméarkulturen neonataler Ratten am 7. Kulturtag mit
NGF bzw. BDNF (jeweils 200 ng/ml) und in den entsprechenden Gruppen mit
alkalischer Phosphatase (800 ng/ml) fur 10 min inkubiert und geerntet. Nach
elektrophoretischer Auftrennung der Proteine und Behandlung mit Antikbrpern gegen
Phospho-Akt und Phospho-ERK 1/2 wurde der Phosphorylierungstatus der einzelnen

Gruppen verglichen.
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Abb. 3-22: Phosphorylierung von Akt und ERK 1/2 nach Behandlung mit NGF bzw. BDNF und
alkalischer Phosphatase (Western Blot)

Die Aktivierung der Signalkaskadenproteine Akt und ERK 1/2 konnte in der Immunoblotanalyse
gezeigt werden, wahrend bei einer gleichzeitigen Inkubation mit alkalischer Phosphatase (AP) eine
Steigerung des Signales nicht beobachtet werden konnte. Aufgetragen wurden 30 ug Gesamtprotein,
die Verdunnung der Antikdrper betrug 1:1000 (P-Akt) bzw. 1:1500 (P-ERK 1/2).
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Bei gleichbleibendem ?-Tubulin kann bei der mit NGF behandelten Gruppe eine
Zunahme des Phosphorylierungsstatus’ von P-Akt und P-ERK 1/2 beobachtet
werden, wahrend diese Aktivierung bei gleichzeitiger Einwirkung von alkalischer
Phosphatase nicht erkennbar ist.

Somit kann man auch auf Protein-Ebene nachvollziehen, dass die reduzierte
Neuroprotektion, die bei simultaner Behandlung mit NGF bzw. BDNF und alkalischer
Phosphatase beobachtet wurde, mit einer verminderten Aktivierung der
Signalkaskaden-Proteine P-Akt und P-ERK 1/2 korreliert.
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3.7.3 Einfluss von alkalischer Phosphatase auf den
Phosphorylierungsstatus von P-Akt und P-ERK 1/2 nach Behandlung

mit dauerhaft phosphorylierten Wachstumsfaktoren

Nachdem der Western Blot nach NGF bzw. BDNF-Behandlung eine Reduktion der
Aktivierung der Signalkaskade-Proteine P-Akt und P-ERK 1/2 bei Anwesenheit von
alkalischer Phosphatase gezeigt hat, sollte als logischer Folgeversuch eine
identische Versuchsanordnung mit permanent phosphorylierten Neurotrophinen
erfolgen. Dafir wurden hippokampale Primérkulturen am 7. Kulturtag entweder nur
mit permanent phosphoryliertem NGF bzw. BDNF (vgl. 2.6) oder zusatzlich mit
alkalischer Phosphatase behandelt und nach 7 min geerntet. Von den so erhaltenen
Proteinproben wurde ein Western Blot angefertigt, der Gber Nacht mit einem P-Akt
und einem P-ERK 1/2-Antikdrper inkubiert wurde.

- e e S s s, < 7 -Tubulin

Bahn 1: Kontrolle

Bahn 2: Alkalische Phosphatase

Bahn 3: permanent phosphoryliertes NGF

Bahn 4: permanent phosphoryliertes NGF + alkalische Phosphatase
Bahn 5: permanent phosphoryliertes BDNF

Bahn 6: permanent phosphoryliertes BDNF + alkalische Phosphatase

Abb. 3-23: Phosphorylierung von Akt und ERK 1/2 nach Behandlung mit permanent
phosphoryliertem NGF bzw. BDNF und alkalischer Phosphatase (Western Blot)

Hippokampale Primarkulturen neonataler Ratten wurden fir 7 min mit permanent phosphoryliertem
NGF oder BDNF (jeweils 200 ng/ml) und in den entsprechenden Gruppen mit alkalischer Phosphatase
(AP; 800 ng/ml) behandelt. Es wurden 30 pg Gesamtprotein aufgetragen, die Verdinnung der
Antikérper betrug 1:1000 (P-Akt) bzw. 1:1500 (P-ERK 1/2).
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Die Analyse per Western Blot zeigt deutlich eine Aktivierung der Signalkaskaden-
Proteine durch mit ATP?S phosphoryliertes NGF oder BDNF, die durch Einwirken

von alkalischer Phosphatase nicht reduziert oder abgeschwéacht wird.

3.8 Einfluss von ATPase auf die neuroprotektive Wirkung von
NGF und BDNF

Um die Bedeutung einer oder mehrerer ATP-Bindestellen im Hinblick auf die
neuroprotektive Wirksamkeit weiter aufzuklaren, wurden NGF und BDNF zunachst
phosphoryliert, anschlielend wurde ein Teil des Phosphorylierungsansatzes mit
ATPase und ein Teil mit alkalischer Phosphatase fir 15 min inkubiert. Der dritte Teil
blieb ohne Zusatz. Die drei Ansatze wurden 1 h vor Behandlung mit Staurosporin
(200 nM) direkt in die Kulturschalen mit hippokampalen Primarkulturen neonataler

Ratten zugesetzt.

3.8.1 Kontrollen zum ATPase-Experiment

Um schadigende oder protektive Einflisse des Puffers oder der ATPase selbst
auszuschlieRen, wurden hippokampale Primarkulturen neonataler Ratten am 7.
Kulturtag mit Puffer oder mit Puffer und ATPase behandelt und entweder 1 h spater
mit Staurosporin (200 nM) versetzt oder ohne weitere Zuséatze fur 20 h inkubiert. Fur
die Behandlung der Puffer-Kontrollgruppe wurde die Verdinnung des

Inkubationsansatzes durch das Zellmedium miteinberechnet.
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Abb. 3-24: Kontrollgruppen zur Uberpriifung des Einflusses von ATPase bzw. Puffer

Apoptotische Zellen (%)

Hippokampale Primarkulturen neonataler Ratten wurden am 7. Kulturtag mit Puffer (4 mM Tris-HCI,
0,1 mM EDTA, 0,7 mM KCI, 1 mM MgCl,, 0,3 M NaCl, pH 7,4) oder mit Puffer und ATPase (1 mg/ml)
behandelt und 1 h spater entweder mit Staurosporin (200 nM) versetzt und weitere 20 h inkubiert.

Nach Fixieren und Anfarben mit Hoechst 33258 wurde das Verhdltnis der apoptotischen zu den

gesunden Kernen ermittelt. Dargestellt sind die Mittelwerte in Prozent ? S.D. von 5 Kulturen pro

Gruppe.

Wie aus dem Kontrollexperiment ersichtlich wird, wirkt weder ATPase noch der
verwendete Puffer fur sich protektiv oder schadigend. Es kann also davon
ausgegangen werden, dass die beobachteten Effekte ausschlieBlich auf
Veranderungen zurtickzuftihren sind, die mit den Wachstumsfaktoren selbst und

ihrer Interaktion am und mit dem Rezeptor zusammenhangen.
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3.8.2 Einfluss von ATPase auf die neuroprotektive Wirkung von NGF

Anlehnend an die Untersuchung des Einflusses von alkalischer Phosphatase sollte in

diesem Experiment eine Veranderung des neuroprotektiven Effekts durch Einwirken
von ATPase beobachtet werden.

STS
35 7 et
S 304 HH #H
c I
8 25- I
Q *kk *kk
N i
° 20 T T
S T
@ 15 A
2 10 A
o
S
O T T T T T T 1
- e
% W
Qs@ < &Zg
& N e
S &

Abb. 325: Einfluss von ATPase und alkalischer Phosphatase auf die neuroprotektive Wirkung
von NGF

NGF wurde zunachst extern phosphoryliert, dann entweder mit ATPase (1 mg/ml), mit alkalischer
Phosphatase (AP; 800 ng/ml) oder nur dem Phosphorylierungspuffer (1 mM MgCl,, 25 mM Tris/HCI,
pH 7,5) fir 15 min bei 37°C inkubiert. AnschlieBend erfolgte die Behandlung der hippokampalen
Primarkulturen neonataler Ratten und 1 h spater der Zusatz von 200 nM Staurosporin (STS). Weitere
20 h spater wurden die Zellen fixiert, angefarbt und der prozentuale Anteil der apoptotischen Kerne
ermittelt. Dargestellt sind die Mittelwerte der apoptotischen Zellen in Prozent ? S.D. aus 5 Kulturen pro

+

Gruppe. " p<0,001 gegeniiber der unbehandelten Kontrollgruppe (K); ***p<0,001 im Vergleich zur

Staurosporin-behandelten Gruppe; ##p<0,01 im Vergleich zur NGF/NGF-Puffer-behandelten Gruppe
(Varianzanalyse, Scheffétest).

Nach Inkubation mit ATPase war das der Zellkultur zugesetzte NGF nicht mehr in der
Lage, seine neuroprotektive Wirkung zur Geltung zu bringen. Sowohl das Einwirken
von alkalischer Phosphatase, als auch von ATPase hat eine Aufhebung der

Neuroprotektion zur Folge.
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3.8.3 Einfluss von ATPase auf dieneuroprotektive Wirkung von BDNF

In Ergdnzung zu den mit NGF erhaltenen Ergebnissen wurde auch die
neuroprotektive Wirkung von BDNF auf eine Beeinflussung durch ATPase

untersucht.
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Abb. 3-26: Einfluss von ATPase und alkalischer Phosphatase auf die neuroprotektive Wirkung
von BDNF

BDNF wurde zunachst extern phosphoryliert, dann entweder mit ATPase (1 mg/ml), mit alkalischer
Phosphatase (AP; 800 ng/ml) oder nur mit Pufferzusatz (1 mM MgCl,, 25 mM Tris/HCI pH 7,5) fir 15
min bei 37°C inkubiert. AnschlieBend erfolgte die Behandlung der hippokampalen neonatalen
Neurone und 1 h spater der Zusatz von 200 nM Staurosporin (STS). Weitere 20 h spater wurden die

Zellen fixiert, angefarbt und der prozentuale Anteil der apoptotischen Kerne ermittelt. Dargestellt sind

die Mittelwerte der apoptotischen Zellen in Prozent ? S.D. aus 5 Kulturen pro Gruppe. " p<0,001
gegenuber der unbehandelten Kontrollgruppe (K); ***p<0,001 im Vergleich zur Staurosporin-
behandelten Gruppe; ##p<0,01 im Vergleich zur BDNF/BDNF-Puffer-behandelten Gruppe

(Varianzanalyse, Scheffétest).

In dem Kombinationsversuch mit ATPase und zuvor phosphoryliertem BDNF konnte
gezeigt werden, dass, ahnlich wie bei Beeinflussung durch alkalische Phosphatase,
das neuroprotektive Potential des Wachstumsfaktors reduziert wird. Das bedeutet,
dass nicht nur eine oder mehrere Phosphatgruppen, sondern auch an den
Wachstumsfaktor gebundenes ATP eine tragende Rolle in der Rezeptorbindung oder

allgemeiner in der Vermittlung des neuroprotektiven Effekts spielen kénnte.
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3.9 Protektive Effekte von VEGF an HUVECs

Die Ergebnisse der Experimente mit alkalischer Phosphatase und ATPase an NGF
und BDNF weisen auf eine signifikante Bedeutung einer Phosphorylierung und einer
ATP-Bindung hin. In den durchgefihrten Versuchsreihen verhielten sich NGF und
BDNF als Vertreter der Neurotrophin-Familie sehr &hnlich. Fur uns stellte sich die
Frage, ob andere protektiv wirkende Wachstumsfaktoren auch in gleicher Weise auf
Inkubation mit alkalischer Phosphatase oder ATPase reagieren. Zudem sollten die
Resultate, die wir bislang aus neuronalen Zellkulturen erhalten konnten, in einem
anderen Zellkultur-Modell untersucht werden.

Aufgrund diverser Eigenschaften schien der Vascular Endothelial Growth Factor
(VEGF) ein geeigneter und interessanter Wachstumsfaktor flr unsere
Untersuchungen zu sein: er unterscheidet sich in der Aminoséaure-Sequenz von den
Neurotrophinen, besitzt einen Wirkungsschwerpunkt im nicht-neuronalen Bereich
und vermag ebenso wie die Neurotrophine protektive Effekte zu vermitteln. Des
Weiteren bindet er an Rezeptoren, die zwar auch Tyrosinkinase-Rezeptoren sind,
sich aber strukturell von Trk-Rezeptorproteinen unterscheiden.

In der Literatur sind protektive Effekte des VEGFs hauptsachlich an endothelialen
Zellsystemen beschrieben worden. Dies bot uns die Mdéglichkeit, die Experimente
zusatzlich zu den neuronalen Zellkulturen auch an vollig andersartigen Zellen

durchzufiihren und eine weitere Schadigungsmethode zu testen.

86



Ergebnisse

391 Protektive Effekte von VEGF bei Serumentzug

Zur Induktion einer Zellschadigung wurde den HUVECs Serum vorenthalten. Die
zeitabhangige Zunahme der Schadigung kann in Abbildung 3-27 nachvollzogen

werden.
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Abb. 3-27: Serumentzug an HUVECs Uber einen Zeitraum von 4 bis 48 h
Konfluente HUVEC-Kulturen wurden mit serumfreiem OptiMEM bedeckt und fiir 4-48 h im Brutschrank
inkubiert. Die Kontrollgruppe (K) erhielt serumhaltiges OptiMEM. Nach der jeweiligen

Behandlungsdauer wurden die Zellen mit Formalin fixiert, mit Hoechst 33258 angefarbt und die

apoptotischen Kerne ermittelt. Dargestellt sind die Mittelwerte der apoptotischen Zellen in Prozent ?

S.D. aus 5 Kulturen pro Gruppe.

Durch 48-stiindigen Serumentzug konnte der Anteil der apoptotischen Zellen von
unter 2% (Kontrollgruppe mit serumhaltigem OptiIMEM) auf 22% gesteigert werden.
Bei langer andauernder Inkubation ohne Serum war die Ablésung der Zellen vom
Kulturschalen-Boden so stark, dass keine Auswertung mehr mdglich war.

Als nachster Schritt sollte die zur Protektion der HUVECs notwendige Konzentration
an VEGF herausgefunden werden.

Dazu wurden die konfluenten Zellen wahrend des 48-stiindigen Serumentzugs mit
unterschiedlichen  Konzentrationen des  Wachstumsfaktors inkubiert und

anschlielRend der Anteil der apoptotischen Nuclei bestimmt.
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Abb. 3-28: Dosis-Wirkungsbeziehung von VEGF in einer HUVEC-Kultur

Konfluente HUVECs wurden mit serumfreiem OptiMEM bedeckt und mit VEGF in Konzentrationen
von 10 ng/ml bis 200 ng/ml versetzt. 48 h spater wurden die Zellen mit Formalin fixiert, mit Hoechst
33258 angefarbt und der Anteil der apoptotischen Kerne ermittelt. Dargestellt sind die Mittelwerte der

+

apoptotischen Zellen in Prozent ? S.D. aus 5 Kulturen pro Gruppe. *'p<0,001 im Vergleich zur

serumhaltigen OptiMEM-Kontrollgruppe (K); ##p<0,01 im Vergleich zur unbehandelten Serumentzug-
Gruppe; ***p<0,001 im Vergleich zur unbehandelten Serumentzug-Gruppe (S); (Varianzanalyse,
Scheffétest).

VEGF war ab einer Konzentration von 50 ng/ml in der Lage, HUVEC-Kulturen vor

einer Schadigung durch Serumentzug zu schitzen. Ab einer Konzentration von 100

ng/ml war keine Steigerung der Protektion mehr zu erkennen.
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3.9.2 Einfluss von alkalischer Phosphatase auf den protektiven Effekt von
VEGF

Nachdem eine deutlich erkennbare protektive Wirkung von VEGF in einem
Konzentrationsbereich von 50 bis 200 ng/ml festgestellt werden konnte, sollte nun
der Einfluss der alkalischen Phosphatase auf jenen Effekt getestet werden.

Dazu wurden konfluente HUVECs zu Beginn des Serumentzugs zeitgleich mit VEGF
und alkalischer Phosphatase behandelt.
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Abb. 3-29: Einfluss von alkalischer Phosphatase auf den protektiven Effekt von VEGF
Alkalische Phosphatase (AP) wurde zeitgleich zu VEGF (100 ng/ml) in einer Konzentration von 800
ng/ml ins serumfreie Medium der Kulturgefal3e gegeben. Nach 48 h wurden die HUVECs mit Formalin

fixiert, mit Hoechst 33258 angefarbt und unter dem Fluoreszenzmikroskop ausgezahlt. Dargestellt

sind die Mittelwerte der apoptotischen Zellen in Prozent ? S.D. aus 5 Kulturen pro Gruppe. " p<0,001
im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle (K) mit serumhaltigem Medium; ***p<0,001 im Vergleich zur

mit Serumentzug geschéadigten Kontrolle (S) (Varianzanalyse, Scheffétest).

Das Ergebnis der kombinierten Behandlung von VEGF und alkalischer Phosphatase
unterschied sich ganzlich von dem der Neurotrophine NGF und BDNF. VEGF in
einer Konzentration von 100 ng/ml schitzte die HUVECs deutlich vor dem
schadigenden Serumentzug. Gleichzeitige Inkubation mit alkalischer Phosphatase
zeigte keine Auswirkung auf diesen protektiven Effekt. Dieser Befund bestatigte sich
unabhéngig davon, ob VEGF simultan mit alkalischer Phosphatase ins Medium

zugesetzt wurde oder ob eine 10-minutige externe Vorinkubation statt fand.
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3.9.3 Einfluss von ATPase auf die protektive Wirkung von VEGF

Zunachst wurden sowohl schadigende, als auch schitzende Effekte der

verwendeten Enzyme selbst ausgeschlossen.
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Abb. 3-30: Kontrollexperiment zum Einfluss von ATPase und AP

Konfluente HUVE-Zellen wurden mit serumfreiem oder serumhaltigem OptiMEM bedeckt und mit
alkalischer Phosphatase (AP; 800 ng/ml) oder ATPase (1 mg/ml) behandelt. Nach 48 h wurden die
Zellen fixiert, mit Hoechst 33258 angefarbt und der apoptotische Zelltod ermittelt. Dargestellt sind die

Mittelwerte der apoptotischen Zellen in Prozent ? S.D. aus 5 Kulturen pro Gruppe.

Wie aus dem Kontrollversuch ersichtlich wurde, hatte keines der eingesetzten
Enzyme — ATPase und alkalische Phosphatase — protektive oder schadigende
Effekte auf die Zellkulturen.

Die Untersuchungen zum Einfluss der ATPase auf die Effekte von VEGF verliefen
nach demselben Protokoll wie der unter 3.8.1 beschriebene Versuch. Vor der
Behandlung der Zellen wurde VEGF mit der entsprechenden Konzentration an

ATPase vorinkubiert und erst dann direkt in das serumfreie Medium gegeben.
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Abb. 331: Einfluss von alkalischer Phosphatase und ATPase auf den protektiven Effekt von
VEGF

Alkalische Phosphatase (AP; 800 ng/ml) und ATPase (1 mg/ml) wurden zeitgleich zu VEGF (100
ng/ml) ins serumfreie Medium der KulturgefaRe gegeben. Nach 48 h wurden die HUVECs mit

Formalin fixiert, mit Hoechst 33258 angefarbt und unter dem Fluoreszenzmikroskop ausgezahlt.

Dargestellt sind die Mittelwerte der apoptotischen Zellen in Prozent ? S.D. aus 5 Kulturen pro Gruppe.
"p<0,001 im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle (K) mit serumhaltigem Medium; ***p<0,001 im
Vergleich zur mit Serumentzug geschadigten Kontrolle (S); ###p<0,001 gegenuber der mit VEGF

behandelten Gruppe (Varianzanalyse, Scheffétest).

Durch Behandlung mit VEGF und der Kombination von VEGF und alkalischer
Phosphatase lie3en sich die Zellen gut vor der durch Serumentzug ausgelosten
Schadigung schitzen. Bei Anwesenheit von ATPase und VEGF war kein protektiver

Effekt des Wachstumsfaktors zu erkennen.
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3.94 Untersuchungen zu den Effekten von VEGF in hippokampalen
Primarkulturen

Um auszuschliel3en, dass sich die Unterschiede in den Beobachtungen mit VEGF im
Vergleich zu denen der beiden Neurotrophine NGF und BDNF durch die andersartige
Schadigungsmethode und die unterschiedlichen Zellkultur-Systeme erklaren lassen,
wurde die Kombinationsbehandlung VEGF mit alkalischer Phosphatase auch an
hippokampalen Primérkulturen neonataler Ratten durchgefuhrt. Obwohl VEGF eine
neuroprotektive  Wirkung gegentber  Staurosporin  induzierter  Apoptose
abgesprochen wird (Svensson et al., 2002), konnte in unserem Modell eine deutliche
schitzenden Wirkung des Wachstumsfaktors beobachtet werden. Hierbei wurde eine
Konzentration von 200 ng/ml VEGF eingesetzt. Als direkter Vergleich wurden
Zellkulturen mit BDNF bzw. BDNF und alkalischer Phosphatase behandelt.
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Abb. 332: Uberprifung des VEGF-Befundes in einer hippokampalen Priméarkultur neonataler
Ratten mit BDNF als Kontrolle

Hippokampale Primarkulturen neonataler Ratten wurden am 7. Kulturtag mit VEGF (200 ng/ml) oder
BDNF (200 ng/ml) und in den entsprechenden Gruppen mit 800 ng/ml alkalischer Phosphatase (AP) 1
h vor Staurosporinzugabe (STS; 200 nM) behandelt. Nach 20 h wurden die Zellen mit Formalin fixiert,

mit Hoechst 33258 angefarbt und der Anteil der apoptotischen Kerne ermittelt. Dargestellt sind die

+

Mittelwerte der apoptotischen Zellen in Prozent ? S.D. aus 5 Kulturen pro Gruppe. " 'p<0,001 im
Vergleich zur unbehandelten Kontrollgruppe (K); ###p<0,001 im Vergleich zur BDNF-behandelten

Gruppe; **p<0,001 im Vergleich zur Staurosporin-Gruppe; (Varianzanalyse, Scheffétest).
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VEGF ist in der Lage, hippokampale Primarkulturen neonataler Ratten vor
Staurosporin induzierten Schadigungen zu schitzen.

Die Beobachtungen, die mit VEGF an der HUVEC-Zelllinie gemacht wurden,
bestatigten sich auch in der Primérkultur: im Gegensatz zu den Neurotrophinen
besteht die protektive Wirkung von VEGF auch bei simultaner Behandlung mit

alkalischer Phosphatase weiter.

3.95 Wirkung von VEGF auf P-Akt und P-ERK 1/2

Die Aktivierung der intrazellularen Signalkaskaden lasst sich an einer gesteigerten
Phosphorylierung von P-Akt sowie P-ERK 1/2 erkennen. Durch eine Western-Blot-

Analyse wurde der Effekt von VEGF bzw. VEGF und alkalischer Phosphatase auf die
Kaskadenproteine tberpruift.
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Abb. 3-33: Untersuchung von P-Akt und P-ERK 1/2 nach Behandlung mit VEGF, VEGF und AP
sowie BDNF im Western Blot

Hippokampale Primarkulturen neonataler Ratten wurden flr 7 min mit VEGF oder BDNF (jeweils 200
ng/ml) und in der entsprechenden Gruppe simultan mit alkalischer Phosphatase (AP; 800 ng/ml)
behandelt. Es wurden 30 pg Gesamtprotein aufgetragen, die Verdinnung der Antikdrper betrug
1:1000 (P-Akt) bzw. 1:1500 (P-ERK 1/2).

Die Signalkaskaden-Proteine P-Akt und P-ERK 1/2 werden durch die Behandlung mit

VEGF aktiviert. Eine simultane Behandlung mit alkalischer Phosphatase hat keinen

reduzierenden Einfluss auf die verstarkte Phosphorylierung.
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3.10 Dinnschichtchromatographie mit Phospho-Aminoséauren

Um durch einen Vergleich des Laufverhaltens zwischen den einzelnen Phospho-
Aminoséauren und dem zuvor mit [?-*P]JATP phosphorylierten und hydrolysierten
BDNF Riuckschlisse auf die Phosphorylierungsstelle des Proteins ziehen zu kdnnen,
wurde eine dunnschichtchromatographische Untersuchung durchgefihrt. Hierfir
wurde selbst exprimiertes BDNF aus E. coli verwendet. Zum Zeitpunkt der
Versuchsdurchfihrung wurde davon ausgegangen, dass in dem E. coli-Lysat aktives
BDNF vorliegt. Da sich erst zu einem spéateren Zeitpunkt herausstellte, dass
aufgrund der Existenz von inclusion bodies kein biologisch wirksames BDNF
enthalten war, kdonnen keine auswertbaren Ergebnisse aus diesem Experiment
gezogen werden. Die folgende Darstellung soll daher lediglich Anhaltspunkte ftr
kommende Untersuchungen liefern.

Auf jede Probe der Phospho-Aminosauren wurden jeweils 6x1 ul des E. coli-Lysats
auf eine Kieselgelplatte aufgetragen. Dieses ,Spiken* soll die gegenseitige
Beeinflussung des Laufverhaltens des phosphorylierten E. coli-Lysats und den
einzelnen Phospho -Aminoséauren bericksichtigen.

Nach der Entwicklung der radioaktiven Signale per Phospho-Imager bzw. der
Aminosaure-Flecken durch Aufsprihen einer NinhydrinrLosung wurde ein Vergleich

des Laufverhaltens durchgefihrt.
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1 2 3 4 5 6 7 1 2 3 45 6 7

Abb. 3-34: Dinnschichtchromatographische Untersuchung der Phospho-Aminosauren

A: Detektion der radioaktiven Signale im Phospho-lmager; B: DC-Platte nach Farbung der
Aminosaure-Punkte durch Ninhydrin-Losung. Aufgetragen wurden jeweils 0,5 ul der Aminosauren-
Lésungen (2 mg/ml): 1: P-Arginin; 2: P-Serin; 3: P-Threonin; 4: P-Tyrosin; 5: P-Histidin; 6: P-Lysin; 7:
Mix aus 1-6; auf alle Spots wurde hydrolysiertes, zuvor radioaktiv markiertes E. coli-Lysat (6x1 pl)
aufgetragen. FlieBmittel: 68 Teile Ethanol (85%) und 32 Teile Ammoniak (25%); DC-Fertigplatte
Kieselgel 60 Fy4s.

Beim Vergleichen der radioaktiven Signale des E. coli-Lysats mit den Aminoséaure-
Punkten zeigte sich, dass die Laufstrecke des Phospho-Histidins ungefahr jener des
radioaktiven Signals entsprach. Die Laufstrecken der anderen Phospho-
Aminosauren wichen von den dazugehoérigen Signalen des Phospho-Images ab.
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3.11 Untersuchungen zu BDNF-WT aus E. coli

Im Arbeitskreis Klumpp wurde von Frau Dipl.-Biotechnologin Anja Hasche mit Hilfe
eines BDNF-Plasmids in E. coli-Bakterien ein BDNF-Wildtyp sowie eine BDNF-
Mutante exprimiert, bei der der Lysinrest an Position 50 gegen Alanin ausgetauscht
wurde (K50A). Das so selbst produzierte Protein sollte in hippokampalen
Primarkulturen neonataler Ratten auf seine biologische Aktivitat hin getestet werden.
Erst im Laufe der hier gezeigten Untersuchungen wurde aufgrund einer fehlenden
neuroprotektiven Wirkung der BDNF-Proteinlosung erkannt, dass kein freies,
biologisch aktives BDNF vorlag und eine Anderung der Expressionsmethode
notwendig war. Die Versuche, die auf diese Erkenntnis hinwiesen, sollen im

Folgenden dargestellt werden.

3.11.1 Reinheit des exprimierten Proteins

Die Reinheit des exprimierten Proteingemisches wurde mittels Silbergel untersucht.
AulRerdem wurde ein Western Blot angefertigt, der mit einem BDNF-Antikorper
inkubiert wurde. Die Angaben zur eingesetzten Proteinmenge beziehen sich auf den

Gesamtprotein-Gehalt des E. coli-Lysats.
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Abb. 3-35: Silbergel (A) und Western Blot (B) zur Untersuchung des exprimierten BDNFs

(A) Fur das Silbergel wurden kommerziell erworbenes BDNF (Acris, 40 ng; enthélt 0,1% BSA), BDNF-
Proteinlésung aus E. coli BL 21 (DE3) (500 ng), BDNF-Proteinldsung aus E. coli Origami B (500 ng)
und eine Probe der BDNF-Mutante K50A (500 ng) elektrophoretisch aufgetrennt und durch die
proteintypische Reduktion von Silberionen sichtbar gemacht.

(B) Fur die Analyse durch einen Western Blot wurden BDNF (Acris, 60 ng), BDNF-Proteinlésung aus
E. coli BL 21 (DE3) (1 ug), BDNF-Proteinlésung aus E. coli Origami B (1 pg) und eine Probe der
BDNF-Mutante K50A (1 pg) ebenfalls durch Elektrophorese getrennt und anschlieRend mit einem anti-
BDNF-Antikorper (1:500) inkubiert.

Das Silbergel zeigt, dass die Reinigungsschritte bei der BDNF-Proteinlésung aus E.
coli BL 21 und der Probe der Mutante K50A effektiv waren. Die Verunreinigungen
beim kommerziell erworbenen BDNF (Acris) stammen von einem 0,1%igen BSA-
Zusatz, der vom Hersteller zur Stabilitatsgewahrleistung empfohlen wird. Das Lysat
aus E. coli Origami B wird von einer Vielzahl an Fremdproteinen begleitet.

Bei der Western BlotAnalyse erkennt man nur in der Spur des gekauften BDNFs
eine einzelne Bande, die selbst exprimierten Proteinlésungen enthalten offensichtlich
unterschiedliche Neben- oder Zwischenprodukte, die fur das Auftauchen mehrerer
Banden verantwortlich sind. Erklarend sei hier angemerkt, dass der verwendete
BDNF-Antikorper gegen die Aminosauren 130-247 der humanen BDNF-Sequenz

gerichtet ist und daher auch Bruchstiicke des Wachstumsfaktor detektieren kann.
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3.11.2 Untersuchungen zur biologischen Aktivitat des BDNF-WTs

Um sicherzustellen, dass die Aminosaurensequenz des selbst exprimierten BDNFs
die korrekte ist, wurde es von der Firma Seqglab (Gottingen) sequenziert. Auch wurde
die Phosphorylierbarkeit des Proteins im Autoradiogramm getestet. Im Arbeitskreis
Klumpp wurde durch Behandlung mit [>*?P]JATP gezeigt, dass sich das aus E. coli
gewonnene Protein phosphorylieren lie3. Um darlber hinaus die biologische Aktivitat
zu beweisen, wurden die BDNF-Proteinldsungen in dem etablierten Staurosporin

Schadigungsmodell an hippokampalen Priméarkulturen neonataler Ratten getestet.
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Abb. 3-36: Untersuchung des neuroprotektiven Effekts von vermeintlich rekombinantem BDNF
aus unterschiedlichen E. coli-Stdammen

Hippokampale Primarkulturen neonataler Ratten wurden am 7. Kulturtag mit unterschiedlichen
Konzentrationen der BDNF-Proteinldsungen aus E. coli BL 21 (DE3) (,BL 21“) und E. coli Origami B
(,Ori BY) behandelt. Nach 1 h Prainkubation wurde 200 nM Staurosporin (STS) zugeflugt, die Zellen
nach weiteren 20 h fixiert, mit Hoechst 33258 angefarbt und die apoptotischen Kerne ermittelt.
Dargestellt sind die Mittelwerte der apoptotischen Zellen in Prozent + S.D. aus 5 Kulturen pro Gruppe.

"p<0,001 im Vergleich zur STS-unbehandelten Kontrollgruppe (K) (Varianzanalyse, Scheffétest).

Leider konnte bei der Behandlung mit den Proteinlésungen aus unterschiedlichen E.
coli-Stammen im Konzentrationsbereich von 5 bis 500 ng/ml keine Protektion vor
einer Staurosporin-Schadigung beobachtet werden. Um zu Uberprifen, ob der

ausbleibende Effekt auf die Verwendung von zu niedrigen Konzentrationen
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zuruckzufiuhren ist, wurde in einem weiteren Versuch die eingesetzte Konzentration
erhoht. Aul3erdem wurde zusétzlich die Mutante K50A getestet und BDNF der Firma

Acris als Kontrolle eingesetzt.
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Abb. 3-37: Untersuchung des neuroprotektiven Effekts der BDNF-Proteinlésungen aus
unterschiedlichen E. coli-Stdmmen und einer Mutante, im Vergleich dazu kommerziell
erworbenes BDNF

Hippokampale Primarkulturen neonataler Ratten wurden am 7. Kulturtag mit jeweils 1 pug/ml BDNF-
Proteinlésung aus E. coli BL 21 (DE3) (,BL 21“), BDNF-Proteinlésung aus E. coli Origami B (,Ori B*)
und einer Proteinlésung der Mutante K50A behandelt, parallel als Kontrolle wurden 200 ng/ml BDNF
(Acris) eingesetzt. Nach 1 h Prainkubation wurde 200 nM Staurosporin (STS) zugefigt, die Zellen
nach weiteren 20 h fixiert, mit Hoechst 33258 angeférbt und die apoptotischen Kerne ermittelt.
Dargestellt sind die Mittelwerte der apoptotischen Zellen in Prozent + S.D. aus 5 Kulturen pro Gruppe.
"p<0,001 im Vergleich zur STS-unbehandelten Kontrollgruppe (K); ***p<0,001 im Vergleich zur STS-

Kontrolle; (Varianzanalyse, Scheffétest).

Im etablierten Schadigungsmodell mit Staurosporin ist keine signifikante Protektion
der Neurone durch Behandlung mit sehr hohen Konzentrationen der selbst
exprimierten BDNF-LOsung oder der Mutante zu erkennen, wahrend das kommerziell
erworbene BDNF in einer sehr viel niedrigeren Konzentration gut wirksam ist. Diese
Ergebnisse lielRen uns erkennen, dass offensichtlich kein aktives BDNF in dem E.

coli-Lysat vorlag und machten eine Anderung der Expressionsmethode notwendig.
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3.11.3 Untersuchungen zu Pro-BDNF

Nachdem die ersten Expressionsversuche kein biologisch aktives BDNF
hervorbrachten, wurde eine neue Methode angewandt, der die Pro-Form des
Proteins zugrunde lag (Rattenholl et al., 2001). Diese Pro-Sequenz unterstitzt die
biologisch korrekte Faltung des durch notwendige Reinigungsschritte denaturierten
Wachstumsfaktors und erhdht somit die Ausbeute an biologisch aktivem BDNF bzw.
Pro-BDNF. Pro-BDNF sowie das durch Trypsinspaltung generierte BDNF wurden im

etablierten Schadigungsmodell auf ihre Effekte hin untersucht.
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Abb. 3-38: Effekte von Pro-BDNF und BDNF

Behandlung von hippokampalen Priméarkulturen neonataler Ratten am 7. Kulturtag, 1 h Vorinkubation
mit rekombinantem BDNF-WT (unterschiedliche Konzentrationen) oder Pro-BDNF (326 ng/ml);
anschlieBend wurde Apoptose durch Zugabe von 200 nM Staurosporin (STS) ausgel6st, nach 20 h
erfolgte die Fixierung und Farbung der Zellen. Dargestellt sind die Mittelwerte der apoptotischen

Zellen in Prozent ? S.D. aus 4 Kulturen pro Gruppe. ' 'p<0,001 im Vergleich zur unbehandelten
Kontrolle (K); **p<0,01; *p<0,05 im Vergleich zur Staurosporin-Gruppe (Varianzanalyse, Scheffétest).

Es lassen sich deutliche neuroprotektive Effekte sowohl des BDNFs, als auch des
Pro-BDNFs erkennen. Beide Proteine ubten keine schadigende Wirkung auf die

Neurone aus.
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3.12 Untersuchungen zu selbst exprimiertem NGF und Pro-NGF

3.12.1 Reinheit des exprimierten Pro-NGFs

Ebenfalls von Frau Dipl.-Biotechnologin Anja Hasche wurde NGF bzw. Pro-NGF
exprimiert und gereinigt, wobei sich auch hier im Autoradiogramm eine
Autophosphorylierung bei Zugabe von [*’P]ATP erkennen lieR. Zunachst wurde die

Reinheit der rekombinanten Proteine im Silbergel Gberpruft.
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Abb. 3-39: Silbergel mit NGF (Promega) und selbst exprimiertem Pro-NGF (Arbeitskreis
Klumpp)

600 ng NGF (Promega, mit 0,1% BSA) und selbst exprimiertes Pro-NGF in den Konzentrationen 1 bis
10 ug wurden im Silbergel miteinander verglichen.

Es ist deutlich zu erkennen, dass die aus E. coli Rosetta gewonnene Pro-NGF-
Proteinlésung kaum Fremdproteine enthalt.
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3.12.2 Biologische Aktivitat des NGF-WTs

Das selbst exprimierte NGF sollte ebenfalls auf seine biologische Aktivitat hin in der
Zellkultur getestet und die Neuroprotektion bei Staurosporinschadigung
nachgewiesen werden.
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Abb. 3-40: Untersuchung des neuroprotektiven Effekts von selbst exprimiertem NGF aus E. coli
Hippokampale Primarkulturen neonataler Ratten wurden am 7. Kulturtag mit unterschiedlichen
Konzentrationen des NGF aus E. coli Rosetta behandelt. Nach 1 h Prainkubation wurde 200 nM
Staurosporin (STS) zugefugt, die Zellen nach weiteren 20 h fixiert, mit Hoechst 33258 angefarbt und

die apoptotischen Kerne ermittelt. Dargestellt sind die Mittelwerte der apoptotischen Zellen in Prozent

+

+ S.D. aus 5 Kulturen pro Gruppe. ~'p<0,001 im Vergleich zur STS-unbehandelten Kontrollgruppe

(K); **p<0,01 im Vergleich zur Staurosporin-Gruppe (Varianzanalyse, Scheffétest).

Erstaunlicherweise zeigt das selbst exprimierte NGF in niedrigen Konzentrationen
eine deutliche Neuroprotektion gegeniber der Staurosporininduzierten Apoptose,
wahrend bei héheren Konzentrationen die Schadigungsrate wieder zunimmt. Da
kommerziell erworbenes NGF (Promega und Sigma) auch in sehr hohen
Konzentrationsbereichen getestet wurde und keine schadigende Wirkung erkennen
lie, kann ein allgemein schéadigender Effekt durch hohe Wachstumsfaktor-

Konzentrationen ausgeschlossen werden.
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Die Ursache fur die zunehmende Schadigung der Zellen bei hodheren
Konzentrationen konnte ein hoher Endotoxin-Gehalt der Protein-Losung sein. Um
dies zu Uberprifen, wurde der Limulus-Amoébozyten-Lysat-Test (LAL) durchgefihrt.
Der Test auf Endotoxine fiel deutlich positiv aus, so dass der toxische Effekt auf die
Neurone mdoglicherweise durch die hohen Endotoxin-Konzentrationen in der Protein
Ldsung zuruckzufthren sind.

Die Empfindlichkeit des LAL-Tests betragt laut Hersteller 0,03 Endotoxin-Einheiten
pro ml (EU/ml), so dass unter Berlcksichtigung der Verdlinnungsschritte eine

Konzentration von mindestens 3 EU/ml in der untersuchten NGF-Losung vorliegt.

3.13 Untersuchungen zu weiteren Wachstumsfaktoren

Nachdem  festgestellt ~worden war, dass Mitglieder unterschiedlicher
Wachstumsfaktor-Familien auch unterschiedlich auf Einwirken von
dephosphorylierenden Substanzen reagieren, war es weiter von Interesse, welche
Wachstumsfaktoren, auf3er den bisher beschriebenen und intensiv untersuchten,
interessant im Sinne einer Aktivierung durch reversible Phosphorylierung und/oder
ATP-Bindung sein koénnten. Als untersuchenswert schienen uns Faktoren zu sein,
deren neuroprotektive Effekte bewiesen und dokumentiert und die kommerziell

erhaltlich sind.
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3.13.1 Untersuchungen zu EGF

Zunachst wurde EGF auf seine neuroprotektive Wirkung getestet.
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Abb. 3-41: Neuroprotektive Wirkung von EGF

Hippokampale Primarkulturen neonataler Ratten wurden am 7. Kulturtag mit unterschiedlichen
Konzentrationen EGF behandelt. Der apoptotische Zelltod wurde 1 h nach Wachstumsfaktor-
Behandlung durch 200 nM Staurosporin (STS) induziert. Nach weiteren 20 h wurden die Zellen mit

Formalin fixiert, mit Hoechst 33258 angefarbt und die apoptotischen Nuclei erfasst. Dargestellt sind

die Mittelwerte der apoptotischen Zellen in Prozent ? S.D. aus 5 Kulturen pro Gruppe. *p<0,001 im
Vergleich zur STS-unbehandelten Kontrollgruppe (K); ##p<0,01 im Vergleich zur STS-Kontrolle;
***n<0,001 im Vergleich zur STS -Kontrolle; (Varianzanalyse, Scheffétest).

Im untersuchten Konzentrationsbereich war EGF in der Lage, ab einer Konzentration

von 200 ng/ml die Staurosporin-induzierte Schadigung der Neurone deutlich

aufzuheben.
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Abb. 3-42: Einfluss von alkalischer Phosphatase auf den neuroprotektiven Effekt von EGF

Alkalische Phosphatase (AP) wurde zeitgleich zu EGF (500 und 1000 ng/ml) in einer Konzentration
von 800 ng/ml ins Medium der KulturgefaRe gegeben. Um schéadigende Effekte des Puffers (10 mM
Essigsaure + 0,1% BSA), in dem EGF gel6st wurde, auszuschlieBen, wurde eine Gruppe nur mit der
entsprechenden Menge Puffer behandelt. 1 h spater fand die Apoptoseinduktion durch Zugabe von
200 nM Staurosporin (STS) statt, die nach 20 h durch Fixierung und Férbung der Zellen beendet

wurde. Dargestellt sind die Mittelwerte der apoptotischen Zellen in Prozent ? S.D. aus 5 Kulturen pro
Gruppe. "7'p<0,001 im Vergleich zur unbehandelten Kontroligruppe (K); ***p<0,001 im Vergleich zur

Staurosporin behandelten Gruppe (Varianzanalyse, Scheffétest).

Der vom Hersteller empfohlene Lésungspuffer (10 mM Essigsaure + 0,1% BSA)
hatte keinen schadigenden Effekt auf hippokampale Neurone. Des Weiteren lasst
sich ein deutlicher neuroprotektiver Effekt von EGF nach Staurosporin-Schadigung
beobachten. Simultane Behandlung mit alkalischer Phosphatase hat keine

Auswirkung auf die schitzende Wirkung des Wachstumfaktors.
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3.13.2 Untersuchungen zu IGF

Als Anhaltspunkt fur die eingesetzte Konzentration dienten bereits veroffentlichte

Daten Uber neuroprotektive Effekte des IGFs (Azcoitia et al., 1999).
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Abb. 3-43: Simultane Behandlung mit IGF und alkalischer Phosphatase

Hippokampale Priméarkulturen neonataler Ratten wurden am 7. Kulturtag 1 h vor der
Staurosporinbehandlung (STS; 200 nM) mit IGF in einer Konzentration von 100 ng/ml, die
entsprechende Gruppe simultan mit 800 ng/ml alkalischer Phosphatase (AP) behandelt. 20 h spater
wurden die Zellen fixiert, mit Hoechst 33258 gefarbt und das Verhéltnis der apoptotischen zu den
gesunden Zellen ermittelt. Dargestellt sind die Mittelwerte der apoptotischen Zellen in Prozent ? S.D.

+

aus 5 Kulturen pro Gruppe. ~'p<0,001 im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle ohne IGF-

Behandlung (K); ##p<0,01 im Vergleich zur Staurosporin-Kontrolle ohne IGF-Behandlung; **p<0,01 im

Vergleich zur Staurosporingruppe mit IGF-Behandlung (Varianzkontrolle, Scheffétest).

Die Untersuchungen zu IGF ergaben, dass dieser Wachstumsfaktor an
hippokampalen Primarkulturen neonataler Ratten bei Staurosporininduzierter
Apoptose protektiv wirkt. Dieser schitzende Effekt ist bei einer simultanen

Behandlung mit alkalischer Phosphatase nicht mehr nachweisbar.
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3.13.3 Untersuchungen zu G-CSF

Fir die Experimente mit G-CSF wurde die protektiv wirksame Dosis aus der
Publikation von Schneider et al. (2005) tbernommen und auch in unserem Modell fur

wirksam befunden.
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Abb. 3-44: Wirkung von G-CSF und alkalischer Phosphatase bei Staurosporin-Schadigung

Hippokampale Primarkulturen neonataler Ratten wurden am 7. Kulturtag 1 h vor der Behandlung mit
Staurosporin (STS) mit GCSF in einer Konzentration von 480 ng/ml, die entsprechende Gruppe
simultan mit 800 ng/ml alkalischer Phosphatase (AP) behandelt. 20 h spater wurden die Zellen fixiert,

mit Hoechst 33258 gefarbt und das Verhdltnis der apoptotischen zu den gesunden Zellen ermittelt.

Dargestellt sind die Mittelwerte der apoptotischen Zellen in Prozent ? S.D. aus 5 Kulturen pro Gruppe.

+

"p<0,001 im Vergleich zur Kontrolle ohne G-CSF-Behandlung (K); ##p<0,01 im Vergleich zur
Staurosporin-Kontrolle (ohne G-CSF-Behandlung), **p<0,01 im Vergleich zur Staurosporingruppe mit
G-CSF-Behandlung; (Varianzkontrolle, Scheffétest).

Wahrend G-CSF eine deutliche Protektion vor der apoptotischen Schadigung
vermittelt, wird bei gleichzeitigem Einwirken von alkalischer Phosphatase die

neuroprotektive Wirkung aufgehoben.
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3.134 Untersuchungen zu CNTF

Als Orientierung flir die eingesetzte Konzentration in den Neuroprotektionsversuchen
mit CNTF dienten Daten von Semkova et al. (1999).
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Abb. 3-45: Untersuchung von Effekten des CNTF

Hippokampale Primarkulturen neonataler Ratten wurden am 7. Kulturtag 1 h vor der Behandlung mit
200 nM Staurosporin (STS) mit CNTF in einer Konzentration von 200 ng/ml, die entsprechende
Gruppe simultan mit 800 ng/ml alkalischer Phosphatase (AP) behandelt. 20 h spater wurden die
Zellen fixiert, mit Hoechst 33258 gefarbt und ds Verhaltnis der apoptotischen zu den gesunden
Zellen ermittelt. Dargestellt sind die Mittelwerte der apoptotischen Zellen in Prozent ? S.D. aus 5

+

Kulturen pro Gruppe. " p<0,001 im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle (K) (Varianzkontrolle,

Scheffétest).

CNTF war in der applizierten Konzentration in dem hier angewandten Modell nicht
neuroprotektiv wirksam. Effekte durch einen Einfluss der alkalischer Phosphatase

lieRen sich daher nicht beobachten.
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3.13.5 Untersuchungen zu TGF?-1
Als Anhaltspunkt dienten die Experimente von Zhu et al. (2002).
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Abb. 3-46: Untersuchung von Effekten des TGF?-1
Hippokampale Primarkulturen neonataler Ratten wurden am 7. Kulturtag 1 h vor der Behandlung mit

200 nM Staurosporin (STS) mit TGF?-1 in einer Konzentration von 50 ng/ml, die entsprechende
Gruppe simultan mit 800 ng/ml alkalischer Phosphatase (AP) behandelt. 20 h spater wurden die

Zellen fixiert, mit Hoechst 33258 gefarbt und das Verhaltnis der apoptotischen zu den gesunden

Zellen ermittelt. Dargestellt sind die Mittelwerte der apoptotischen Zellen in Prozent ? S.D. aus 5
Kulturen pro Gruppe. ~'p<0,001 im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle (K) (Varianzkontrolle,
Scheffétest).

Es lasst sich keine Reduktion der apoptotischen Schadigung durch Behandlung mit

TGF-?1 erkennen, so dass angenommen werden muss, dass TGF-?1 in unserem

System keine Effekte austibt.
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4 Diskussion

4.1 Schadigungsmodelle und neuronale Primarkultur

Grundsatzlich gibt es zwei Maoglichkeiten, physiologische Prozesse oder
pathophysiologische Situationen in vitro nachzuahmen und gezielt einzelne Aspekte
zu untersuchen: einerseits unter Zuhilfenahme von Zelllinien und andererseits durch
Verwendung von Primarkulturen.

Zelllinien haben den Vorteil, dass sie leicht zu handhaben sind, groe Mengen an
Zellmaterial liefern und meist relativ unempfindlich gegeniber dueren Einflissen
wie z. B. Temperaturschwankungen oder Erschutterungen sind. Dennoch muss man
sich im Umgang mit Zelllinien bewusst daruber sein, dass wahrend einer oft
jahrelangen Kultivierung der Zellen bestimmte Transformationen und somit mitunter
groRe Unterschiede zur Originalkultur entstanden sein konnen (Engelholm et al.,
1985). Die Vergleichbarkeit und Reproduzierbarkeit der einzelnen Versuche ist daher
unter Umstanden nicht gewahrleistet.

Im Vergleich zu den Zelllinien ist die Empfindlichkeit der Primarkulturen erheblich
hoher und kleinste Fehler in der Praparationstechnik flihren zu unbrauchbaren
Zellkulturen. Da die gewonnenen Zellen jedoch direkt aus einem lebenden
Organismus stammen, spiegeln sie die physiologische in vivo Situation wesentlich
besser wider, als das in Zelllinien der Fall ist.

FiUr die in dieser Arbeit vorgestellten Experimente wurde teilweise mit neuronalen
und endothelialen Zelllinien, in der Hauptsache jedoch mit hippokampalen und
kortikalen Primarkulturen neonataler Ratten gearbeitet. Diese wurden jeweils am 7.
Kulturtag verwendet und wiesen zu diesem Zeitpunkt einen Neuronenanteil von 50-
55% auf. Die Zusammensetzung der Mischkultur und der Anteil an nicht-neuronalen
Zellen — hauptsachlich Astrozyten — wurde regelmalig durch immunozytochemische
Analytik Uberpruft. Hierfir wurde einerseits der astrozytenspezifische Marker GFAP
(Moller et al., 1978), andererseits der neuronenspezifische Marker NeuN (Wolf et al.,
1996) als Erst-Antikorper eingesetzt.

Die beobachteten Effekte in der hier verwendeten Zellkultur sind also nicht allein auf
Neurone zurlckzufuhren, wie das z. B. in embryonalen Primarkulturen mit einem

Neuronenanteil von ca. 95 % eher der Fall ist. Um jedoch die physiologische

110



Diskussion

Situation im Gehirn nachzuahmen, eignen sich Mischkulturen gerade wegen ihres
Anteils an Glia-Zellen. So ist z. B. von Astrozyten bekannt, dass sie selbst humorale
Faktoren sezernieren — darunter auch neurotrophe Stoffe wie NGF — und hierdurch
die Proliferation und Vernetzung der kultivierten Zellen beeinflussen kdnnen
(Carman-Krzan et al., 1991).

FUr die Untersuchung der funktionellen Bedeutung unserer Hypothese gab es
prinzipiell zwei Effekte, die sich als Anhaltspunkte flr die biologische Aktivitat der
Wachstumsfaktoren NGF und BDNF nutzen liel3en: ihre neurotrophe Wirkung und
die durch sie vermittelte Neuroprotektion.

Studien zur neurotrophen Wirkungsweise des NGFs wurden uberwiegend an PC12-
Zelllinien durchgeflihrt — Zellen, die normalerweise erst durch Zusatz von NGF
beginnen, sich zu differenzieren (z. B. Pang et al., 1995). Da aber in fruheren
Experimenten in unserem Arbeitskreis beobachtet wurde, dass eine Differenzierung
der PC12-Zellen teilweise auch ohne NGF-Applikation auftrat, schien uns diese
Methode wenig spezifisch zu sein.

Daher konzentrierten sich unsere Untersuchungen auf die protektiven Eigenschaften
der Neurotrophine. Diese neuroprotektiven Effekte sind ein unmittelbarer Beweis
ihrer biologischen Aktivitat und lassen sich eindeutig nachweisen und bestimmen.
Far ihre Vermittlung sind vor allem die tropomyosin-related kinase (Trk)-Rezeptoren
verantwortlich. Hierbei handelt es sich um Tyrosinkinase-Rezeptoren, die nach
Ligandenbindung dimerisieren und bestimmte Signalkaskaden ansto3en. Jedoch
auch die Bedeutung des Neurotrophinrezeptors p75 soll im Zusammenhang mit anti-
apoptotischen Effekten an dieser Stelle nochmals betont werden: eine Interaktion
zwischen Trk und p75 erhoht die Affinitat der Neurotrophine fur Trk und steigert somit
ihre protektive Potenz (Barker und Shooter, 1994; Hantzopoulos et al., 1994;
Culmsee et al., 2002).

Die fur die Neuroprotektion verantwortliche Signaltransduktion geht vom auto-
transphosphorylierten  Trk-Rezeptor aus und verlauft, durch reversible
Phosphorylierungen gesteuert, Uber Ras, Gab-1 oder IRS-1/2 bis hin zu Akt, welche
durch inhibitorische Phosphorylierungen Einfluss auf die pro-apoptotischen Proteine
Bad, Pro-Caspase-9 und Forkhead nimmt. In geringerem Male werden die
neuroprotektiven Signale auch Uber Ras, Raf, MAPK-Kinase und MAP-Kinase,
welche CREB reguliert, vermittelt, was zu einer erhdohten Transkription des anti-

apoptotisch wirksamen Bcl-2 fuhrt.
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Wir etablierten ein Schadigungsmodell, das es uns ermoglichte, insbesondere den
Neurotrophin-vermittelten Schutz vor apoptotischem Zelltod zu beobachten.

Dabei wurde fur diese Art der Schadigung der unspezifische Kinase-Inhibitor
Staurosporin als Ausloser eingesetzt. Das Alkaloid Staurosporin wird aus
Streptomyces-Bakterien gewonnen und wirkt inhibitorisch auf Serin/Threonin-
Kinasen und Protein-Tyrosinkinasen (Lazarovici et al., 1996; 1997). Vor allem die
Hemmung der Proteinkinase C und der Phospholipase C ist offensichtlich fur die
Induktion von Apoptose verantwortlich (Bunn und Saunders, 1995; Lazarovici et al.,
1997). Staurosporin-Konzentrationen im nanomolaren Bereich sind ausreichend, um
in den meisten Saugetier-Zellen (Tamaoki et al., 1986; Bombeli et al., 1997; Fiorucci
et al, 2002) und somit auch in neuronalen Primarkulturen der Ratte den
programmierten Zelltod auszuldsen (Krohn et al., 1998).

Durch Behandlung der neuronalen Primarkulturen mit unterschiedlichen
Staurosporin-Konzentrationen und verschiedenen Inkubationsperioden wurde eine
fur unsere Versuche geeignete Konzentration von 200 nM ermittelt. Durch eine 20-
stindige Inkubationszeit wurde ein Anstieg der Apoptoserate (Verhaltnis der
apoptotischen zu gesunden Zellen) auf ca. 40 % in den mit Staurosporin behandelten
Kulturen gegenuber ca. 13-16 % der Kontrollgruppen erzielt.

In den in dieser Arbeit vorgestellten Versuchen konnte gezeigt werden, dass sowohl
NGF als auch BDNF in Konzentrationen ab 50 ng/ml in der Lage waren, neuronale
Mischkulturen vor Apoptose zu schutzen. Diese protektive Wirkung liel3 sich sowohl
dann beobachten, wenn die Wachstumsfaktoren direkt in das Kulturmedium gegeben
wurden, als auch bei einer vorausgehenden externen Phosphorylierung mit ATP. Die
Befunde konnten gleichermal3en in hippokampalen wie in kortikalen Primarkulturen
neonataler Ratten reproduziert werden.

Der Schutz vor neuronalem Zelltod wurde in einem weiteren Modell, dem Oxygen-
Glucose-Deprivation-Modell (OGD) Uberprift, in dem den Zellen Uber einen
gewissen Zeitraum hinweg Sauerstoff und Glukose entzogen wird. Diese Methode
soll die Situation wahrend eines ischamischen Vorfalls im Gehirn nachahmen:
aufgrund einer mangelhaften oder stagnierten Blutzirkulation in einem bestimmten
Hirnareal sind die betroffenen Neurone einem massiven Sauerstoff- und
Nahrstoffmangel ausgesetzt. Diese pathologische Situation fuhrt innerhalb kurzester
Zeit zum Untergang von Nervenzellen und dadurch zu irreparablen Schaden der

betroffenen Hirnregion.
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Im Vergleich zu in vivo-Experimenten weist die OGD-Methode den Vorteil auf, dass
Einflussfaktoren, die ein Verschleiern der Effekte zur Folge haben kdnnten, minimiert
werden. Wahrend im in vivo-Modell beispielsweise Konzentrationsschwankungen
des applizierten  Wirkstoffes  durch  Stoffwechselmetabolisierungen  und
Eliminationsprozesse in Kauf genommen werden mussen, kann im OGD-Modell
durch genaues Bestimmen des Volumens des Zellkulturmediums und dadurch des
Verteilungskompartiments die gewinschte Konzentration prazise eingestellt und
relativ konstant gehalten werden. Zudem lasst sich durch die Mdglichkeit, Parameter
wie den Sauerstoffpartialdruck, die Dauer der Hypoxie, die Temperatur und die
relative Luftfeuchtigkeit exakt zu bestimmen und zu steuern, eine gute Reproduktion
und Vergleichbarkeit der Einzelexperimente untereinander gewahrleisten.

Die OGD-Methode geht zurtick auf Goldberg und Choi (1990; 1993), die sie vor Uber
15 Jahren in kortikalen Primarkulturen der Maus entwickelten.

Unsere Untersuchungen zeigen in hippokampalen Primarkulturen neonataler Ratten,
dass durch einstiindige Vorinkubation mit NGF und BDNF und kontinuierlicher
Prasenz dieser Faktoren sowohl wahrend der OGD-Phase, als auch wahrend der
Reoxygenierungsphase das Ausmald der Schadigung deutlich reduziert werden
konnte.

Die OGD-Methode an neuronalen Primarkulturen ist eine geeignete Methode, die
Vorgange, die wahrend einer Ischamie im Gehirn ablaufen, in vitro nachzuahmen.
Dennoch stellt die Basis des Modells lediglich eine Zellkultur mit isolierten Zellen dar,
die aus dem Gesamtsystem eines lebenden Organismus entfernt wurden und unter
Umstanden anders reagieren kénnen. Eine Uberprifung der in der Zellkultur
erhaltenen Ergebnisse in einem in vivo-Modell bleibt daher unumganglich.Das Modell
der MCAO - also die permanente Okklusion der mittleren Zerebralarterie — stellt eine
weitere Optimierung der Untersuchungsmaoglichkeiten der ischamischen Situation
dar.

Es konnte in unseren Versuchen demonstriert werden, dass durch intraventrikulare
Injektion von NGF die Infarktflache nach der MCAO reduziert wurde.
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4.2 Untersuchungen zur Charakterisierung der Aktivierung von
NGF und BDNF

NGF und BDNF zeigten nach einer Behandlung mit [7-32P]ATP eine deutliche
radioaktive Markierung im Autoradiogramm. Diese Experimente wurden im
Arbeitskreis Klumpp ohne Zusatz von Kinasen durchgefuhrt. Dartber hinaus wurden
die radioaktiven Phosphorylierungen in Anwesenheit von Proteinkinase-Inhibitoren
Uberpruft. In beiden Fallen konnte eine Phosphorylierung eindeutig nachgewiesen
werden, was auf eine Autokinase-Funktion innerhalb dieser Wachstumsfaktoren
hindeutet.

Um die Befunde, die aus diesen Phosphorylierungsversuchen erhalten wurden, auch
an lebenden Zellen und in dem etablierten Schadigungsmodell zu Uberprifen,
wurden zeitgleich zu den Wachstumsfaktoren Inhibitoren der Proteinkinase A und C
ins Kulturmedium gegeben. Der neuroprotektive Effekt von NGF und BDNF konnte
weiterhin beobachtet werden. Dies galt auch fur Versuche, in denen NGF und BDNF
vor Zugabe ins Medium in Anwesenheit der Proteinkinase-Inhibitoren phosphoryliert
wurden. Die verwendeten Inhibitoren bestehen aus Peptidfragmenten, die
inhibitorisch auf Proteinkinase A und C wirken und die Zellmembran nicht
durchdringen konnen, so dass ihr Einfluss auf den Extrazellularraum beschrankt ist.
Anhand der Kontrollgruppen konnten Effekte der Proteinkinase-Inhibitoren auf das
Ausmald der Schadigung und auf die unbehandelte Kontrollgruppe ausgeschlossen
werden. Somit konnten die Ergebnisse aus dem Arbeitskreis Klumpp, die stark auf
eine Autokinase-Domane innerhalb der Proteine hindeuteten, gefestigt werden.
Insgesamt lieRen sich keine Unterschiede im Ausmal} der Neuroprotektion zwischen
den zuvor extern phosphorylierten Wachstumsfaktoren und den direkt ins
Zellmedium zugesetzten Proteinen erkennen. Geht man von der Existenz einer
Autokinase-Funktion der Neurotrophine aus, so ware eine Autophosphorylierung und
eine ATP-Bindung durch das im Kulturmedium vorhandene ATP denkbar. Dies
wlrde gemal unserer Hypothese zu aktivierten Wachstumsfaktoren fuhren, die in
der Lage sind, an ihren spezifischen Rezeptor zu binden und die intrazellular

verlaufenden Signalkaskaden anzustolden.

Ein weiteres Indiz auf das Zutreffen unserer Hypothese waren Resultate, die aus

Experimenten mit alkalischer Phosphatase gewonnen werden konnten. Alkalische
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Phosphatase ist ein ubiquitar vorkommendes Enzym, das Phosphatgruppen
abzuspalten vermag. Im Arbeitskreis Klumpp wurde in radioaktiven Untersuchungen
durch Zusatz dieses Enzyms eine Dephosphorylierung der Neurotrophine erzielt.
Zunachst galt es sorgfaltig zu Uberprufen, ob alkalische Phosphatase durch ihre
unspezifisch dephosphorylierende Wirkung essentielle Signalproteine oder
Stoffwechselaktivitaten der Neurone beeinflusst und dadurch schadigende Effekte
auf die Zellen bewirken koénnte. In Kontrollkulturen, die Uber den gesamten
Behandlungszeitraum ausschlieRlich mit alkalischer Phosphatase inkubiert wurden,
konnte jedoch keine Beeinflussung erkannt werden. Somit kann ausgeschlossen
werden, dass Uberlebenswichtige Signalkaskaden durch direkte Einwirkung des
Enzyms unterbrochen werden. Dartber hinaus wurde in den Western-Blot-Analysen
die Phosphorylierung von Akt und ERK 1/2 nach einer Behandlung mit alkalischer
Phosphatase Uberpruft. Auch hier ergaben sich keine Unterschiede im detektierten
Signal gegenuber der unbehandelten Kontrollkultur.

FUr die Versuche in der Zellkultur wurde simultan zur Behandlung mit NGF und
BDNF alkalische Phosphatase ins Medium zugesetzt. Wahrend das Enzym selbst
keinen schadigenden Effekt auf die Neuronenkultur ausubte, wurde der
neuroprotektive Effekt sowohl von NGF, als auch von BDNF vollstandig aufgehoben.
Ein identisches Ergebnis zeigte sich auch in Versuchen, bei denen eine externe

Vorinkubation mit alkalischer Phosphatase statt fand.

Die Beobachtungen, die im Staurosporin-Schadigungsmodell erhalten wurden,
sollten auch mit der OGD-Methode Uberprift werden, um staurosporin-spezifische
Effekte auszuschlielRen. Hierbei kam es auch bei einer Induktion des Zelltods durch
Sauerstoff- und Glukose-Entzug zu einer Aufhebung der neuroprotektiven Wirkung
von NGF und BDNF durch Einwirken der alkalischen Phosphatase.

Um die in den angewandten Schadigungsmodellen erzielten Ergebnisse hinsichtlich
der neuroprotektiven Potenz von NGF und BDNF auch im Hinblick auf die
involvierten Signaltransduktionsproteine zu Uberprifen, wurde einerseits die
Aktivierung des Trk-Rezeptors und zum anderen die der nachgeschalteten
Kaskadenproteine Akt und ERK 1/2 per Western Blot-Analyse untersucht.

Als Schnittstelle zwischen der durch Ligandenbindung extrazellular ausgeldsten

Aktivierung und der ins Zellinnere fihrenden Signalwege bt der Trk-Rezeptor eine
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unersetzbare Funktion aus und eignet sich daher besonders fur eine genauere
Untersuchung.

In den durchgefuhrten Experimenten konnte gezeigt werden, dass durch Behandlung
mit BDNF eine rasche Zunahme der Phosphorylierung am Rezeptormolekul auftrat.
Das Maximum dieser Phosphorylierung wurde 5-7 min nach Applikation des
Wachstumsfaktors erreicht und nahm dann wieder ab. Bei simultaner Behandlung
der Zellen mit alkalischer Phosphatase war das detektierte Signal bei
gleichbleibendem o-Tubulinniveau schwacher ausgepragt. Dies lasst die
Schlussfolgerung zu, dass bei Anwesenheit von alkalischer Phosphatase die
Aktivierung des Trk-Rezeptors in geringerem Malde stattfindet.

Ebenso bedeutend fur die Vermittlung der Effekte sind Akt und ERK 1/2, die wichtige
Schlusselpositionen innerhalb zweier unterschiedlich verlaufender Signalwege
besetzen und durch reversible Phosphorylierung reguliert werden. Die Aktivierung
wurde mit Hilfe eines Antikorpers untersucht, der nur die phosphorylierten, also
aktiven Proteine detektiert. Obwohl schon bei der Kontrollgruppe mit unbehandelten
Zellen ein Signal zu beobachten und damit phosphoryliertes Akt und ERK 1/2
vorhanden war, |6ste eine Behandlung der neuronalen Primarkulturen mit NGF oder
BDNF eine deutliche Verstarkung des Phosphorylierungssignals sowohl von
Phospho-Akt, als auch von Phospho-ERK 1/2 aus. Dies kann als Zeichen einer
Aktivierung der Kaskadenproteine und Ubergeordnet einer Aktivierung des
Signalweges betrachtet werden.

Bei simultaner Behandlung mit alkalischer Phosphatase blieben die Signale von
Phospho-Akt und Phospho-ERK 1/2 auf dem Niveau der unbehandelten
Kontrollkultur. In diesen Zellkulturen fand also keine Aktivierung der entsprechenden
Signalwege statt, was mit dem Fehlen des neuroprotektiven Effekts korreliert.

Es kann also anhand der untersuchten Signalwege festgestellt werden, dass der
Einfluss eines dephosphorylierenden Enzyms die Aktivierungsprozesse sowohl am
Rezeptor, als auch an tieferliegenden Kaskadenproteinen abschwacht. Somit steht
die Aufhebung der neuroprotektiven Wirkung der Wachstumsfaktoren in direktem
Kausalzusammenhang mit einer verminderte Aktivierung des Rezeptors sowie der

Signaltransduktion begrundet.

Weitere Hinweise auf die Bedeutung einer reversiblen Phosphorylierung fir die
biologische Aktivitat von NGF und BDNF erhielten wir durch die Inkubation der
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Wachstumsfaktoren mit ATPYS. Diese Substanz kann als Substrat fur Kinasen
dienen, die so generierten Phospho-Proteine sind jedoch nicht durch Phosphatasen
dephosphorylierbar. Es stellte sich somit die Frage, wie sich die neuroprotektive
Wirkung dauerhaft phosphorylierter Neurotrophine bei Einfluss von alkalischer
Phosphatase verandert. Hierzu musste zunachst einmal die neuroprotektive Potenz
von permanent phosphorylietem NGF und BDNF sichergestellt werden. Dabei
ergaben sich keinerlei Unterschiede zu den mit ATP phosphorylierten
Wachstumsfaktoren. Eine interessante Untersuchung, die nicht im direkten
Zusammenhang mit unserer Hypothese steht, ware die Uberpriifung der Frage, ob
sich die Dauer des Apoptoseschutzes bei permanent phosphorylierten
Wachstumsfaktoren  verlangert. Da eine  Deaktivierung durch  eine
Dephosphorylierung bei diesen so vorbehandelten Proteinen durch Phosphatasen
nicht mdglich ist, ware eine logische Konsequenz, dass es zur fortwahrenden
Aktivierung der Rezeptoren und damit zu einer verlangerten anti-apoptotischen
Wirkung kommt.

Im nachsten Schritt konnte gezeigt werden, dass alkalische Phosphatase nicht in der
Lage war, die neuroprotektive Wirkung von permanent phosphoryliertem NGF und
BDNF zu reduzieren. Dieser Befund ist ein Beweis dafur, dass die verminderte
Aktivierung des Trk-Rezeptors sowie des Signalweges und die Aufhebung der
neuroprotektiven Wirkung nicht auf einem direkten Einwirken der alkalischen
Phosphatase beruht und dartber hinaus, dass eine reversible Phosphorylierung
und/oder eine ATP-Bindung entscheidend fir die Vermittiung der protektiven Effekte
ist.

Auch die Detektion der phosphorylierten Signalkaskade-Proteine Akt und ERK 1/2 im
Western Blot lie® erkennen, dass die permanent phosphorylierten Neurotrophine
weiterhin in der Lage waren, Akt und ERK 1/2 zu aktivieren. Bei einer simultanen
Applikation von alkalischer Phosphatase wurde keine Reduktion des
Phosphorylierungssignals bewirkt. Auch dieser Befund Kkorreliert mit den

Ergebnissen, die in den Protektionsstudien erhalten wurden.

Eine Behandlung mit alkalischer Phosphatase ermdglicht keine Unterscheidung, ob
die Aufhebung der Neuroprotektion auf einer Hydrolyse von kovalent gebundenen
Phosphatresten oder von gebundenem intaktem ATP basiert, da das Enzym ebenso

in der Lage ist, ein bis zwei Phosphate von ATP-Molekllen abzuspalten. Da
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Markierungen von NGF mit [0-*2P]JATP zu deutlichen Signalen im Autoradiogramm
fuhrten, lag die Vermutung nahe, dass gebundenes ATP ebenso von Relevanz fur
die Aktivierung sein konnte. Es galt also, weitere Untersuchungen durchzuflihren, um
aufzuklaren, inwieweit ATP als Aktivierungskomponente bendétigt wird. Hierfur wurde
das Enzym ATPase sowohl in den radioaktiven Experimenten, als auch in den
Zellkultur-Versuchen eingesetzt. ATPase ist ein Kalium-, Natrium- und Magnesium-
abhangiges Enzym, das ATP auch in gebundener Form in ADP bis hin zu AMP und
Phosphat spalten kann. In den hier vorgestellten Versuchen wurde NGF bzw. BDNF
zunachst mit ATP phosphoryliert und im nachsten Schritt entweder mit alkalischer
Phosphatase oder ATPase flr weitere 15 min inkubiert. Die anschlieRende
Behandlung erfolgte nach dem etablierten Modell. Es zeigte sich, dass in den
jeweiligen Gruppen die Inkubation mit ATPase eine drastische Reduktion der
protektiven Effekte von NGF und BDNF bewirkte. Um Sicherzustellen, dass die
Schadigung der Zellen nicht auf ein vermindertes ATP-Angebot im Medium und
damit auf eine mangelhafte Energieversorgung der Neurone zurlckgeht, wurde in
entsprechenden Kontrollversuchen dieser Sachverhalt Uberprift. Einflisse der
ATPase selbst - sei es protektiver oder schadigender Natur — auf hippokampale
Mischkulturen neonataler Ratten konnten ausgeschlossen werden.

Sowohl die Untersuchungen mit radioaktiven ATP-Markierungen als auch die
Neuroprotektionsversuche bestatigen die These, dass gebundenes ATP eine
signifikante Bedeutung in der Aktivierung von NGF und BDNF und ihrer Potenz zur

Vermittlung anti-apoptotischer Effekte besitzt.

Parallel zu den in Zellkulturen durchgefuhrten Experimenten wurden im Arbeitskreis
Klumpp und in Kooperation mit Frau PD Dr. S. Kobnig (Muinster)
massenspektrometrische  Untersuchungen durchgefuhrt, die zunachst das
rekombinante NGF charakterisierten. Nachdem die Identitat des Proteins bestatigt
war, wurde in einem nachsten Schritt mit ATP behandeltes NGF
massenspektrometrisch untersucht. Die dabei auftretende Massendifferenz wies
deutlich auf gebundenes ATP hin. Es zeigte sich sowohl in Reproduktionsversuchen
mit ATP, als auch in Phosphorylierungsexperimenten mit CTP, UTP, dATP und
ddATP, dass die Differenz des entsprechenden Nukleotids zu erkennen war. Man
kann also davon ausgehen, dass sich in der Struktur von NGF eine Domane mit
hoher ATP- oder Triphosphat-Affinitat befindet.
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Betrachtet man die Ergebnisse, die in dieser Arbeit durch Versuche in neuronalen
Primarkulturen erhalten werden konnten und bringt sie in einen Kontext mit den
Resultaten aus den radioaktiven und massenspektrometrischen Untersuchungen,
liegt die Schlussfolgerung nahe, dass die Anlagerung von ATP relevant und sogar

eine Voraussetzung fur die biologische Aktivitat von NGF ist.

4.3 Untersuchungen zu VEGF

Um naher zu beleuchten, inwieweit unsere Hypothese ein generelles Prinzip zur
Aktivierung von Wachstumsfaktoren sein konnte, wurde VEGF als Vertreter einer
anderen Wachstumsfaktor-Familie untersucht. Bislang verdéffentlichte Studien zu
protektiven Effekten von VEGF wurden hauptsachlich an endothelialen Zellen wie
beispielsweise den humanen umbilikalen vendsen Endothelzellen (HUVEC)
durchgefuhrt (Vinci et al., 2004).

Die Untersuchung eines weiteren Wachstumsfaktors in einer nicht neuronalen
Zelllinienkultur in Kombination mit einer andersartigen Schadigungsmethode gab uns
die Moglichkeit, die Aussage unserer Hypothese noch allgemeiner treffen zu kdnnen
und nicht auf das Modell der Primarkulturen oder der Staurosporinschadigung
reduzieren zu mussen.

HUVE-Zellen durchlaufen bei einem langer andauernden Serumentzug apoptotische
Prozesse, die durch eine Behandlung mit VEGF abgemildert und sogar annahernd
aufgehoben werden kdnnen (Gerber et al., 1998). Eine Schwierigkeit, die sich in
unserer Versuchsanordnung wahrend des Serumentzugs zeigte, war eine starke
Ablésung der Zellen vom Boden der Kulturschalen, die sich auch durch Beschichtung
der Schalen mit Poly-Lysin oder Poly-Ethylenimin (PEI) kaum beheben liel3 und
proportional zur Dauer des Serumentzugs zunahm.

So galt es zunachst, die optimale Dauer des schadigenden Entzugs zu ermitteln, um
eine ausreichend hohe Schadigung zu erzielen und gleichzeitig die Abldserate der
Zellen in Grenzen zu halten. Als bester Kompromiss zwischen diesen zwei Kriterien
erwies sich ein Zeitraum von 48 h, der auch standardmafig in allen folgenden

Versuchen angewandt wurde.
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Erwartungsgemal liel3 sich durch Inkubation mit VEGF ab einer Konzentration von
50 ng/ml das Ausmal der Serumentzug-induzierten Schadigung signifikant
reduzieren.

Allerdings ergab sich bei der kombinierten Behandlung mit alkalischer Phosphatase
ein ganzlich anderes Bild, als das bei NGF und BDNF der Fall war: wahrend das
Einwirken des Enzyms auf die Neurotrophine eine drastische Reduktion des
neuroprotektiven Effekts zur Folge hatte, war VEGF weiterhin in der Lage, trotz
Anwesenheit alkalischer Phosphatase seine protektive Wirkung zu vermitteln. Diese
Beobachtung liel sich auch bei einer vorangeschalteten Inkubation von VEGF mit
alkalischer Phosphatase reproduzieren. Ein protektiver Effekt des Enzyms selbst
konnte durch Kontrollen ausgeschlossen werden.

Bemerkenswerterweise zeigte sich nach einer Inkubation mit ATPase eine
Aufhebung der durch VEGF vermittelten Protektion vor dem schadigenden
Serumentzug. Diese Befunde decken sich mit jenen der Neurotrophine, die ihre
protektive Wirkung in Anwesenheit von ATPase ebenfalls nicht ausiiben konnten.
Darliber hinaus interessierte uns die Ubertragbarkeit der in HUVEC-Kulturen
durchgefuhrten Experimente auf neuronale Zellen. Dies sollte zum einen
zellspezifische Effekte ausschlielen; zum anderen konnte dadurch in ein und
demselben Modell der unterschiedliche Einfluss von alkalischer Phosphatase auf
VEGF und BDNF, als Vertreter der Neurotrophine, untersucht werden. Daher galt es
zunachst festzustellen, ob VEGF in unserem Modell neuroprotektive Effekte auf
hippokampale Mischkulturen vermitteln konnte.

Die Existenz des VEGF-Rezeptors-2 und dessen Co-Rezeptor Neuropilin-1 wurde in
hippokampalen Rattenneuronen nachgewiesen (Sondell et al., 2000), ebenso die
Vermittlung neuroprotektiver Effekt bei exzitatorischer Schadigung durch Glutamat
(Svensson et al., 2002). In der Arbeitsgruppe von Svensson wurden auch protektive
Eigenschaften bei Staurosporin-induzierter Schadigung untersucht. Es konnte in der
dortigen Versuchsanordnung keine Neuroprotektion des Wachstumfaktors
beobachtet werden.

In unseren Experimenten, die eine hohere Konzentration des VEGF, eine klrzere
Vorinkubationzzeit und eine abweichende Staurosporin-Konzentration beinhalteten,
konnte im Gegensatz dazu ein deutlich schutzender Effekt von VEGF in der

hippokampalen Neuronenkultur beobachtet werden.
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Die Unterschiede in den erhaltenen Ergebnissen kdnnten einerseits auf die geringere
Konzentration des VEGFs und andererseits auf die relativ lange Pra-Inkubation vor
Schadigungsbeginn in den Versuchen von Svensson et al. (2002) zuruckzufuhren
sein. Es konnte per Western-Blot-Analyse unter Verwendung von Antikdrpern gegen
phosphorylierte  Signalkaskadenproteine  dargestellt  werden, dass die
Phosphorylierung und damit Aktivierung der Rezeptor-Tyrosin-Kinasen und der
nachgeordneten Adapterproteine in einem Zeitfenster von wenigen Minuten ablauft
(Bernatchez et al., 2001). So wurde das Maximum der Phosphorylierung von
Phospho-Akt nach einer VEGF-Inkubationszeit von 7,5 Minuten beobachtet — bei
Phospho-MAPK wurde eine maximale Phosphorylierung nach schon 5 Minuten
erreicht und nahm anschlieRend rasch ab. Es konnte also entscheidend sein, zu
welchem Zeitpunkt die Schadigung induziert wird, damit die durch VEGF ausgeldsten
Effekte auch voll zum Tragen kommen und damit der Schutz der Neurone gewahrt
werden kann.

Die Bestatigung sowohl der protektiven, als auch der durch alkalische Phosphatase
bewirkten Effekte in neuronalen Zellkulturen erlaubten ein AusschlieRen von
zellspezifischen Phanomenen. Untermauert werden die Ergebnisse der
Protektionsversuche daruber hinaus durch die Western-Blot-Analyse, die auch bei
Einwirken von alkalischer Phosphatase ein unverandert starkes
Phosphorylierungssignal von Phospho-Akt und Phospho-ERK 1/2 erkennen lasst.
Somit unterscheiden sich die Ergebnisse, die aus den Experimenten mit VEGF in
Kombination mit alkalischer Phosphatase oder ATPase erzielt wurden, deutlich von
den Befunden der Experimente mit NGF und BDNF.

VEGF als ein Vertreter einer anderen Wachstumsfaktorfamilie, der sich in
zahlreichen Charakteristika wie z. B. der Lokalisation im Korper, dem
Expressionsmuster oder den Zielzellen von den Neurotrophinen unterscheidet,
konnte tatsachlich auch einen Unterschied im Aktivierungsmechanismus aufweisen.
Die Protektionsstudien, die die Beeinflussung durch alkalische Phosphatase oder
ATPase Uberpriften, deuten auf eine signifikante Bedeutung einer ATP-Bindung fur
die Vermittlung von anti-apoptotischen Effekten hin, wahrend kovalent gebundenes
Phosphat eine untergeordnete Rolle zu spielen scheint. So konnte hier eine
Aktivierung durch ATP-Bindung im Vordergrund stehen. Jedoch werden

weiterfuhrende Experimente wie beispielsweise Markierungen mit radioaktivem [o-
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¥pPIATP oder [-?P]JATP notwendig sein, um diese Aktivierung naher

charakterisieren zu konnen.

4.4 Untersuchungen zu selbst exprimierten

Wachstumsfaktoren

Im Laufe der Studien wurde es notwendig, rekombinantes NGF und BDNF selbst zu
exprimieren, um einerseits den eigenen Bedarf zu decken und andererseits eine
Basis fur spatere Mutationen zu schaffen. Im Arbeitskreis Klumpp wurde von Frau
Dipl.-Biotechnologin Anja Hasche in E. coli-Stammen zunachst versucht, BDNF zu
produzieren. Das Verhalten des selbst exprimierten Proteins in unterschiedlichen
Experimenten entsprach genau den zuvor mit gekauftem BDNF erhaltenen
Resultaten. Die Untersuchungen zu Reinheit und Identitat des exprimierten Proteins
per Silbergel- und Western Blot-Analyse verliefen gemall unseren Erwartungen: die
nach der elektrophoretischen Auftrennung detektierten Banden entsprachen dem
theoretisch ermittelten Wert. Auch die Reinheit des exprimierten Proteingemischs
war zufriedenstellend.

Allein die biologische Aktivitat des BDNFs in Form der Neuroprotektion, lieR sich trotz
unterschiedlicher Ansatze und Konzentrationen nicht nachweisen. Diese Diskrepanz
zwischen den proteinchemischen Analysen, die keine Anhaltspunkte flr
Abweichungen vom gekauften Protein gaben, und den Versuchen an lebenden
Neuronen, die auf eine Behandlung mit jenem Protein keinerlei Effekte erkennen
lieken, veranlasste uns zu weiteren Kontrollversuchen. Im Arbeitskreis Klumpp
wurde schlieBlich experimentell bewiesen, dass die Phosphorylierungssignale im
Autoradiogramm und somit auch das vermeintlich charakteristische Verhalten bei
Saure-Lauge-Behandlung nicht auf BDNF, sondern auf ein nicht naher spezifiziertes
Fremdprotein aus dem E. coli-Lysat zurickzufihren sind. BDNF wurde zwar
exprimiert, lag aber offensichtlich in inclusion bodies vor, so dass eine biologische
Aktivitat und damit auch neuroprotektive Effekte nicht nachzuweisen waren.

Es existieren in der einschlagigen Literatur mehrere Quellen, die sich mit dem
Problem der inclusion bodies auseinandersetzen (z. B. Rudolph und Lilie, 1996).
Trotz der dort diskutierten unterschiedlichen Ansatze, das biologisch aktive Protein

zu gewinnen, blieb die Ausbeute jeweils sehr gering. Rattenholl et al. (2001)
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optimierten eine Methode, die als wesentlichen Unterschied zu vorherigen Ansatzen
die Expression von Pro-NGF als Kernstlick beinhaltete. Zunachst wurden die auch
hier entstandenen inclusion bodies solubilisiert, was eine Denaturierung des Proteins
verursachte. Bei der anschieRenden Renaturierung unterstitzte die Pro-Sequenz
offensichtlich die biologisch korrekte Faltung, so dass eine Ausbeute von ca. 35 %
des aktiven Proteins erreicht wurde. Die Pro-Sequenz lie® sich durch eine
Behandlung mit Trypsin abspalten.

Dank eines neuen Plasmids, das die Pro-Sequenz von BDNF enthielt und
freundlicherweise von Dr. Peder Madsen (Universitat Aarhus, Danemark) zur
Verfiugung gestellt wurde, konnte diese Methode fur alle folgenden Expressionen
angewandt werden. Das so gewonnene BDNF konnte sowohl durch Sequenzierung,
Western Blot- und Silbergelanalyse einwandfrei identifiziert werden, als auch parallel
dazu im Zellkulturmodell als neuroprotektiv wirksam befunden werden. Somit steht
uns nun ein rekombinanter, biologisch aktiver BDNF-Wildtyp zur Verfugung, der als
Ausgangspunkt fur zielgerichtete Mutationen dienen kann.

Parallel zu den Protektionsversuchen mit BDNF wurde auch die Pro-Form auf ihre
biologische Aktivitat getestet. Wie aus aktuellen Studien bekannt ist, binden Pro-
Neurotrophine mit hoherer Affinitat an p75, als die reifen Proteine. Dadurch werden
verstarkt apoptotische Effekte bei einer Behandlung mit Pro-Neurotrophinen
beobachtet (Lee et al., 2001; Ibanez, 2002). Das in unseren Experimenten getestete
Pro-BDNF hatte jedoch keinerlei schadigende Wirkung auf die kultivierten Neurone,
es wirkte im Gegenteil deutlich protektiv. Dieses Ergebnis kann einerseits mit der
Rezeptoren-Verteilung in der verwendeten Mischkultur zusammenhangen. Auf der
anderen Seite konnten Proteasen in der Zellkultur fir eine Spaltung des Pro-BDNFs
verantwortlich sein. Da bei der Praparation der Primarkulturen die Verwendung von
Papainlosung erforderlich ist, konnten Reste davon in der Zellkultur vorhanden sein.
In diesem Falle wurde der beobachtete protektive Effekt nicht auf Pro-BDNF,

sondern auf die reife Form des Neurotrophins zurtickgehen.

Mit dem im Arbeitskreis Klumpp exprimierten NGF wurde ahnlich verfahren.
Nachdem Reinheit und Identitat dberpruft worden waren, wurde die neuroprotektive
Potenz des Proteins im etablierten Staurosporin-Schadigungsmodell untersucht.

Da der Reinigungsprozess, der der Gewinnung des Proteins aus E. coli-Kulturen

nachgeschaltet ist, eine komplette Denaturierung mit anschlielRender Renaturierung
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beinhaltet, lie3 sich nicht ausschliellen, dass einzelne NGF-Proteine in einer
unnaturlichen Faltung und damit biologisch inaktiv vorlagen. Es wurde daher ein
Konzentrationsspektrum getestet, das bis in den mikromolaren Bereich reichte. Eine
deutliche neuroprotektive Wirkung des NGFs wurde hierbei nur in niedrigen
Konzentrationen beobachtet. Bei Zugabe hoher Konzentrationen der Proteinlosung
lag der Anteil der apoptotischen Zellen in den betreffenden Gruppen auf demselben
Niveau, wie die ausschliel3lich mit Staurosporin behandelten Zellen. Verantwortlich
hierfur konnte die Existenz von Fremdstoffen, wie z. B. Endotoxinen, in der
Proteinldsung sein, die in niedriger Konzentration von den Zellen toleriert werden und
dadurch den neuroprotektiven Effekt des NGFs nicht verschleiern, deren
neurotoxische Wirkung dann aber in hoheren Konzentrationen zum Tragen kommt.
In der Tat beweisen Untersuchungen von Garke et al. (2000), dass bei der
Herstellung von rekombinanten Wachstumsfaktoren in E. coli-Bakterien
Verunreinigungen mit Lipopolysacchariden anfallen. Des Weiteren sind
schadigenden Effekte dieser Lipopolysaccharide auf hippokampale Zellen erwiesen
(Lee et al.,, 2003). Der durch den Limulus-Amobozyten-Lysat (LAL)-Test ermittelte
relativ hohe Endotoxingehalt konnte durch weitere Reinigungsschritte reduziert und

so ein schadigender Einfluss minimiert werden.

Einen weiteren Anhaltspunkt zur Charakterisierung der Aktivierung erhielten wir aus
Experimenten mit [7-32P]ATP (Arbeitskreis Klumpp): die Form der Phosphorylierung

ist saurelabil und laugestabil. Diese Beobachtung ist von entscheidender Bedeutung

und lasst weitere Schlussfolgerungen hinsichtlich der Art der Phosphorylierung zu,
da dieses Verhalten ganz spezifisch fur bestimmte Phospho-Aminosauren ist. So
lassen sich Phosphatgruppen an den Aminosauren Serin, Threonin und Tyrosin nicht
durch Saurebehandlung hydrolysieren, wohingegen sich Uber Stickstoff gebundene
Phosphatreste wie bei Histidin, Lysin und Arginin sehr leicht im Sauren abspalten
lassen. Auch die Acyl-Phosphatgruppe des Aspartats ist saurelabil (Sickmann und
Meyer, 2001). Diese Uberlegungen spielen eine gewichtige Rolle bei der Entwicklung
von Mutanten, um so eine genaue Lokalisation der Phosphorylierung definieren zu
konnen.

Um diese Frage naher zu beleuchten, fuhrten wir eine dunnschicht-
chromatographische Untersuchung bestimmter Phospho-Aminosauren durch. Die

kommerziell nicht erhaltlichen Aminosauren Phospho-Histidin und Phospho-Lysin
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wurden nach einer Methode von Wei und Matthews (1991) synthetisiert. Das Ziel
dieser Untersuchung war ein Vergleich der Laufstrecken der Phospho-Aminosauren
mit denen des zuvor radioaktiv markierten und hydrolysierten rekombinanten BDNFs.
Es stellte sich leider erst in spateren Untersuchungen heraus, dass es sich in diesem
Fall bei dem selbst exprimierten Protein nicht um rekombinantes BDNF, sondern um
ein Fremdprotein aus E. coli handelte. Auch wenn das Ergebnis des Versuchs daher
nicht verwertbar ist, soll es dennoch an dieser Stelle angesprochen werden, um die
Vorgehensweise auch als Anhaltspunkt fur zukinftige Arbeiten, darzustellen.

Es zeigte sich, dass die Laufstrecke des Phospho-Histidins mit der des
hydrolysierten E. coli-Lysats Ubereinstimmte. Wurde sich dieses Resultat bei einem
Wiederholungsversuch mit BDNF reproduzieren lassen, waren die in der
Aminosauresequenz auftauchenden Histidinreste erste Angriffspunkte fur einen
Austausch mit einer nicht phosphorylierbaren Aminosaure wie Alanin. Diese
Mutanten mussten dann auf ihre Phosphorylierbarkeit und ihre neuroprotektive
Wirkung hin untersucht werden und koénnten so wichtige Hinweise auf die

Lokalisation der Aktivierungsstelle liefern.

4.5 Untersuchungen zu weiteren Wachstumsfaktoren

Um eine Vorstellung davon zu bekommen, inwieweit unsere Hypothese der
notwendigen Aktivierung von Wachstumsfaktoren auf weitere Vertreter dieser
Proteinklasse zutrifft, wurden einige von ihnen in dem etablierten Schadigungsmodell
in hippokampalen Primarkulturen neonataler Ratten untersucht.

Es wurden gezielt Wachstumsfaktoren gewahlt, deren neuroprotektive Effekte bereits
dokumentiert waren. So lassen sich Publikationen Uber EGF und seine protektiven
Effekte auf hippokampale Primarkulturen der Ratte finden (Maiese et al., 1993;
Maiese und Boccone, 1995). Auch fur IGF sind derartige Wirkspektren bekannt
(Mattson et al., 1993; Doré et al., 1997). Des Weiteren wurde seine regulierende
Rolle in apoptotischen Prozessen bereits intensiv untersucht (Ubersicht in Butt et al.,
1999).

Bei G-CSF handelt es sich um einen Wachstumsfaktor, der im allgemeinen zur
Behandlung von Chemotherapie-induzierten Neutropenien eingesetzt wird. Hier kann

G-CSF eine drastische Reduktion der Haufigkeit und des Schweregrades
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neutropenischer Infektionen bewirken (Crawford et al., 1991; Trillet-Lenoir et al.,
1993). In aktuellen Untersuchungen wurde allerdings seine protektive Wirksamkeit
bei Schlaganfall im Tiermodell und bei apoptotischen Schadigungen von kortikalen
und hippokampalen Rattenneuronen sowie SH-SY5Y-Zellen entdeckt (Schneider et
al., 2005). Auch CNTF ist in der Lage, protektive Effekte auf hippokampale
Rattenneurone auszuiiben (Semkova et al., 1999).

TGF-B1 wirkt je nach Zellpopulation und Entwicklungsstadium der Zellen anti- oder
pro-apoptotisch. So wurden beispielsweise seine apoptotischen Effekte auf
endotheliale Zellen dokumentiert (Hyman et al., 2002) wahrend in hippokampalen
Primarkulturen protektive Eigenschaften zum Tragen kommen (Zhu et al., 2002).

Die in der vorliegenden Arbeit dargestellten Ergebnisse sollen Aufschluss daruber
geben, fur welche weiteren Wachstumsfaktoren eine reversible Phosphorylierung die
Voraussetzung fur ihre biologische Aktivitat sein kann.

Bei den Experimenten mit den Wachstumsfaktoren CNTF und TGF-81 konnte in
unserer Versuchsanordnung keine protektive Wirkung nachgewiesen werden. Ein
Einfluss von alkalischer Phosphatase konnte daher auch nicht untersucht werden.
Obwohl protektive Effekte des CNTFs schon in hippokampalen Primarkulturen
beschrieben wurden, scheint der Schwerpunkt seiner Wirkung hauptsachlich auf dem
Schutz vor nekrotischen Einflussen zu liegen (Semkova et al., 1999). Ein Ausbleiben
der neuroprotektiven Effekte konnte also durch die Art der Schadigung, die in
unseren Experimenten apoptotischer Natur ist, erklarbar sein.

Obwohl protektive Effekte des TGF-f1 nach Staurosporinschadigung in
hippokampalen Primarkulturen neonataler Ratten beschrieben wurden (Zhu et al.,
2002), sind in den hier vorgestellten Versuchen keine schitzenden Einflisse zu
erkennen. Aufgrund keiner beobachtbaren neuroprotektiven Effekte in dem
verwendeten Modell wurden daher die Untersuchungen zu CNTF und TGF-B1

vorerst zuruckgestellt.

EGF wirkte in dem angewandten Modell eindeutig neuroprotektiv und reduzierte die
apoptotische Schadigung bis auf das Kontrollniveau der unbehandelten Zellen.
Wurde eine zeitgleiche Applikation von alkalischer Phosphatase durchgefuhrt, konnte
der signifikante protektive Effekt weiterhin nachgewiesen werden. Somit Iasst sich
ein deutlich unterschiedliches Verhalten von EGF zu NGF oder BDNF erkennen.
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Ahnlich wie bei VEGF scheint eine reversible Phosphorylierung fiir die Vermittlung
neuroprotektiver Effekte nicht notwendig zu sein.

Die Untersuchungen von IGF lieRen in unserer Versuchsanordnung eine deutlich
schutzende Wirkung vor Staurosporin-induzierter Apoptose erkennen; gleichwohl
zeigte sich bei simultaner Behandlung mit alkalischer Phosphatase eine Reduktion
dieser Neuroprotektion. Derselbe Befund ergab sich bei der Untersuchung von G-
CSF: auch hier wurde der deutlich nachzuweisende protektive Effekt durch den
Einfluss der alkalischen Phosphatase aufgehoben. Da also die neuroprotektive
Potenz dieser beiden Wachstumsfaktoren durch den dephosphorylierenden Einfluss
von alkalischer Phosphatase reduziert wird, wirden sich IGF und G-CSF besonders
fur eine eingehendere Untersuchung im Hinblick auf eine Aktivierung durch
reversible Phosphorylierungen und ATP-Bindungen eignen.

Tatsachlich scheinen also sowohl ATP-Bindungen als auch reversible
Phosphorylierungen von signifikanter Bedeutung bei der Aktivierung von
Wachstumsfaktoren zu sein. Allerdings weist das unterschiedliche Verhalten der
einzelnen Vertreter dieser Zytokine in den hier dargestellten Versuchen auf
Unterschiede des Aktivierungsprinzips hin (Ubersicht der Ergebnisse in Tab. 4-1).
Fir eine endgultige Aussage Uber den detaillierten Ablauf der Aktivierung sind daher
noch tiefergehende Studien notwendig, flr die diese Arbeit essentielle Anhaltpunkte
liefert.
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Untersuchter Neuroprotektive | Einfluss von | Einfluss von Markierung
Wachstumsfaktor Wirkung* AP ATPase durch
[y-*’P]ATP
NGF Ja Aufhebung Aufhebung Ja
der NP der NP
BDNF Ja Aufhebung Aufhebung Ja
der NP der NP
VEGF Ja Kein Einfluss | Aufhebung Vermutlich ja
der NP
EGF Ja Kein Einfluss - -
IGF Ja Aufhebung - -
der NP
G-CSF Ja Aufhebung - Ja
der NP
CNTF Nicht nachweisbar - - -
TGF-B1 Nicht nachweisbar - - -
Tab. 4-1: Ubersicht zu den Ergebnissen der untersuchten Wachstumsfaktoren
AP, alkalische Phosphatase; NP, Neuroprotektion; - = es liegen bislang noch keine Daten vor;

* -

Primarkulturen neonataler Ratten am 7. Kulturtag.
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5 Zusammenfassung

In einer Gesellschaft, die aufgrund eines hohen Lebensstandards, verbesserter
medizinischer Versorgung und weiteren technischen Neuerungen immer alter wird,
treten zunehmend degenerative Hirnerkrankungen und ischamische Vorfalle auf.
Nicht nur stellen diese Erkrankungen eine Belastung flur die betroffenen Patienten
und deren Angehorige dar, insbesondere in den westlichen Industrienationen haben
sie auch unmittelbar soziookonomische Konsequenzen. Umso dringlicher ist daher
die Aufgabe der Wissenschaft, neue Praventions- und Therapiemalinahmen auf
diesem Gebiet zu finden.

Zahlreiche Strategien mit neuroprotektiver Zielrichtung wurden in diesem
Zusammenhang bereits verfolgt. Speziell Therapieansatze mit Neurotrophinen
erwiesen sich aufgrund mangelhafter Effizienz oder intolerabler Nebeneffekte jedoch
in der Praxis meist als wenig geeignet.

Unsere Hypothese konnte die Grundlage fur neue Therapiestrategien darstellen, in
denen eine Beeinflussung des Aktivitdtszustands der Wachstumsfaktoren im
Vordergrund stehen konnte. Unsere Annahme, dass Wachstumsfaktoren, speziell
NGF und BDNF, einer Aktivierung bedlrfen, um an ihre spezifischen Rezeptoren
binden und so bestimmte Effekte vermitteln zu kdnnen, wurde durch die in dieser
Arbeit vorgestellten Studien weiter gefestigt.

So konnte gezeigt werden, dass das Einwirken eines dephosphorylierenden Enzyms
— in unserem Fall der alkalischen Phosphatase — die neuroprotektive Wirkung von
NGF und BDNF in hippokampalen Primarkulturen vollstandig aufhebt. Diese Befunde
wurden sowohl in verschiedenen Zellkultursystemen wie auch mit unterschiedlichen
Schadigungsmethoden bestatigt. Ebenso bewirkte eine simultane Applikation von
ATPase eine drastischen Reduktion jener anti-apoptotischer Effekte. Unter
Einbeziehung von Ergebnissen, denen massenspektrometrische Untersuchungen
von phosphorylietem NGF zugrunde lagen, kann man von einer ATP-Bindung an
NGF ausgehen, die fur die biologische Aktivitat relevant ist.

Da die durchgefluhrten Experimente zwar auf die zusatzliche Bedeutung einer oder
mehrerer reversiblen Phosphorylierungen hindeuten, aber aufgrund experimenteller
Voraussetzungen keine endgultige Aussage zulassen, muss dieser Punkt in weiteren

Studien naher beleuchtet und untersucht werden.
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Die hier vorgestellten Befunde zeigen, dass nicht alle Wachstumsfaktoren in gleicher
Weise auf die Dephosphorylierung oder ATP-Hydrolyse reagieren: VEGF wirkt trotz
Anwesenheit der alkalischen Phosphatase protektiv, wahrend bei Behandlung mit
ATPase jegliche schitzende Wirkung verloren geht. Ebenso zeigte sich in den
Experimenten mit EGF keine Beeinflussung durch eine dephosphorylierende
Behandlung. IGF und G-CSF lassen ein ahnliches Verhalten wie die Neurotrophine
NGF und BDNF erkennen und koénnen ihre anti-apoptotischen Effekte nur in
Abwesenheit von alkalischer Phosphatase vermitteln.

Somit lasst sich feststellen, dass Wachstumsfaktoren tatsachlich einer Aktivierung
bedurfen, bei der ATP die tragende Rolle beigemessen werden muss. Fur NGF kann
man eine ATP-Bindung annehmen, die relevant flr die biologische Aktivitat des
Proteins ist. Die Frage nach einer kovalenten Phosphatbindung muss durch
verfeinerte Untersuchungsmethoden in zukunftigen Studien detaillierter betrachtet
werden. Ebenso sollte in weiteren Experimenten analysiert werden, ob und wie eine
Deaktivierung der Wachstumsfaktoren stattfindet. Hier konnten beispielsweise
Phosphatase-Domanen der Wachstumsfaktoren selbst oder am Rezeptorprotein eine
Rolle spielen.

Zur Klarung und weiteren Erforschung der genannten Punkte steht uns selbst
exprimiertes, rekombinantes NGF und BDNF zur Verfigung, deren biologische
Aktivitat nachgewiesen werden konnte und die die Basis fur die Herstellung von
Mutanten sind.

Die gezielte Beeinflussung des Aktivitatszustands von Wachstumsfaktoren konnte
sich als eine innovative und elegante Strategie erweisen, um insbesondere Patienten
mit Morbus Alzheimer oder der Parkinson-Krankheit zu therapieren, die Effizienz der

Therapie zu steigern und Nebenwirkungen zu reduzieren.
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