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1 Einleitung

1. Einleitung

1.1. Das Protein S100B

S100B ist ein Protein mit 92 Aminosauren, codiert von einem Gen auf
Chromosom 21q22 mit einem Molekulargewicht von 10.713 Da. Es gehort zur
Gruppe der S100-Familie, welche zwei Kalziumbindungsstellen in einer Helix-
Loop-Helix (EF-Hand) Formation besitzt (Marenholz et al., 2006; Tsoporis et
al., 2010). Der Name dieser Proteinfamilie leitet sich von der Eigenschaft ab,
zu 100% in Ammonium-Sulfat mit einem neutralen pH-Wert I6slich zu sein
(Moore et al., 1965).Bis heute sind 25 Mitglieder dieser Familie bekannt, die

ausschlieBlich bei Wirbeltieren vorkommen (Sedaghat et al., 2008).

Aufgrund ihrer kalziumbindenden Fahigkeit kdnnen die Mitglieder der S100-
Familie durch Kalzium als second messenger aktiviert werden und mit
weiteren Proteinen interagierend deren Funktion beeinflussen. Eine
Ausnahme bildet S100A10, welches unabhangig von Kalzium seine
Regulatorfunktion ausubt und S100G, der als Kalziumpuffer im Zytosol agiert
(Donato et al., 2009; siehe Abb. 1). Abgesehen von S100G liegen alle
Mitglieder dieser Familie meist als Homo- und seltener als Heterodimere in
der Zelle vor. Vereinzelt wurden auch Oligomere beobachtet (Donato et al.,
2009).

S100B, das erste entdeckte Mitglied der S100-Familie, wird unter
physiologischen Bedingungen in verschiedenen Zellarten wie z. B. in
Astrozyten und Oligodendrozyten, Schwannzellen, Adipozyten, bestimmten
neuronalen Populationen, Chondrozyten, Melanozyten und Dendritischen
Zellen exprimiert und kommt im Nukleus und/oder Zytoplasma vor (Yang et al,
1999; Donato and Heizmann, 2010). Es existiert dabei meist als S100 Bp
homodimer und seltener als Heterodimer mit einer B- und einer S100 a1-
Untereinheit (Isobe et al., 1983).



1 Einleitung

Ca?*-5100
) [Ca"‘“’]’ ) ~ W4
Can intracellular y % target
(a2 \/protein
A S100 Target

Py f% Protein Complex
fgﬁ%&f" o

el
: target
apo-S100 pro?ein

4 [Ca*]

Biological Effect

24
intracellular Ca\
Caz.

Abb. 1: Konformationsdnderung von S100B:
S100B kann nach einer Kalziumbindung und anschlieRenden
Konformationsanderung an seine Zielproteine binden und somit

Zellvorgange beinflussen (nach Weber).

Im Allgemeinen beeinflusst S100B intrazellulare Signaltransduktionswege
meist in einem kalziumabhangigen Mechanismus durch Interaktion mit
zahlreichen Targetproteinen. Hierbei flihrt es unter anderem zu einer
Regulierung von Proteinphosphorylierungen, Enzymaktivitdt und der
Transkription (siehe Abb 2). Dabei kommt es unter anderem zu einer
Interaktion mit Regulatorproteinen wie der Proteinkinase C (PKC) dem anti-
apoptotischen Protein Bcl-2 und dem Tumorsuppressorprotein p53 (Landar et
al., 1996).

S100B kann auch extrazellulare Vorgange als Signalmolekul regulieren und
spielt unter anderem bei der Modulation neuronaler Netzwerke im Gehirn eine
wichtige Rolle(Sakatani et al., 2008).
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Abb.2: Intrazellulare Wirkungen von S100B (modifiziert nach

Donato und Heizmann, 2010)

Autokrine und parakrine Effekte von S100B auf Neuronen und Gliazellen
werden immer weitreichender (Zimmer et al., 1995; Donato, 2001, 2003;
Rothermundt et al., 2003).Es konnte gezeigt werden, dass nach zahlreichen
verschiedenen neuronalen Schadigungen z. B. dem ischamischen
Schlaganfall, ZNS-Trauma, neurodegenerativen Erkrankungen wie Morbus
Alzheimer und Morbus Parkinson, aber auch bei neuropsychiatrischen
Erkrankungen wie Schizophrenie das Protein im Serum hochreguliert wird
(Rothermundt et al., 2001, 2003). Aber auch nach starker korperlicher
Belastung wie bei Langstreckenlaufern wurde eine Serumproteinerhéhung
verzeichnet (Otto et al., 2000).

Schon vorangegangene Arbeiten konnten zeigen, dass die Rolle, die das
Protein in zahlreichen Zellvorgangen einnimmt, konzentrationsabhangig ist.
Demnach zeigt sich, dass S100B abhangig von seiner Konzentration sowohl
neuroprotektive als auch neurotoxische Effekte haben kann (Huttunen et al.,
2000). In einem ersten Schritt zum Verstandnis des Wirkmechanismus konnte
unter anderem in unserer Arbeitsgruppe gezeigt werden, dass S100B in sehr
geringen Konzentrationen einen Nuklear-Faktor kB (NF-kB) abhangigen
neuroprotektiven Effekt gegen den NMDA-induziertenexzitotoxischen Zelltod
zeigt (Kogel et al., 2005).
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1.2.Neuroblastome und hippokampale Neurone

Neuroblastome im Allgemeinen sind verantwortlich fur 10% aller Tumore im
Kindesalter und sind, trotz zahlreicher wissenschaftlicher Untersuchungen
noch immer die haufigste tumorbedingte Todesursache bei Kindern (Pearson
et al., 2000). Der neuroektodermale Tumor geht aus Neuroblasten hervor, die
von der primitiven Neuralleiste (z. B. paravertebrale Ganglien im Grenzstrang
des Sympathikus) abstammen. Haufig sind diese Tumore in der Initialtherapie
noch sensibel gegenuber einer Chemo- oder Radiotherapie, zeigen als
Rezidive jedoch meist eine Resistenz gegen solche Therapieformen (Twedle
et al., 2001). Eventuell kann dies durch eine nachfolgend naher beschriebene,
im Verlauf der Therapie auftretende p53 Mutation erklart werden.

Die in dieser Arbeit benutzte Neuroblastomzelllinie SHSYS5Y hat zahlreiche
Anhnlichkeiten mit Neuronen. Unter anderem konnten in diesen Zellen
verschiedene Enzymaktivitaten (z. B. Tyrosin und Dopamin-B-Hydroxylase),
eine spezifische Aufnahme von Norepinephrin (NA), Expression von
Neurofilamentproteinen sowie die Expression von opioiden und
muscarinergen Rezeptoren nachgewiesen werden, welche als neuronale

Marker dienen (Ciccarone et al., 1989).

Der Hippokampus, benannt nach dem lateinischen Wort flir Seepferdchen, ist
ein zentraler Baustein des limbischen Systems im Temporallappen des
Grol3hirns. Abgesehen von seinen zahlreichen Funktionen beim Lernen,
Gedachtnis und Empfinden hat er aufgrund seiner hohen Dichte an
glutamatergen Zellen und NMDA-Rezeptoren einen hohen Stellenwert fir die
Erforschung von Krankheiten, die auf einer Fehlfunktion dieser Zellen

beruhen.

Um die Rolle von S100B bei dem Schutz vor Apoptose in primaren
hippokampalen Neuronen und menschlichen Neuroblastomzellen besser zu
verstehen, wurde bei dieser Arbeit auf verschiedene, zelltodinduzierende

Behandlungen zurtckgegriffen.



1 Einleitung

1.3. Apoptose

Apoptose (griechisch apo: ,weg“ und ptosis: ,Fall’), eine Analogie an das
Fallen der Blatter im Herbst, ist ein vielbeschriebener, essentieller
Zelltodmechanismus der Zelle in physiologischen und pathologischen
Zustanden. Pro Jahr werden ca. 13000 Publikationen Uber dieses Thema
veroffentlicht (Lawen, 2003). Bereits 1951 gab es erste Beschreibungen, dass
der apoptotische Zelltod eine wesentliche Rolle bei der Entwicklung,
insbesondere der Embryogenese mehrzelliger Organismen einnimmt
(Glueksmann, 1951). Bereits kurze Zeit spater wurde dann zum ersten Mal
der Begriff vom programmierten Zelltod (PCD) verwendet, was einen nicht
zufalligen, koordinierten Ablauf der Zelle zur Selbstzerstérung impliziert
(Lockshin et al., 1964). Der Begriff Apoptose selbst wurde als erstes in einer
Publikation von Kerr 1972 verwendet (Kerr et al., 1972).

Apoptose spielt nicht nur in der Embryogenese, wie z. B. bei der
Differenzierung der Finger und GliedmalRen oder der Entwicklung des
Gehirns, bei dem etwa die Halfte der gebildeten Neurone durch den
programmierten Zelltod verstirbt, eine wichtige Rolle, sondern nimmt auch
eine herausragende Stellung im Erwachsenenalter bei der Differenzierung,
Proliferation, Entfernung potentiell schadlicher Zellen wie Tumorzellen,
Regulation des Immunsystems und der Hamostase ein (Zuzarte-Luis et al.,
2002; Hutchins et al., 1999; Fadeel et al., 1999).

Auch durch die folgende beeindruckende Zahl wird die physiologische
Bedeutung der Apoptose verdeutlicht: Im menschlichen Kdérper werden etwa
100.000 Zellen durch Mitose pro sec. gebildet und es sterben in der gleichen
Zeit etwa die gleiche Anzahl durch Apoptose (Vaux et al., 1999). Es ist somit
schnell verstandlich wie fatal eine Schadigung dieses Gleichgewichts durch
zu viel Apoptose, wie z. B. bei der Parkinson- oder Alzheimer-Krankheit, oder

zu wenig Apoptose, wie bei zahlreichen Tumorerkrankungen, sein kann.
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Apoptotische Zellen sind durch eine Reihe stereotypischer Veranderung
gekennzeichnet: Zunachst kommt es zu einer Chromatinkondensation im
Zellkern, einer Zellschrumpfung und einem Kontaktverlust zu den
angrenzenden Nachbarzellen. Die Plasmamembran fangt an zu ,brodeln®, es
bilden sich Blaschen an der Oberflache und schlieRlich wird die Zelle in
membranumschlossene Vesikeln sog. ,apoptotic bodies zerteilt. Diese
enthalten neben dem kondensierten Chromatin, auch das Zytosol und die
Organellen. Diese Fragmente werden dann durch Makrophagen phagozytiert
und es kommt anders als bei der Nekrose zu keiner Entzindungsreaktion und
keiner Schadigung der Nachbarzellen (siehe Abb. 3; Van Cruchten et al.,
2002)

Apoptosis “Budding” Apoptotic Bodies

(cell shrinks, chromatin condonsos) are phagozytosed;
no inflammation
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Abb. 3: Apoptose vs. Nekrose

Wahrend es bei der Apoptose nach einer Zellschrumpfung und
Chromatin-Kondensierung zu einer Bildung von ,Apoptose-Kdrperchen®
kommt, die die Organellen sowie Zytosol und Zellkernfragmente
beinhalten und anschlieBend phagozytiert werden, kommt es bei
nekrotischen Zellen zu einer zunehmenden Schwellung,
Zelldurchlassigkeit und Zelluntergang mit Freisetzung der intrazellularen
Bestandteile in das umgebende Gewebe mit resultierender Inflammation
(nach Van Cruchten, 2002).
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FUr die Initiierung der Apoptose werden im Allgemeinen zwei Signalwege
unterschieden: Zum einen gibt es den extrinsischen rezeptorvermittelten Weg,
zum anderen den intrinsischen mitochondrialen Weg.

FUr den extrinsischen Weg sind einige in der Plasmamembran liegende
Todesrezeptoren wie TNFR1 (tumor necrosis factor receptor 1) und p75NTR
(Fas und NGF-Rezeptor) hauptverantwortlich.Diese werden durch
extrazellulare Liganden aktiviert. Zu den wichtigsten zahlen Fas (auch Apo-1
oder CD95), TNFa (tumor necrosis factor alpha) und NGF (nerve growth
factor) (Ashkenazi, 2002; Lavrik et al., 2005).

Der intrinsische Signalweg wird durch zahlreiche intra- und/oder extrazellulare
Stresssignale wie DNA-Schadigung oder oxidativen Stress aktiviert (Wang et
al., 2001). Diese Signale fuhren durch eine Veranderung der mitochondrialen
Membran zu einem Cytochrom-c Ausstrom aus dem Mitochondrium in das
Zytosol (Bernardi et al., 1999).

Beide Signalkaskaden haben einen gemeinsamen Ablauf ab dem Level der
sog. (Effektor)Caspasen (cysteine aspartic acid proteases), den
Schlisselenzymen fur die Apoptoseausfiihrung. Diese haben einen
Cysteinbaustein im aktiven Zentrum und besitzen die Eigenschaft nach einem
Aspartat zu spalten. Es sind aktuell 12 Caspasen in Saugetieren bekannt, die
in den letzten Jahren zunehmend auch in nicht-apoptotischen Vorgangen wie
Synapsen-Plastizitat, Dendriten-Entwicklung, Lernen und
Gedachtnisprozessen eine wichtige Rolle einnehmen (Li et Sheng, 2012). Sie
werden als Pro-Enzyme gebildet und durch andere Caspasen oder
autokatalytisch aktiviert, was in einer Caspasen-Kaskade resultiert (Earnshaw
et al., 1999).

Man unterscheidet bei der Apoptose-Einleitungzwei Arten von Caspasen (Li et
Yuan, 2008):

» die Initiatorcaspasen (upstream caspases): 2,8,9,10

* die Effektorcaspasen (downstream caspases): 3, 6, 7

 (die Ubrigen Caspasen spielen eher eine Rolle fur die

Zytokinreifungoder Autoimmunprozessen als bei der Apoptose).
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Beim extrinsischen Signalweg kommt es nach Anlagerung extrazellularer

Liganden an einen Todesrezeptor zunachst zu einer intrazellularen
DISC(death-inducing
Aktivierung der Initiatorcaspase 8 (und 10). Beim intrinsischen Weg wird nach
durch

Mitochondrienmembran Cytochorm-c freigesetzt, welches nach Bindung an

signaling complex)-Bildung mit anschliefiender

verschiedenen Stressstimuli Porenbildung an der
APAF-1 (Apoptosis protease-activating factor 1) in einem ATP-abhangigen
Mechanismus zu einem Apoptosom oligomerisiert und dann seinerseits
Caspase 9 aktiviert.

Diese Initiatorcaspasen haben dann die Aktivierung der Effektorcaspasen 3, 6
und 7 gemeinsam (Abb.3; Sartorius et al., 2001; Denault et al., 2002,

Earnshaw et at., 1999).
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Abb. 3: Caspasen-Aktivierung beim intrinsichen und extrinsichen

Signalweg (modifiziert nach Li und Sheng, 2012).

Auch eine gegenseitige Beeinflussung der beiden Signalwege wurde
beschrieben. Ist z. B. ein vorhandener externer Reiz nicht stark genug fir eine
Apoptoseinduktion, kann durch Caspase 8 proteolytisch Bid, ein Bcl-2
Familienmitglied (siehe unten) aktiviert werden, welches seinerseits den

Ausstrom von Cytochorm-c erleichtert (Luo et al., 1998).
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1.4. Exzitotoxizitat durch NMDA-Schadigung und Hypoxie:

Der Begriff Exzitotoxizitdt, zusammengesetzt aus den Worten excitare
(lateinisch) = treiben und toxicon (griechisch) = Gift, beschreibt einen durch
,Ubererregung® von Neuronen und Gliazellen herbeigefiihrten
Neuronenuntergang. Der exzitatorische Neurotransmitter Glutamat, der
vielleicht wichtigste und mit einer Konzentration von 5-10 mmol/kg Gewebe
(Butcher et al., 1987) am haufigsten vorkommende Transmitter im zentralen
Nervensystem, wird hauptsachlich mit dieser Art der Zellschadigung in
Verbindung gebracht. Glutamat hat im Gehirn zahlreiche Schllsselfunktionen
- von der neuronalen Entwicklung (Komuro et al., 1993) bis hin zur neuronalen
Signaltransduktion, der synaptischen Plastizitat, dem Lernmechanismus, dem
Gedachtnis und der sensorischen Wahrnehmung (Cavalheiro et al., 2001). So
ist es auch wenig verwunderlich, dass eine mit Glutamat vergesellschaftete
Neurotoxizitat, erstmals beschrieben 1957 (Lucas et al.,, 1957), bei
zahlreichen Erkrankungen im zentralen Nervensystem im Mittelpunkt steht.
Gepragt wurde der Begriff der Glutamat-Exzitotoxizitat von Olney, der durch
subkutane Glutamatinjektionen in Mausen, Lasionen im Gehirn beschrieb
(Olney, 1969). Eine glutamatabhangige Exzitotoxizitat ist sowohl in akuten
Lasionen wie Ischamien (Sisjo et al., 1995) und Neurotraumata (Zhang et al.,
1996) als auch bei chronischen neurodegenerativen Erkrankungen wie
Alzheimer, Parkinson (Price, 1999) und Multipler Sklerose (Smith et al., 2000)
mehrfach beschrieben. Auch bei der Amyotrophen Lateralsklerose (ALS),
Chorea major (Huntington) und epileptischen Anfallen spielt Glutamat eine
wichtige  pathophysiologische Rolle.  Obwohl  weiterhin  zahlreiche
Forschungsarbeiten Uber neuronale Exzitotoxizitat durchgeflhrt werden, gibt
es bis heute keine signifikanten klinischen Therapien fur einen neuronalen
Schutz gegenilber exzitatorischer Zellschadigung z. B. nach Ischamien oder

Traumata.

Aus Synapsen freigesetztes Glutamat aktiviert mehrere Rezeptortypen, die in
zwei Hauptgruppen - die ionotropen (ligandengesteuerten lonenkanale) und

metabotropen (G-Protein gekoppelten) Glutamatrezeptoren - eingeteilt
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werden. Sie unterscheiden sich unter anderem aufgrund ihrer Liganden und
Signaltransduktionswege. Die ionotropen Rezeptoren werden wiederum
aufgrund ihrer Affinitat zu exogenen Agonisten unterteilt in NMDA- (N-Methyl-
D-Aspartat), AMPA- (a-Amino-3-hydroxy-5-methyl-4-Isoxazole Propionsaure)
und KA- (Kainat) Rezeptoren (Simon et al., 1994). Entscheidend fur die
kalziumabhangige Exzitotoxizitat ist der ionotrope NMDA-Rezeptor (Choi,
1988).

Kommt es z. B. durch einen ischamischen Schlaganfall zu einer
Minderversorgung der Zelle mit Sauerstoff und Glukose und damit einem
Energieverlust, ist die Natrium-Kalium-Pumpe der Zellmembran nicht mehr
(voll) funktionsfahig. Unweigerlich kommt es zu einer Depolarisation der
Membran, einer Aktivierung spannungsabhangiger Kalziumkanale und damit
zur prasynaptischen Freisetzung von exzitatorischen Neurotransmittern, vor
allem von Glutamat. Es kommt hinzu, dass die energieabhangigen Glutamat-
Transporter, die normalerweise eine Wiederaufnahme in die Zelle
ermdglichen und die Glutamatkonzentration im intersynaptischen Spalt
konstant halten (Huang et al., 2004), ebenfalls ihre Funktion verlieren und
damit zusatzlich einen Anstieg des Transmitters im Extrazellularraum zur

Folge haben.

In der Folge zeigt sich eine Aktivierung der NMDA-Rezeptoren, die einen
Einstrom von Kationen, hauptsachlich Kalzium, zur Folge hat. Dieser NMDA-
abhangige, erhohte Kalziumeinstrom, aufgrund eines verlangerten und
verstarkten Glutamatreizes, kann Zelltodmechanismen auslésen oder
erleichtern (Sattler et al., 2001). Es konnte gezeigt werden, dass der
Kalziumeinstrom essentiell fur die Glutamat-abhangige Neurotoxizitat ist
(Choi, 1985). Zusatzliche Kalziumfreisetzung aus intrazellularen Speichern
fuhrt zudem zu einer zusatzlichen Glutamatfreisetzung, einem Circulus
vitiosus. Normalerweise wird ein Kalziumeinstrom, notwendig fur
physiologische Prozesse wie Lernen und Erinnern, durch das
Endoplasmatische Retikulum und dem Mitochondrium abgepuffert. Ist der
Einstrom jedoch zu grof, kommt es in der Mitochondrienmembran zu einer
Depolarisation mit Freisetzung proapoptotischer Faktoren wie Cytochrom-c

und damit einer Apoptoseinitiierung.
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Abb. 4: Grundlage der neuronalen Exzitotoxizitat

Der exzitatorische Neurotransmitter Glutamat wird nach einer
Depolarisation im prasynaptischen Neuron in den intersynaptischen
Spalt freigesetzt. Dort bindet es unter anderem an NMDA-Rezeptoren
des postsynaptischen Neurons und fluhrt zu einem vermehrten
Kalziumeinstrom in die Zelle und schlussendlich zu einem Zelluntergang
(modifiziert nach Moritani et al., 2002).

AuBerdem kann intrazellulares Kalzium direkt zahlreiche katabole
Enzymsysteme wie Nukleasen, Phospholipasen und Proteasen aktivieren, die
wiederum durch Proteolyse, DNA-Fragmentierung und

Proteinphosphorylierung einen Zelltod triggern (Orrenius et al., 1994).

Die Aktivierung von Caspasen im Rahmen des exzitotoxischen Zelltodes
wurde ebenfalls beschrieben. Es konnte dabei durch die Applikation
zahlreicher Caspaseinhibitoren eine Neuroprotektion gegenuber NMDA-
inudzierten Zelltod erreicht werden (Du et al., 1997; Tenneti et al., 1998).

Ein dritter Zelltodmechanismus nach Kalziumeinstrom ist die Bildung freier
Radikale wie Stickstoffmonoxyd (NO) (Dawson et al., 1991). Die NO-Toxizitat
ist unter anderem durch DNA-Strangbriche einer der wichtigsten Mediatoren
fur den anschlieRend endgultigen neuronalen Zelluntergang (Haider et al.,
2011; Aquilano et al., 2011).
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1.5. DNA-Schadigungsmodelle und proteasomaler Stress

durch UV-Bestrahlung, Etoposid und Epoxomicin

In gesunden menschlichen Zellen setzt eine DNA-Schadigung eine Reihe von
Signalkaskaden in Kraft, die das Ziel haben einen Zellzyklusarrest und die
Reparatur der geschadigten DNA zu koordinieren. Diese Antwort hat eine
genomische Stabilitat zur Folge und verhindert die Akkumulation genetischer
Mutationen und die Entstehung von Tumoren, oder im zentralen
Nervensystem auch einer neurodegenerativen Entwicklung. Gleichwohl
spielen diese Mallnhahmen auch eine entscheidende Rolle bei
physiologischen Vorgangen wie Wachstum, Differenzierung und Entwicklung

der Zelle und des Organismus.

Menschliche Neuronen haben neben ihrer post-mitotischen,
enddifferenzierten und unersetzbaren Eigenschaften einen sehr hohen
metabolischen Umsatz mit einhergehender hoher Transkriptions- und
Translationsaktivitdt. So werden vermehrt Sauerstoffradikale angehauft.
Dementsprechend hdher und schwerwiegender ist die Gefahr von DNA-

Schadigungen (Barzilai et al., 2008).

Normalerweise kommt es nach einer DNA-Schadigung in einer Zelle zur
schnellen Detektion durch sog. Sensorproteine. Diese setzen dann eine
hierarchische Kaskade in Kraft, bei der es mit Hilfe von Effektorproteinen zu
einem Zellzyklusarrest und anschlieRender DNA-Reparatur kommt. Ist dies,
aus welchen Griunden auch immer, nicht (mehr) moglich, wird eine Apoptose
eingeleitet (Su et al., 2006).

Zur DNA-Reparatur werden im Allgemeinen zwei Mechanismen
unterschieden: die Basenexzisionsreparatur bei Fehler in der Basenpaarung
und die Nukleotidexzisionsreparatur, bei der wiederum zwischen einer
Reparatur in transkriptionsinaktiven (GGR: Global Genome Repair) und
transkriptionsaktiven (TCR: Transcription Coupled Repair) Bereichen

unterschieden wird.
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Beim letzteren spielt die RNA-Polymerase |l eine entscheidende Rolle. Diese
ist normalerweise fur die Transkription der flr Proteine kodierenden Gene in
eine mRNA verantwortlich. Kommt es an einer Stelle zu einer DNA-
Schadigung, so wird die RNA-Polymerase dort in ihrer Transkriptionsaktivitat
blockiert und initiiert wichtige Reparaturmechanismen. Dieser RNA-
Polymerase llI-Arrest kann dann unter anderem durch eine Aktivierung des
Tumorsuppressors p53 eine Apoptose in Gang setzen (Derheimer et al.,
2007).

Es sind zahlreiche Mechanismen beschrieben worden, die zu einer DNA-
Schadigung fuhren. Durch UV-Strahlung kommt es zur direkten DNA
Schadigung, hauptsachlich verursacht durch die Formation von Pyrimidin-
Dimeren (Schreiber et al., 1995). Nach DNA-Schadigung durch UV-
Bestrahlung in zahlreichen Zellarten spielt p53 bei der anschlieRenden

Apoptoseinduktion eine herausragende Rolle (Sanchez and Elledge, 1995).

Die Topoisomerase Il ist ein Schlisselenzym in der DNA-Replikation. Sie
existiert in Saugetieren in den zwei verschiedenen Isoformen a und 3 (Wang,
2002). Etoposid bindet an die aktivere und fur Replikation essentiellere
Isoform lla und bildet einen nicht-kovalenten und reversiblen Komplex (Elsea
et al., 1993). Etoposid fuhrt dementsprechend konzentrationsabhangig zu
einer Stabilisierung des Bindungskomplexes und durch den Funktionsverlust
der Topoisomerase Il zu einer fehlerhaften DNA-Reparatur oder Replikation
und schlussendlich zu einem genotoxischen und apoptosesteigerndem
Ergebnis (Li et al., 2001). Die Topoisomerase Il ist wegen ihrer essentiellen
nuklearen  Funktion auch der primare Wirkungsort zahlreicher
Chemotherapeutika. Fur einige Zeit wurde auch Etoposid regelmaRig in der
Tumortherapie, z. B. in humanen Neuroblastomzellen, eingesetzt (Striborova
et al., 2010).

Das 26S-Proteasom ist ein makromolekularer intrazellularer
Proteasekomplex, welches flir den Abbau von ubiquitinierten Proteinen
verantwortlich ist. Es kontrolliert unter anderem den Abbau defekter oder
kurzlebiger Proteine, welche wichtige Regulatorfunktionen bei der Zellteilung,

Transkription, Zelldifferenzierung und Apoptose einnehmen.
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Eine Fehlfunktion des Proteasoms hat meist verheerende Folgen fur den
Zellzyklus, DNA-Reparaturmechanismen und das Uberleben der Zelle (King
et al., 1996, Ciechanover et al., 2000). Epoxomicin ist ein sehr spezifischer,
potenter und irreversibler Proteasominhibitor (Meng et al., 1999). Eine
kovalente Bindung des Peptids mit dem Proteasom flhrt meist zu einer p53-
Steigerung und Uber eine Caspaseaktivierung zur Apoptoseeinleitung
(Kloetzel, 2001).

1.6. p53 und seine weitreichenden Wirkungsmechanismen

p53 ist ein vor 30 Jahren zunachst in Tumorzellen entdecktes, nukleares
Phosphoprotein (Lane et al., 1979; Linzer et al., 1979). Als eines der ersten
Funktionen des Proteins wurde die Sequenz-abhangige Bindung an die DNA
und die Transkriptionsaktivierung zahlreicher Gene entdeckt (Fields et al.,
1990; Kern et al., 1991). p53 ist fur die Aktivierung zahlreicher Proteine wie
z.B. p21WAF1, MDM2 (HDM2 in Menschen), den proapoptotischen Bcl-2
Proteinen wie Bax, PUMA und Noxa sowie der Herunterregulierung anderer
Proteine wie Bcl-2 und Bcl-XI verantwortlich (Miyashita et al., 1995; Nakano et
al., 2001; Oda et al., 2000; Haldar et al., 1994).

p53 kann aufgrund seiner Eigenschaft sowohl beide oben naher
beschriebenen Caspase-abhangigen Apoptosesignalwege aktivieren als auch
Caspase-unabhangig zu einem Zelltod flhren. Der extrinsische Weg kann
durch transkriptionelle Induktion sog. Todesliganden wie FAS und DRS5
aktiviert werden (Owen-Schaub et al., 1995, Wu et al., 1997). Und auch die
genannte Familie der proapoptotischen Bcl-2 Proteine, die hauptsachlich den
intrinsischen Signalweg mit dem Ausstrom von Cytochrom-c kontrolliert, kann

durch p53 aktiviert werden.
Trotz einer normalerweise geringen Zellkonzentration, aufgrund einer kleinen

Halbwertszeit von 20 min., Ubernimmt p53 eine Uberragende Rolle in der

Kontrolle zahlreiche Zellvorgange.
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Zellmobilitat, Zelladhasion, DNA-Reparatur, zellulare Alterung, Autophagie,
Membranfunktionen,  Zelldifferenzierung und Induktion  pluripotenter
Stammzellen sind nur einige der wichtigsten Funktionen (Vousden et al.,
2009; Hong et al., 2009).

Zusatzlich existieren intrazellular latente, nicht trankriptionsaktive Mengen von
p53. Bei zellularen Stresssituationen, wie DNA-Schadigung durch UV-
Strahlung, akkumuliert p53 in der Zelle. Denn normalerweise kann MDM2,
selbst hochreguliert durch p53, in einem autoregulatorischem Loop, Ubiquitin-
abhangig an p53 binden und dieses inaktivieren (Degradation). Ist jedoch, wie
in zahlreichen Tumorzellen, p53 mutiert, kann das Protein MDM2 (mouse
double minute 2) nicht mehr an p53 binden und dessen Funktion als
Transkriptionsfaktor blockieren. Es resultiert eine Akkumulation von p53 und
einer Reihe nicht funktionsfahiger Proteine in der Zelle. p53 kann auf
zellularen Stress mit Zellzyklusarrest oder Apoptoseinduktion antworten.
Letzteres kann abhangig vom Zelltyp transkriptionsabhangig oder unabhangig
geschehen. In vielen Zellreihen wird daflr durch p53 die Transkription von
BAX induziert. BAX ist ein proapoptotisches Gen, welches mitochondriale
Poren formt und dadurch zu einem Ausstrom von Cytochrom-c aus Zytosolen
fuhrt, welche wiederum ihrerseits die beschriebene Caspasenaktivierung und
damit die Apoptose der Zelle zur Folge hat. Es kann jedoch auch, abhangig
von bestimmten Faktoren, zunachst ein WAF1-induzierter Zellzyklusarrest
eintreten. Dabei werden durch WAF1, selbst hochreguliert durch p53, Cyclin-
abhangige G1-Kinasen inhibiert und der Zellzyklusprogress von G1 zur S-
Phase geblockt. So bekommt die Zelle zunachst die Chance, notwendige
Reparaturen durchzuflihren. Erst wenn diese auch nicht erfolgreich sein
sollten, wird erneut der Apoptosemechanismus aktiviert (Abb. 5) (Levine,
1997; Kirsch et al., 1998).

Auler den beschriebenen transkriptionsabhangigen
Apoptoseinduktionswegen kann p53 auch durch direkte Translokation zum
Mitochondrium und Bindung an anti- und proapototische Mitglieder der Bcl-2
Familie eine Permeabilisierung der Mitochondrienmembran und damit

Apoptose auslésen (Moll et al., 2005).
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Ob nun eine Zelle einen p53-abhangigen Zell-Zyklusarrest oder den
Apoptoseweg einschlagt, ist abhangig von zahlreichen Faktoren, unter
anderem: DNA-Schadigungslevel, Zelltyp, Zellzyklusphase und das

Vorhandensein externer Wachstums- und Uberlebensfaktoren.

DNA-Schadigung MDM2
p53 Zellzyklusarrest
o DNA-Reparatur DNA-Reparatur
150 fehlgeschlagen erfolgreich
Aktivierung

Apoptose

Abb. 5.: Vereinfachte Darstellung des p53-Wirkmechanismus nach
einer DNA Schadigung. Nach einer DNA-Schadigung, wie UV-
Bestrahlung, kommt es durch eine p53-Phosphorylierung zu einer
Akkumulation des Proteins. Zusatzlich wird MDM2 ebenfalls durch eine
Phosphorylierung in seiner Funktion als p53-Blocker gehemmt, welches
ebenfalls zu einer p53-Hochregulierung flhrt. p53 kann dann seinerseits
entweder eine Apoptose induzieren (Caspase-abhangig oder-
unabhangig) oder einen Zellzyklusarrest herbeifiihren, damit der Zelle
Zeit fur eine DNA-Reparatur gegeben wird. Kann dies jedoch nicht
(mehr) erfolgreich durchgefihrt werden, wird die Apoptose in Gang

gesetzt.

Neueste Daten zeigen zudem, dass das mutierte p53-Gen nicht nur durch
Verlust bestimmter regulatorischer Funktionen, sondern auch durch neu
erworbene ,mutierte” Fahigkeiten eine wesentliche Rolle in Tumorzellen spielt
(Goldstein et al., 2010).
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Wichtige Ziele aktueller Forschungsarbeiten sind unter anderem p53-
abhangige Therapiekonzepte bei Tumoren, Ischamien, oder sonstiger

Zellschadigungsmechanismen, bei denen p53 eine Rolle spielt.

1.6.1. p53 und S100B

Das S100B-Protein ist hochreguliert in zahlreichen Tumoren und wird zur
Klassifizierung von einigen Tumorarten verwendet (Pedrocchi et al., 1994).
Besonders in Astrozytomen konnten erhdhte Konzentrationen nachgewiesen
werden (Castets et al., 1997).

Die Rolle von S100B in menschlichen Tumorzellen ist immer noch nicht
vollstandig  entschlisselt und bildet den Mittelpunkt zahlreicher
Untersuchungen. S100B bindet am C-terminalen Ende sowie der
Oligomerisierungsdomane von p53 und verhindert so dessen
Tetramerizierung (tetramerer Formation) und Phosphorilierung durch die
Proteinkinase C (Baudier et al., 1992; Delphin et al., 1999). Beide Vorgange
sind essentiell fur die p53-Aktivierung und damit dessen intrazellulare
Funktion (Giaccia et al., 1998).

Die Interaktion dieser beiden Proteine ist umso interessanter, weil beide den
Zellzyklus beeinflussen, eine Uberexprimierung in Tumorzellen zeigen und als
Tumormarker auf eine Tumorprogression hindeuten kdénnen (Schafer et al.,
1996).

Es konnte gezeigt werden, dass Uberexprimierung von S100B die
transkriptionale Aktivitat und DNA Bindungskapazitat von p53 signifikant senkt
und die Exprimierung von Effektorgenen inhibiert (Jing et al., 2001).

Trotz dieser sehr interessanten und evil. weitreichenden Befunde ist eine
mdgliche Bedeutung der S100B-p53-Interaktion in  Neuronen noch
weitestgehend unerforscht. Dementsprechend war es fiur die vorliegende
Arbeit von besonderer Bedeutung eine evtl. Involvierung von p53 bei der
neuroprotektiven oder neurotoxischen  Wirkungsweise von S100B

aufzuzeigen.
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1.7.NFkB:

Der Transkriptionsfaktor NFkB, erstmals entdeckt 1986 als ein notwendiger
nuklearer Faktor fur die Transkription der Immunglobulin-k-Leichketten in B-
Zellen, ist ein evolutionar angelegtes Regulatorprotein zur schnellen zellularen
Antwort auf zahlreiche Reize wie Entzindungen, Verletzungen oder Stress
(Sen et al., 1986; Kopp et al., 1995). NFkB spielt auch bei zahlreichen
Zellvorgangen wie Regulierung der Immunantwort, der Entziindungsreaktion,
der Zellproliferation, der Differenzierung, der Apoptose und der
Uberlebensmechanismen eine wichtige Rolle (Gutierrez and Davies, 2011).
Nach einem entsprechenden Signalreiz im Korper werden bestimmte
Messenger-Proteine gebildet (meistens Zytokine durch Immunzellen) die
zunachst zu einer Aktivierung von NFkB fuhren. Der zytoplasmatische
Transkriptionsfaktor NFKB seinerseits wandert nach seiner Aktivierung direkt
in den Zellkern und bindet dort an seine Zielgene. Die Tatsache, dass NFkB
bereits in inaktiver Form im Zytoplasma existiert und keine neue
Proteinsynthese bendtigt, verleiht dem Signalweg dabei seinen einzigartig
schnellen Charakter.

Zahlreiche weitere Stimuli, wie virale und bakterielle Produkte sowie intra-
und extrazellularer Stress, kdnnen zu einer Aktivierung von NFkB fuhren. Zu
den zahlreichen Proteinen die dann durch NFkB-Zielgene reguliert werden
gehoren: Zytokine (z. B.: IL-1, IL-2, IL-6, IL-12, TNFa etc.), Chemokine (z. B.:
IL-8), Adhasionsmolekile (z.B.: ICAM, VCAM etc.) und Akut-Phase-Proteine
(Ghosh et al., 2002).

NFkB kommt bei jeder Zellart vor und besteht in Saugetieren aus einer
Gruppe von Homo- und Heterodimeren. Diese sind zusammengesetzt aus
funf Proteinen, deren Gemeinsamkeit eine Doémane von etwa 300
Aminosauren ist - die N-terminale Rel-Homologie-Domane. Die funf Protein-
Mitglieder sind: Rel (c-Rel), RelA(p65), RelB, NFkB1 (p50 und sein Precursor
p105) und NFkB2 (p52 und sein Precursor p100) (Ghosh et al., 1998).
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Am haufigsten wird die NFkB Funktion hierbei durch zwei groe Komplexe
vermittelt:
1. p50/p65: welches als Transkriptionsaktivator fungiert

2. p50/50: mit einer transkriptionsinhibierenden Eigenschaft

Normalerweise existiert NFkB zunachst in einer inaktiven Form im
Zytoplasma, da er an Inhibitoren der kB-Einheit (IkB) gebunden ist. Die IkB-

Familie besteht ihrerseits ebenfalls aus funf Mitgliedern: IkBa,IkBp, IkBe,

IkBY, Bcl-3 und die Precursor Rel-Proteine p100 und p105 (Ghosh et

al., 1998). Nach einem entsprechenden Reiz kommt es zu einer
Phosphorylierung von IkB durch die IkB-Kinase (IKK) und zu einer
anschlielfenden Ubiquinierung und Abbau durch den 26S Proteasom (Li et
al., 1999). Der freigesetzte NFkB p50/p65 Komplex kann nun zu seinen

Zielgenen im Nukleus translozieren und diese aktivieren (Abb. 6).
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Abb.6: Mechanismus der NFkB-Aktivierung

NFkB Homo- und Heterodimere sind im Zytosol der Zelle
transkriptionsinaktiv gebunden an ihre Inhibitoren IkBa, IKBf und IkBe.
Nach einem extrazellularen Stress- oder Infektionssignal kommt es zu
einer Aktivierung von IkB-Kinasen mit Phsophorylierung des IkB-
Proteins. Dies fiihrt zu einer anschlieBende Ubiquitinierung und
Degradation des Inhibitors. Der nun ,freie® NFkB-Koplex kann in den
Nukleus tranlozieren und die Expression seiner Zielgene regulieren,
welche unter anderem in der Immun- und Entziindungsreaktion eine

Rolle spielen (modifiziert nach Gosh et al., 1998).

Leider wird der sehr effektive NFkB-Signalweg auch von Tumorzellen benutzt,
und erzeugt so z. B. eine Resistenz gegenlber einer Radio- oder
Chemotherapie. Hier liegt aber auch gleichzeitig durch eine evtl. Inhibierung

von NFkB eine Chance fur zuklnftig erfolgreichere Tumortherapien (Luo et

al., 2005).
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1.7.1. Rolle von NFkB in Neuronen

Auch im zentralen Nervensystem obliegt NFkB die Regulierung der
Expression zahlreicher wichtiger Zielgene, die unter anderem in der
neuronalen Entwicklung und Funktion, sowie der Zellrezeptorbildung von
Bedeutung sind (Mitra et al.,, 2010). AuRBerdem gibt es aktuelle
Beschreibungen, dass NFkB bei der Neurogenese (Koo et al.,, 2010),
periphere Nervenmyelinisierung (Limpert and Carter, 2010) sowie bei
zahlreichen Aspekten des Lernens und des Gedachtnisses (Kaltschmidt and
Kaltschmidt, 2009) wesentlich mit involviert ist.

Die Rolle von NFkB in Bezug auf neuronaler Apoptose wird z. T. immernoch
kontrovers diskutiert und verschieden beschrieben. Zum einen wird, unter
anderem auch in Vorarbeiten unserer Arbeitsgruppe, dem Transkriptionsfaktor
NFkB eine Neuroprotektive Rolle zugeschrieben. So nimmt NFkB bei einer
durch Glutamat, oxidativen Stress oder Amyloid B-Peptid induzierten
neuronalen Apoptose eine zellschutzende, Uberlebensfordernde Funktion ein
(Kogel et al., 2005; Qin et al., 2007). Gleichzeitig wird von einigen Autoren
eine neurodegenerative, apoptoseférdernde Wirkung von NFkB besonders
unter ischamischen oder inflammatorischen Bedingungen in den Vordergrund
gestellt (Malek et al., 2007).

Diverse  Erklarungen versuchen die unterschiedlich beobachteten
Wirkmechanismen von NFkB zu deuten. So wird unter anderem ungleiche
Wirkungen von NFkB in verschiedenen Zelltypen wie Neuronen
(Neuroprotektion) und  Gliazellen  (Induktion  von Inflammation,
Autoimmunreaktionen und ischamischen Prozessen) als mégliche Erklarung
angesehn (Kaltschmidt and Kaltschmidt, 2009). Auflerdem wird die
Aktivierung verschiedener Untereinheiten und der Zeitpunkt der NFkB-
Aktivierung als madgliche Ursachen der z. T. kontraren Effekte bzgl. der

Neuroprotektion angebracht (Teng and Tang, 2010; Sarnico et al., 2009).
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1.8. Fragestellung und Zielsetzung

Ziel der vorliegenden Arbeit war es, die Rolle des Proteins S100B im Rahmen
von neuronalen Zelltodmechanismen zu untersuchen. Hierfur sollte die
neuroprotektive oder neurotoxische Rolle von S100B in humanen
Neuroblastomzellen und primaren hippokampalen Neurone der Ratte beim
exzitotoxischen Zelltod sowie wahrend der Induktion einer DNA-Schadigung

erforscht werden.

Um moglichst aussagekraftige, reliable Ergebnisse zur S100B-Rolle bei der
neuronalen Zellschadigung zu gewinnen, wurden die Experimente, zusatzlich
zur Untersuchung in zwei verschiedenen neuronalen Zellmodellen, mit z. T.
sehr unterschiedlich wirkenden, zelltod- und apoptoseférdernde Mechanismen
und Chemikalien (NMDA, Hypoxie, UV, Epoxomicin, Etoposid) geplant und

wiederholt.

Neben der Beantwortung der Frage nach einer neuroprotektiven oder
neurotoxischen Eigenschaft von S100B in den verschiedenen Zelltodmodellen
galt es die mdglichen zugrunde liegenden Signaltransduktionswege mit
Veranderungen im Proteinlevel und bei der Genexpression naher zu

erforschen und zu beschreiben.

Ein mdgliches Regulatorprotein im Kontext von neuronalem Stress ist NFKB
(siehe 1.4.1). Ein neuroprotektiver Effekt von S100B nach NMDA-Schadigung
in Neuronen, der durch NFkB vermittelt wird, ist in einer vorherigen Arbeit
unserer Arbeitsgruppe postuliert worden (Kdgel et al., 2005). Zu Beginn dieser
Arbeit gab es sonst nur vereinzelt Hinweise auf eine mdgliche Interaktion von
S100B und NFkB bei neuronaler Apoptose (Lam et al., 2001). Bis heute
werden die Hinweise fur die Vermittlung der neuroprotektiven Eigenschaft von
S100B durch NFkB in der Literatur zwar immer haufiger, sind jedoch
weitestgehend in ihren jeweiligen Mechanismen noch unvollstandig
verstanden (Villareal et al., 2011; Bianchi et al., 2008).
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So gab es im Rahmen dieser Arbeit unter anderem die Zielsetzung, die durch
S100B aktivierten Signaltranduktionswege im Rahmen einer exzitotoxischen
Zellschadigung, die zu einer evtl. Aktivierung von NFkB fuhren kdénnen, zu
erforschen. Zwei der allgemein wichtigsten Uberlebenssignalwege in der
Zelle, die auch in Neuronen vorhanden und in anderen Zusammenhangen
schon mehrfach untersucht worden sind, sind zum einen der MEK/ERK- und
zum anderen der PI3k/Akt-Signalweg (siehe Kap. 4.4). Beide Wege kdnnen in
Neuronen nach einem Stressreiz besonders schnell durch eine Aktivierung
uberlebenswichtiger Kaskaden, unter anderem durch eine Hochregulierung
von NFkB, antworten und sollten dementsprechend auch in unserem Modell
untersucht werden (Yokota et al., 2011; Kim et al., 2009).

Aulerdem sollte in diesem Rahmen auch der Frage nachgegangen werden,
ob das von Zellen exprimierte S100B seine Wirkung auf die Neurone durch
Interaktion mit best. Zelloberflachenrezeptoren ausubt oder (zusatzlich) nach
einer Aufnahme in die Zelle direkte Wechselwirkungen mit bestimmten

Zielproteinen zeigt.

Eines dieser moglichen Proteine, welches unter physiologischen
Bedingungen als Transkriptionsfaktor zahlreiche Regulatorfunktionen
einnimmt, ist p53 (siehe Kap. 1.3). Nach einer DNA-Schadigung und
dementsprechend auch in zahlreichen Tumorarten wird es hochreguliert und
kann einen Zellzyklusarrest und/oder eine Apoptose initiieren. Trotz
Hinweisen auf eine direkte Wechselwirkung von S100B und p53 (Fernandez-
Fernandez et al., 2008) wurde dies im Rahmen einer DNA-Schadigung in
Neuronen noch nicht untersucht und sollte ebenfalls durch die vorliegende

Arbeitebenfalls erforscht werden.
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2. Material und Methoden

2.1. Material

2.1.1. Zelllinien

e SHSY5Y: humane Neuroblastom-Zellinie, Subklon der SK-N-SH Linie

* primare Rattenneurone: Hippokampale Neurone der Neugeborenen

Ratte

2.1.2. Gerate

Gerat (Bezeichnung)

Hersteller

Analytik Waage BP61

Sartorius, Géttingen

Blotkammer

Biometra, Goéttingen

Cleanbench (Herasave)

Haereus, Hanau

Cleanbench (Technoflow)

Integra Biosciences, Chur, Schweiz

Elektrophoresekammer PAGE

Biorad, Minchen

ELISA-Reader (HTS 7000)

Perkin Elmer, Langen

Fluoreszenzmikroskop (TE2000S)

Nikon, Dusseldorf

Gel-Dokumentationssystem

MWG Biotech

Gelstand fur SDS-Page

Biorad, Minchen

Geltrockner

Biorad, Minchen

Inversmikroskop (TE300)

Nikon, Dusseldorf

pH-Messgerat (pH 530)

Knick, Berlin

Reinstwasseranlage (Seralpur Delta)

Seral, Ransbach-Baumbach

Spannungsgeber (EPS 300)

Pharmacia, Freiburg

Spannungsgeber (PowerPac 200/300)

Biorad, Minchen

SPOT2 Kamera

Diagnostic  Instruments

Puchheim

/

Visitron,

Thermocycler (Mastercycler)

Eppendorf, Hamburg
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Tischzentrifuge (Biofuge 13)

Haereus, Hanau

UV Photometer Ultrospec 2000

Pharmacia, Freiburg

Vakuumpumpe (MZ2)

Vacuubrand, Wertheim

Warmeschrank

WTB Binder, Tuttlingen

Zellkulturschrank (HeraCell)

Heareus, Hanau

2.1.3. Chemikalien

Chemikalien

Hersteller

Acylamid 39 % (w/v) und N,N’-
Methylenbisacrylamid 1 % (w/v)

Serva Heidelberg

Ammoniumperoxodisulfat (APS)

Merck, Darmstadt

Aqua ad iniectabilia

Delta Pharma Boehringer

Caspase-3 Inhibitor (zDEVD-fmk)

Alexis, Grunberg

Caspase-Inhibitor | (zVAD-fmk)

Alexis, Grunberg

CHAPS

AppliChem

Cytosin-B-D-Arabinofuranosid (CAF)

Sigma (St.Louis, Mo, USA)

D-(+)-Glucose-Solution

Sigma-Aldrich, Deisenhofen

Dimethylsulfoxid (DMSO)

Sigma (St.Louis, Mo, USA)

100 bp DNA-Leiter

Promega, Mannheim

EDTA-Dinatriumsalz-Dihydrat

AppliChem

Ethidiumbromid

Sigma-Aldrich, Deisenhofen

Etoposid

Alexis

Epoxomicin

Sigma-Aldrich, Deisenhofen

Hepes Buffered Saline Solution (HBSS)

Cambrex

Hoechst 33258

Sigma-Aldrich, Deisenhofen

L-Glycin

Sigma-Aldrich, Deisenhofen

Leupeptin

Bachem, Heidelberg

LY294002 (gelst in DMSO)

Sigma, St. Louis, Mo, USA

N-Methyl-D-Aspartat (NMDA)

Sigma-Aldrich, Deisenhofen

PD98059

Alexis, Grunberg

25




2 Material und Methoden

Papain

Sigma-Aldrich, Deisenhofen

PBS Puffer

AppliChem

Phosphatase-Inhibitor Cocktail | u. Il

Sigma-Aldrich, Deisenhofen

Poly-L-Lysin

Sigma-Aldrich, Deisenhofen

Protease-Inhibitor Cocktail

Sigma-Aldrich, Deisenhofen

Rotiphorese® Acrylamid 30 % (m/v),
N,N"-Methylenbisacrylamid 0,8 % (m/v)

Roth, Karslruhe

S100B

Sigma-Aldrich, Deisenhofen

Sea Blue Plus 2® Prestained Protein
Standards

Invitrogen, Karlsruhe

Natriumdodecylsulfat (SDS)

Applichem

Saccharose (Sucrose)

AppliChem

Staurosporine (STS)

Alexis, Grunberg

Taqg-Polimerase

Amersham Biosciences, Freiburg

TEMED Sigma-Aldrich, Deisenhofen
TNF-a Sigma-Aldrich, Deisenhofen
Tris-HCL Promega, Mannheim

Triton®X-100
(p-t-Octylphenylpolyoxyethylene)

Sigma-Aldrich, Deisenhofen

Trypanblau

Bio Whittaker, Taufkirchen

Trypsin

Sigma, St.Louis, Mo, USA

Trypsin-Inhibitor Typ II-O Huhnereiweil}

Sigma, St.Louis, Mo, USA

Tween 20

Fluka, Neu-Ulm

2.1.4. Kulturmedien, Seren und Zusatze

Substanzen

Hersteller

B27® Serum Supplement

Life Technologies, Karlsruhe

BSA (Bovines Serum Albumin)

PAA, Colbe/Life Technologies, Karlsruhe

DMEM (Dulbecco’s modified eagle

medium

Life Technologies, Karlsruhe
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Fungizone (Amphotericin B)

Life Technologies, Karlsruhe

Fotales Kalberserum (FCS)

PAA, Colbe/Life Technologies

L-Glutamin Life Technologies, Karlsruhe
Glutamax® Life Technologies, Karlsruhe
MEM Il 10x Life Technologies, Karlsruhe
NU® Serum Life Technologies, Karlsruhe
Penicillin (10.000 L.E.) / Streptomycin | Life Technologies, Karlsruhe
(10 mg/ ml)

RPMI 1640 Life Technologies, Karlsruhe

2.1.5. Antikorper

2.1.5.1. Primarantikorper

Primarantikorper

Hersteller

Anti-p53, Kaninchen IgG, polyklonal

Sigma-Aldrich, Deisenhofen

Anti-B-Tubulin (Maus, monoklonal)

Sigma-Aldrich, Deisenhofen

Anti-ERK1

New England Biolabs, Frankfurt

Anti-ERK2 New England Biolabs, Frankfurt
Anti-JNK1 BD Biosciences, Hamburg

Anti- c-Rel Santa Cruz Biotechnology, Heidelberg
Anti- p65 Santa Cruz Biotechnology, Heidelberg
Anti- p50 Santa Cruz Biotechnology, Heidelberg
IkB a Santa Cruz Biotechnology, Heidelberg

2.1.5.2. Sekundarantikorper

Sekundarantikorper

Hersteller

Anti-rabbit IgG (HRP-konjugiert)

Promega, Heidelberg

Anti-Maus IgG (HRP-konjugiert)

Promega, Heidelberg

Oregon Green 488 Konjugat

Molecular Probes

Streptavidin, Alexa Fluor® 556 Konjugat

Alexis
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2.1.6. Oligonukleotide

Bezeichnung

Sequenz

Bax 5- AGC TCT GAG CAG ATC ATG AAG AC -3'(sense)
5-CCATCTTCT TCC AGA TCG TGA G -3'(antisense)
VEGF 5- AAG CCATCC TGT GTG CCC CTGATG -3'(sense)
5- GCT CCT TCC TCC TGC CCG GCT CAC-3'(antisense)
WAF 1 5- GGT AGA AAT CTG TCATGC TGG TC -3 (sense)
5-ATG GAACTT CGA CTT TCT CAC -3'(antisense)
GAPDH 5- CTC GTG GTT CAC ACC CAT -3'(sense)
5-GGC TGC CTT CTC TTG TGA -3 (antisense)
NOXA 5- AGT CGA GTG TGC TAC TCA ACT CA-3'(sense)
5-TGATGT ATT CCATCT TCC GTT TC- 3'(antisense)
PUMA (bbc3) 5- TCA GCC CTC GCT CTC G -3'(sense)
5- CAC CTAATT GGG CTC CAT CTC -3 (antisense)
Receptor of | 5°- GGT CAA GTC CAA CTA CCG AGT C-3'(sense)

advanced glycation
products (RAGE)

5-TGC AGG AAT AGG TAG GAG TGG T-3'(antisense)

2.1.7. Sonstige Verbrauchsmaterialien

Material

Hersteller

3 MM® Papier

Schleicher & Schiill, Dassel

8-well Chamber Slides

Falcon, Wiesbaden

Kryordhrchen

Nunc, Wiesbaden

Nitrocellulose Membranen (0,25um)

Schleicher & Schiill, Dassel

Pipettenspitzen

Starlab

PCR-Tubes 0,2 ml

Eppendorf

Roéntgenfilme, Hyperfilm ECL

Amersham, Braunschweig

Saran Folie®

Saran, SC Johnson Wax, Haan

Stripetten 2, 5, 10, 25 ml

Coring

Zellkulturflaschen/-platten/-schalen

Greiner, Solingen
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2.1.8. Verwendete Kits

Kit Hersteller

BCA Protein Assay Kit® Uptima / KMF, Kdln

Qiafilter endo-free Plasmid Maxi Kit Qiagen, Hilden

Qiashredder Qiagen, Hilden

Rneasy Mini Kit Qiagen, Hilden

Super Signal Chemiluminiszenzreagenz | Pierce/Perbio Science, Bonn
Pico und Femto

2.1.9. Verwendete Software

Adobe Photoshop 7.0

SPOT Version 2.2.1

SPSS Version 11.0

MS Office 2010

Citavi Literaturverwaltung

Primer3 Primeranalysen :
http://frodo.wi.mit.edu/cgi-bin/primer3/primer3_www.cgi

PubMed  Nucleotidsequenzanalysen :
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/
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2.2. Methoden

2.2.1. Zellkulturmethoden

2.2.1.1. Kultivierung von Zelllinien

Alle Zellen (SHSY5Y und primare hippokampale Zellen) wurden in einem
Inkubator bei 37 °C unter einer Atmosphare von 5 % CO; und einer relativen
Luftfeuchtigkeit von 95 % kultiviert. Zu den verschiedenen Kulturmedien
(RPMI 1640, DMEM) wurden 10 % Kalberserum, 100 pg/ml Streptomycin und
100 IE/ml Penicillin addiert. Das Serum wurde jedesmal vor Verwendung zur
Inaktivierung des Komplements in einem Wasserbad mit 56 °C fur 30-60 min
inkubiert. Das so fertiggestellte Medium wurde bei 4 °C gelagert und innerhalb

eines Monats aufgebraucht.

2.2.1.2. Mediumwechsel und Passagieren von Zellen

Um eine ausreichende Nahrstoffzufuhr zu garantieren wurde bei den SHSY5Y
Zellen alle 3-4 Tage ein Mediumwechsel durchgefuhrt. Hierfir wurde das
bestehende Medium zunéchst abpipettiert und die Zellen mit PBS (ohne Ca*
oder Mg® Zusatz) vorsichtig gewaschen. Dabei wurden bereits abgestorbene
oder abgeldste Zellen und Reste des vorherigen Mediums entfernt. Nach
PBS-Entfernung wurde erneut eine ausreichende Menge an Medium

hinzugegeben und die Zellen im Brutschrank weiter kultiviert.

Je nach Zelldichte und Grésse der Kulturflasche wurde in regelmaligen
Zeitabstanden ein Passagieren der Zellen in neue Flaschen notwendig. Zu
diesem Zweck werden die Zellen zunachst wie oben beschrieben mit PBS
gewaschen und anschlielend mit einer Trypsin/EDTA-L6sung (0,5-2ml -
abhangig vom Monolayer) fur ca. 2-3 min im Brutschrank inkubiert. Das
Ablésen der Zellen von ihrer Unterlage wurde mit dem Lichtmikroskop
kontrolliert und neues serumhaltiges Medium hinzugegeben, um die
Enzymreaktion zu stoppen. Die Zellen mit Medium wurden in einem 15 mi

Réhrchen aufgefangen und bei 1000 rpm fur 3 min pelletiert.
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Der Uberstand wurde verworfen und das Pellet in einer geringen Menge
frischen Mediums resuspendiert. Die Zellen wurde in einer Neubauer
Zahlkammer (siehe unten) ausgezahlt, so dass alle Subkulturen eine
definierte Menge an Zellen beinhalten. Diese wurden in ausreichend viele

KulturgefalRe mit Medium tberfuhrt und im Brutschrank erneut kultiviert.

2.2.1.3. Zellzahlbestimmung und Aussahen der Zellen

FiUr die Durchfihrung von Experimenten war es meist notwendig, Zellen in
Gewebekulturplatten (6-,12- oder 24-Loch) zu transferieren. Zu diesem Zweck
wurde zunachst, wie beim Passagieren der Zellen oben beschrieben, ein
Pellet gewonnen und in Medium resuspendiert. 10 ul dieser Zellsuspension
wurden in einem Neubauer-Hamozytometer gegeben und die Zellzahl

bezogen auf 1 ml folgendermalien bestimmt:

Die Zellen in einem GroRquadranten wurden unter dem Mikroskop gezahlt.
Der Mittelwert von mind. 4 GroRquadranten multipliziert mit dem Faktor 10*
und dem Verdlinnungsfaktor ergab die Zellzahl pro ml.

Fir die Ubertragung auf die Vertiefungen der Kulturplatten wurde eine

Zellzahl von etwas 3x10* Zellen pro ml berechnet.

2.2.1.4. Einfrieren und Auftauen von Zellen

Zum Einfrieren der Zellen werden diese nach Protokoll des Passagierens
zunachst vom Untergrund der Kulturflasche abgeldst, um dann bei RT fur 10
min mit 13.000 Upm abzentrifugiert zu werden. Der Uberstand wird
abgehoben und das Pellet in 500ul (entsprechend der Menge des Pellets)
Kulturmedium aufgenommen und vorsichtig resuspendiert. In gleicher
Volumenmenge wird Frostalésung zugegeben und mit einer Mikropipette mit
der Zellsuspension homogenisiert. AnschlieRend werden immer 1 ml an
Zelllésung in Kryoréhrchen gegeben, diese gut verschlossen und in einer
Isopropanolappartur bei - 80 °C fur 1-2 Tage eingefroren. Danach werden die
Roéhrchen in flissigem Stickstoff Gberfuhrt und bei -196 °C gelagert.
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Zum Auftauen werden die zuvor im Stickstoffcontainer gelagerten
Kryordéhrchen mdglichst schnell im Wasserbad aufgetaut, 5 ml frisches, 37 °C
warmes  Kulturmedium  werden  vorsichtig  hinzugegeben. Nach
Durchmischung wird das DMSO, in dem die Zellen unter anderem eigefroren
waren, durch Zentrifugation bei 1000 Upm und 3 min mit dem Uberstand
entfernt. Das Pellet wird wiederum mit 1ml Kulturmedium resuspendiert und
entsprechend der bendtigten Menge in sterile Kulturflaschen Gberfihrt und in

Kultur genommen.

2.2.1.5. Vitalitasbestimmung

Eine wichtige und relativ schnelle Methode zur Vitalitdtsbestimmung ist der
Trypanblau-Ausschlusstest. Hierfur wurde aus einer suspendierten Zellkultur
ein Aliquot entnommen und mit Trypanblau im Verhaltnis 1:1 gemischt. Unter
dem Lichtmikroskop zeigten sich dann lebende Zellen mit einer intakten
Zellmembran farblos, tote Zellen jedoch tiefblau, da der Farbstoff aufgrund der
defekten Zellmembran ungehindert eindringen kann. Fur die Auswertung
wurden die Zellen in einer Neubauer-Hamozytometer wie in 3.1.7 beschrieben

ausgezahlt.

2.2.1.6. Praparation hippokampaler Neurone

Zur |Isolierung und Verarbeitung der Hippokampi wurde ein etabliertes
Protokoll (Krohn et al., 1998) benutzt. Hierzu wurden Neonatale (P0-P1)
Fischer 344- oder Wistar Unilever-Ratten unter sterilen Bedingungen
dekapitiert, die Hippokampi sorgfaltig herausprapariert und in Ldsung 1
gelagert. Nachdem dieser Schritt bei allen Ratten durchgeflhrt wurde, wurden
die Hippokami von Gefaliresten und umgebendes Restgewebe befreit und
zum Verdau in Lésung 2 gegeben. Nach 20 min. Inkubation im Wasserbad
bei 37 °C wurde der Uberstand vorsichtig abgenommen und das Gewebe in 2
ml Kultivierungsmedium (MEM Il ohne B27) resuspendiert. Nach einer kurzen
Sedimentationszeit bei der undissoziierte Gewebereste sich absetzen wurde

der Uberstand in Lésung 3 tberfiihrt.
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Dieser Schritt wurde zwei weitere Male wiederholt. AnschlieRend wurden die
Zellen zentrifugiert (10 min. bei 600U/min) und der Uberstand erneut
abpipettiert. Die so gewonnenen hippokampalen Neurone wurden in

ausreichender Menge Kulturmedium (MEM I1) resuspendiert und verteilt.

Lésung 1:  0,02% BSA in DMEM

Lésung 2: Ldsung 1 + Papain (1:1)

Losung 3: 1% BSA
1% Trypsin-Inhibitor (Typ 1I-O Huhnereiweil)
MEM Il ohne B27

MEM Il : MEM Medium (10 x konz.)
10% NU® - Serum
2 mM L-Glutamin
20 mM D-Glucose
26,2 mM Natriumhydrogencarbonat
100 IE/ml Penicillin + 100 ug/ml Streptomycin
2% B-27 Serum-Supplement (50 x konzentriert)

2.2.1.7. Kultivierung hippokampaler Neurone

Nach der Praparation wurden die Zellen in hierflr speziell beschichtete 6-
oder 24-Loch-Platten (siehe unter 2.2.1.8.) pipettiert. In MEM Il Medium
wurden die Zellen dann im Brutschrank mit 5 % CO,, 95 % Luftfeuchtigkeit
und 37 °C inkubiert. Nach dieser Zeit erfolgte die erste von zwei
Behandlungen mit 1 uM des Zytostatikum Cytosin-p-D-arabinofuranosid
(CAF). Mit CAF soll das Wachstum eventuell mitpraparierter Gliazellen
verhindert werden. Auf die mitotisch nicht mehr aktiven hippokampalen
Neurone hat es jedoch keinen Einfluss. Nach 24 h wurde der Mediumwechsel
mit frischem MEM Il und neuem CAF wiederholt und bis zu den

experimentellen Behandlungen am 12-14 Tag so belassen.
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2.2.1.8. Beschichtung von KulturgefalRen

Um eine bessere Anheftung und damit auch Kultivierung der primaren
hippokampalen Neurone zu gewahrleisten, wurden die benutzten 6- oder 24-
Loch-Platten zuvor mit Poly-L-Lysin beschichtet. Diese polymerisierte
Aminosaure baut durch eine negativ geladene Oberflache eine
elektrostatische Wechselwirkung mit der Zellmembran auf und férdert damit
die Adhasion. Hierflr wird Poly-L-Lysin (0,1 mg/ml) in einer 1:1 Mischung von
1,25 % Borsaure und 1,91 % Borax (Natriumtetraborat) gelést und
sterilfiltriert. Die Losung wird steril in die Vertiefungen der Platte gegeben und
fur 24 h dort belassen. Danach wird sie wieder entfernt, die Platte mit Aqua
dest. vier mal gewaschen und anschlieBend unter Raumtemperatur
getrocknet. Innerhalb einer Woche mussten die so behandelten

Gewebekulturplatten benutzt werden.

2.2.1.9. Fixierung von hippokampalen Neuronen

Um hippokampale Neurone flr langere Zeit aufzubewahren und fur spatere
Farbungen und immunhistochemische Untersuchungen geeignet zu erhalten,
wurden die Zellen mit Paraformaldehyd fixiert. Hierbei werden I&sliche
Zellbestandteile in unldsliche uUberfuhrt. Freie Aminogruppen benachbarter
Proteine werden durch das hinzugegebene Aldehyd unter Erhaltung der
Zellarchitektur miteinander vernetzt. Ein positiver Nebeneffekt ist die dabei
haufig auftretende Denaturierung der Proteine was bei der Immunzytochemie

die Anbindung des Antikdrpers an das Antigen deutlich erleichtert.

FUr die Herstellung der Fixierlésung wurde folgendermalien vorgegangen:
* 60 ml Aqua dest. auf 60 °C erwarmen
* + 4 g Paraformaldehyd
* + 2 Tropfen NaOH
* + 10 ml 10fach konzentriertes PBS
* +4 g Sucrose
* Auffillen mit Aqua dest. auf 100 mi
* pH-Wert Einstellung auf 7,4 nach Abkuhlung auf Raumtemperatur
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FUr den Fixierungsprozess wurden die Zellen mit PBS gewaschen, mit der
37°C warmen Fixierlosung bedeckt und 20 min. im Brutschrank inkubiert.
Nach dieser Zeit wurde die Losung wieder abpipettiert und die Zellen erneut
dreimal mit PBS gewaschen. AnschlieRend konnten die Zellen, bedeckt mit

PBS und mit Parafilm luftdicht verschlossen, im Kihlschrank gelagert werden.

2.2.2. In-vitro Schadigungsmodelle:

Wie oben beschrieben wurden hippokampale Neurone der Ratte und humane
SHSY5Y-Neuroblastomzellen  kultiviert, ausgesat und fur folgende

Zellschadigungen und Behandlungen vorbereitet:

2.2.2.1. NMDA-Schadigungsmodell:

NMDA (N-Methyl-D-Aspartat) ist ein synthetischer Ligand, der in-vitro die
Toxizitat des exzitotoxischen Neurotransmitters Glutamat nachahmt. Es wird
deshalb in Schadigungsmodelle zur Erforschung von neuronalen
Krankheitsbildern mit einer Ubererregung von Glutamatrezeptoren eingesetzt
(Lankiewicz et al., 2000).

Fur die Experimente wurden den primarenhippokampalen Rattenneurone
zwischen dem 12. und 14. Tag das Medium abpipettiert und die Zellen mit
Mg?*-haltigem HBS zweimal gewaschen. Nach dem Waschen wurden die
Zellen 5 min lang mit 300uM NMDA-haltigem HBS mit 0,1 uM Glycin (als
Kofaktor an NMDA-Rezeptoren) und 0,5 pM Tetrodotoxin (Verhinderung
spontaner neuronaler Aktivitat)inkubiert, erneut gewaschen und wieder dem
ursprunglichen Medium zugefuhrt. Zuvor wurde die Halfte der Zellen fur die
jeweils angegebene Zeitdauer mit 20 ng/ml S100B prainkubiert und Kontrollen
ohne Schadigung mit und ohne S100B angelegt. 24 Stunden nach NMDA
Behandlung wurden die Zellen aus dem Brutschrank entnommen und den

weiteren Untersuchungsmethoden zugeflhrt.
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2.2.2.2. Hypoxie/Anoxiemodell

Um den Effekt von S100B nach einer Hypoxieschadigung zu untersuchen und
dabei den klinischen Zustand z. B. nach einem Schlaganfall besser zu
simulieren, wurden SHSY5Y Zellen und primare Hippokampale Zellkulturen
zunachst gleichmafig ausgesat. Nach 24h wurden SHSY5Y-Zellen und nach
12-14 Tage die primaren hippokampalen Neurone mit einer dann
vergleichbaren optischen Konfluenz in einer Anoxiekammmer (GasPak 150
Anaerobic System, BD Biosciences, Heidelberg) unter anoxischen
Bedingungen mit ca. 5 %-iger O,-Konzentration bei 37 °C fur die jeweils
geplante Dauer kultiviert. Nach Abschluss der Behandlung wurden die

jeweiligen Nachweismethoden angewandt.

2.2.2.3. DNA-Schadigung durch UV-Bestrahlung und Etoposid

Eine hier modellhaft eingesetzte Methode zur DNA-Schadigung ist die UV-
Bestrahlung. Durch UV-Strahlung kommt es zur direkten DNA Schadigung,
hauptsachlich verursacht durch die Formation von Pyrimidin-Dimeren
(Schreiber et al., 1995). Hierbei kommt es zu einer p53-Aktivierung und
Einleitung der Apoptose (Sanchez and Elledge, 1995).

Fir dieses Modell wurden die Zellen in vorher bestimmte Platten ausgesat
und SHSYSY Zellen fur 24h, primare hippokampale Neurone zwischen 12 und
14 Tage kultiviert. Anschliellend wurde den Zellen das Medium entzogen, die
Zellen in einer UV-Kammer einer Bestrahlungsintensitit von 100 J/m?
ausgesetzt und das abpipettierte Medium wieder zurlick gegeben. Die Zellen
werden dann wieder erneut im Brutschrank fir eine bestimmte Zeit kultiviert
und anschliel3end den weiteren Untersuchungsmethoden zugefuhrt.

Ein weiteres Modell zur DNA-Schadigung, p53-Aktivierung und
Apoptoseeinleitung ist die Behandlung mit Etoposid. Dieses Zytostatikum fuhrt
als Topoisomerase Il Inhibitor (ein wichtiges Enzym in der DNA-Replikation)
zu einem Funktionsverlust der Topoisomerase Il. Dementsprechend kommt
es zu einer fehlerhaften DNA-Reparatur, Replikation, Transkription,
Rekombination  und  schlussendlich  zur p53  Aktivierung  und

Apoptoseeinleitung (Li et al., 2001).
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Fur dieses Modell wurden erneut wie oben beschrieben die hippokampalen
Neurone und SHSY5Y-Zellen ausgesat und vorbereitet. AnschlieRend wurden
die Zellen mit 100 uM Etoposid (in DMSO) fir die jeweils angegebenen Zeiten
im Zellkulturbrutschrank inkubiert. Vorher wurde die Halfte der Zellen fur
bestimmte Zeiten mit S100B (200 ng/ml) prainkubiert. AnschlieRend wurden
die Zellkulturen den entsprechenden Untersuchungsmethoden zur weiteren

Evaluation zugefthrt.

2.2.2.4. Proteasomaler Stress und p53 Aktivierung durch Epoxomicin

Ein weiteres in dieser Arbeit eingesetztes Apoptosemodell ist eine
proteasomale Inhibition mit p53-Steigerung und Caspase-Aktivierung durch
den spezifischen und potenten Inhibitor Epoxomicin (Kloetzel, 2001). Das
26S-Proteasom ist flir den Abbau von ubiquitinierten Proteinen verantwortlich
und kontrolliert unter anderem den Abbau defekter oder kurzlebiger Proteine,
welche wichtige Regulatorfunktionen bei der Zellteilung, Transkription,
Zelldifferenzierung, Apoptose und Signalprozessierung einnehmen. Eine
Fehlfunktion hat meist verheerende Folgen fir den Zellzyklus, DNA-
Reparaturmechanismen und das Uberleben der Zelle (King et al., 1996,
Ciechanover et al., 2000). In den hier durchgefuhrten Experimenten wurden
primare hippokampale Neurone der Ratte und humane SHSY5Y Zellen nach
den unter Kap. 2.2.1. beschriebenen Methode vorbereitet, zur Halfte mit 200
ng/ml S100B fur 4h prainkubiert und anschlief3end einer Behandlung von 50
nM Epoxomicin (in DMSO) unterzogen. Die bereits mit S100B prainkubierten
Zellen wurden zusatzlich weiterhin mit 200 ng/ml S100B behandelt. Die
Kontrollen wurden mit dem Lo&sungsmittel DMSO mit und ohne S100B
behandelt. Der Effekt auf die induzierte Apoptose wurde mittels eines

Caspase-Assays untersucht.
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2.2.3. Proteinchemische Methoden

2.2.3.1. Caspase 3 Aktivitats-Assay

Caspasen sind die Schlisselenzyme der Apoptoseeinleitung nach einem
intrinsischen und/oder extrinsischen Stress-Stimulus (siehe Einleitung). Durch
beide Signalwege werden verschiedene Initiatorcaspasen aktiviert, die alle
einen gemeinsamen Ablauf ab dem Level der sog. Effektor-Caspasen (3, 6
und 7) haben. Zur Apoptoseuntersuchung kann man nun die Aktivitat von
Caspasen, die zu einer Spaltung eines fluoreszierenden Acetyl-DEVD-
aminomethylcoumarin (Ac-DEVD-AMC) flihren, messen. Hierbei wird dieses

Substrat hauptsachlich durch die Effektorcaspasen-3, -6 und -7 gespalten.

Probengewinnung

Nachdem die Behandlung an ausgesaten Zellen beendet war, wurde das
Medium abgesaugt und die Zellen einmal mit PBS gewaschen. Es wurde
dann pro Platte (bei 24-Loch-Platten 200 ul) Lysepuffer mit DTT und
Proteinaseinhibitoren (siehe unten) hinzugegeben. Die Zellen wurden mit
diesem Puffer fir 20 min unter standigen schutteln lysiert. Nach diesem
Schritt gab es die Mdglichkeit entweder mit dem Assay fortzufahren oder die

Zellen zunachst bei -21 °C einzufrieren.

Lysepuffer :

10 mM HEPES pH 7,4

0.5% CHAPS + frisch hinzugegen:

1mMDTT

42 mM KCL 5 ug/ml Aprotinin
5 mM MgCl; 1ug/ml Leupeptin
0,1 mM EDTA i

1 ug/ml Pepstatin A
0,1 mM EGTA

1 mM PMSF
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Fluoreszenzmessung

Um die Caspase Aktivitat zu bestimmen wurde dem oben hergestellten Lysat
(30 - 50 ul) in einer schwarzen 96-Loch-Plate (Nunc) 150 ul Reaktionspuffer
(siehe unten) mit frisch hinzugefigtem DTT (Dithioreitol) und Caspase-3-
Substrat (Ac-DEVD-AMC) hinzugegeben. Als Nullwert diente eine Reihe mit
reinem Lyse- und Reaktionspuffer. Das durch die Caspasespaltung
freigesetzte Aminomethylcoumarin kann durch eine Fluoreszenzmessung bei
einer Exzitationswellenlange von 360 nm und einer Emissionswellenlange von
460 nm mit einem ELISA Reader bestimmt werden. Die Messungen werden
zu den Zeitpunkten 0 min, 60 min und 120 min durchgeflhrt. Wahrend dieser
Zeit blieben die Zellen im Brutschrank bei 37 °C. Die Auswertung erfolgte mit
Excel und SPSS, wobei nach der Proteinbestimmung (siehe unten) ein

Fluoreszenzwert pro Zeit und Mikrogramm Protein festgestellt werden kann.

Reaktionspuffer:
25 mM HEPES pH 7,5 + frisch hinzugegeben:
1 mM EDTA 3mMDTT
10 % Sucrose 10 uM N-Acetyl-Asp-Glu-Val-
0,1 % CHAPS Aminomethylcoumarin

Proteinbestimmung

Um ein genaues Verhaltnis von Caspaseaktivitdit und Proteinmenge zu
erhalten, wurde flr jedes Probenlysat eine Proteinbestimmung durchgefihrt.
Hierfar wurde in einer transparenten 96-Loch-Platte 25 ul Lysat mit 25 ul an
0,9 % NaCl vorgelegt. Auch hier wurde fur den Nullwert eine Reihe nur
Lysepuffer und NaCl aufgetragen. Mit Hilfe von BSA (Bovines Serumalbumin)
und dem Lysepuffer wurde aulierdem eine Standardkonzentrationsreihe mit
bekannter Proteinkonzentration hergestellt. Anschlielend wurde auf jede
Probe 200 ul Roti-Quant (bestehend aus 2 Teilen Roti-Quant und 5,5 Teilen
H,0O) pipetiert. Die Platte wurde so fur 5 min. im Brutschrank bei 37°C
inkubiert und die Absorption dann in einem ELISA Reader bei einer

Wellenlange von 595 nm gemessen.
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Die Absorption ist flir weite Bereiche der Proteinkonzentration proportional.
Mit Hilfe des Absorptionswertes bezogen auf die erstellte BSA-Eichkurve

wurde flr jede Probe die Proteinmenge errechnet.

2.2.2.3. Western-Blot Immundetektion

Das bei dieser Arbeit verwendete Western-Blot Verfahren diente Zur
Proteinanalyse nach bestimmten Behandlungen. Hierfur wurden die Proteine
elektrophoretisch auf eine Nitrocellulose Membran aufgetragen und
anschlieRend durch Antikdrper und Immunfarbung sichtbar gemacht und

analysiert.

Gesamtzellextraktion

Um Proteine aus der Zelle zu gewinnen, mussten diese zuvor lysiert werden.
Hierzu wurden die Zellen zuvor in 6-Loch Platten mit einer Dichte von mind.
2,5 x 10° Zellen ausgesat. Nach Behandlung wurden die Zellen dann mit
100ul eines SDS-Lysepuffers mit Proteinase- und Phosphataseinhibitoren bei
95°C (siehe unten) resuspendiert und flr 15 min. in diesem Puffer inkubiert.
AnschlieBend wurden die Zellen fur weitere 15 min. bei 15.000 x g
abzentrifugiert. Das Lysat konnte zu diesem Zeitpunkt bis zur weiteren

Analyse bei -20°C eingefroren werden.

SDS-Lysepuffer mit Proteinase- und Phosphataseninhibitoren:

1% SDS Proteinaseinhibitor Cocktail (Sigma)

10 mM Tris-HCL (pH 7,5) Phosohataseinhibitor Cocktails | und Il (Sigma)
2 mM EDTA (pH 8,0)

Konzentrationsbestimmung der Proteine

Fir die Proteinkonzentration wurde ein BCA Protein Assay Kit (Pierce)
verwendet. Hierfur wird die Proteinprobe mit BCA-Reagenz (Bicinchonsaure)
inkubiert. Dafiir wird in einem alkalischen Milieu Cu** in Anwesenheit von
Proteinen zu Cu'* reduziert. Cu' fiihrt seinerseits mit 2 Molekiilen BCA zu

einer Komplexbildung.
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Dieses violett gefarbte Reaktionsprodukt kann nach Erstellen einer
zusatzlichen Standardkurve mit bekannten Proteinkonzentrationen (BSA)
photometrisch bei einer Wellenlange von 560nm bestimmt werden und ist

proportional zur Proteinmenge.

SDS-Elektrophorese mit SDS-Polyacrylamid-Gelen

Zur Aftrennung der Proteine entsprechend ihrer Grosse in einem Acrylamidgel
wurde eine Methode nach Laemmli angewandt. Dabei werden Proteine durch
eine unspezifische Natriumdodecylsulfat (SDS)-Anlagerung negativ geladen
und es kommt zu einer Dissoziation ihrer Untereinheiten. AuRerdem werden
dabei Protein-Proteininterkation unterbunden. In einem elektrischen Feld
konnen die so gebildeten negativ geladenen SDS-Protein-Komplexe mit
vergleichbaren hydrodynamischen Eigenschaften entsprechend ihrer

Gesamtladung, die proportional zu ihrer Grole ist, wandern.

Bei der diskontinuierlichen SDS-PAGE werden zwei Gele mit
unterschiedlichen Polyacrylamidkonzentrationen und pH-Wert hergestellt und
Ubereinander aufgetragen (Sammel- und Trenngel). Die
Polyacrylamidkonzentration des Trenngels hangt von der Grdsse des zu
detektierenden Proteins ab und ist umso hoher je kleiner das Protein ist.
Sammelgel (5 %) und Trenngel (10 - 15 %) wurden nach Sambrock et al.
hergestellt (siehe unten). Die Polymerisierung erfolgte ausgehend vom
Acrylamid (Monomer) und Bisacrylamid (bifunktional). Sie wurde induziert
durch die Zugabe von TEMED (N,N,N’,N"-Tetramethyl-ethylendiamin), indem
es die Bildung freier Radikale aus APS (Ammoniumpersulfat) katalysierte.
Nach einer Polymerisationsdauer von 30-60 min beim Trenngel wurde das
Sammelgel hergestellt und damit das Trenngel Uberschichtet. Zur Bildung von
Geltaschen, in denen spater die Proben aufgetragen wurden, musste ein
Kamm vorsichtig in das Sammelgel eingefuhrt werden.

Die Gelbox wurde dann in die Elektrophoresekammer (Biorad) eingespannt
und mit 1 x SDS-PAGE-Laufpuffer bedeckt. Anschliessend wurden die Proben
mit jeweils gleicher Proteinmenge (ca.30-50ug) in Laemmli-Laufpuffer
aufgenommen und fir 5 min bei 95 °C aufgekocht. Die so aufbereiteten

Proben wurden dann in die entsprechend vorbereiteten Taschen pipetiert.
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Als GroRenmarker wurde See Blue® Prestained Standards (Invitrogen) in
eine der Taschen pipetiert. Nach ca. 30 min. bei konstanter Stromstarke von
15mA im Sammelgel entstand eine scharfe Protein-Bande an der Grenze von
Sammel- und Trenngel. Ab diesem Zeitpunkt wurde die Elektrophorese und
die Auftrennung im Trenngel mit erhéhter Spannung (120-140V) und 20-25
mA flr ca. 90 min fortgefthrt.

12 % Trenngel (10ml) | 5 % Sammelgel (10 ml)
40 % Acrylamid 3 mi 1,5 ml
1 M Tris-HCL (pH 8,8) | 3,75 ml -
1 M Tris-HCL (pH 6,8) | - 3,75 ml
10 % SDS 100 ul 100 ul
dest. H,O 3,05 ml 4,55 ml
10 % APS 100 ul 100 ul
0,05 % TEMED 5ul 5 ul
10 x SDS-PAGE-Laufpuffer: 4 x Lammli-Puffer:
30,2 g Tris-Base 250 mM Tris-HCL (pH 6,8)
144 g Glycin 8 % SDS
100 ml 10 % SDS 20 % Glycerol
auf 1 Liter mit H,O auffillen (pH : 0,01 % Bromphenolblau
8,3) 20 % p-Mercaptoethanol

Proteintransfer (Blotten)

Der Proteintransfer nach dem Auftrennen auf eine geeignete Membran (hier
Nitrocellulose) wird als Western Blot bezeichnet. Die verwendete Membran
bindet Proteine durch hydrophobe Wechselwirkungen. Der Transfer fand in
einem sog. Blotter, einer Apparatur mit zwei Graphitelektroden (Anode und
Kathode), statt. Fur dieses elektrophoretische Verfahren wurde zunachst die
Anode mit Transfer-Puffer befeuchtet. Darauf wurden 2 Lagen Whatman-
Papier und die Nitrocellulosemembran (jew. vorher fur 10 min. in Transfer-

Puffer getrankt) gelegt.

42




2 Material und Methoden

Das SDS-Gel wurde auf die Membran Uberfihrt und erneut mit drei Lagen
feuchtem Whatman-Papier und der Kathode bedeckt. Der Transfer selbst fand
bei Raumtemperatur und einer konstanten Spannung von 20 V fir 60 min.
statt, wobei die Dauer von der GroRe des zu detektierenden Proteins abhing.

Zur Kontrolle des erfolgreichen Transfers und zur Fixierung der Proteine
wurde die Membran mit Ponceaurot S-Losung und die Gele mit Coomassie-

Ldsung (siehe unten) gefarbt.

Ponceaurot-Losung:

0,1 % Ponceaurot-S in 5 % Essigsaure

Transfer-Puffer:
50 ml 10 SDS-Laufpuffer
200 ml Methanol
ad. 1 | dest. H,O

Coomassie-Farbung von Proteingelen

Die Farbung der Gele erfolgte mit Coomassie-Blue-Stain in einer sog.
Farbeldésung unter leichtem Schutteln Gber Nacht. Danach wurden die Gele
erst mit einer Entfarbeldsung und anschlielend Aufbewahrungslésung
gewaschen und von Uberschussigem Farbstoff befreit. Die Aufbewahrung der

eingeschweilten Gele in der Aufbewahrungsldsung erfolgte bei 4°C.

Farbeldsung:
50 % Ethanol, 10 % Essigsaure, 39,9 % bidest. Wasser,
0,1 % Coomassie Brilliant Blue R250

Entfarbelosung:
5 % Ethanol, 12,5 % Essigsaure, 82,5 % Wasser

Aufbewahrungslosung:
7 % Essigsaure, 93 % bidest. Wasser

Geltrocknung
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Die Gele wurden anschlieBend auf einem mit Wasser befeuchtetem
Whatman-Papier gelegt und mit einer handelstblichen Cellophanfolie
bedeckt. Zusammen legt man alles auf einem Geltrockner (Biorad), der bei

80°C fur 120 min. die Gele unter Vakuum trocknet.

Western-Blot Inmundetektion

Um zunachst unspezifische Bindungsstellen der geblotteten Proteine
abzusattigen, wurden die mit Ponceaurot gefarbten Membranen, nachdem sie
abfotografiert wurden, in einer Blockpuffer fir 2 h bei Raumtemperatur
inkubiert. AnschlieRend wurde die Membran Uber Nacht unter Schatteln mit
dem in Blockpuffer verdlinntem Primarantikérper (Verdinnung 1:500)
inkubiert. Die Membran wird daraufhin 3 x mit 3 % Blockpuffer gewaschen
und schlieBlich mit dem Sekundarantikérper (Verdinnung 1:2500) fur 2-3 h
inkubiert. Dieser mit Meerrettichperoxidase gekoppelter Zweitantikorper kann
den Primarantikoérper binden und muss entsprechend der Tierspezies, die zur
Herstellung des Primarantikdrpers immunisiert worden war, gewahlt werden.
Uberschiissiger Sekundarantikdrper wird durch dreimaliges Waschen mit
TBS-Tos% flr jeweils 10 min entfernt. Es kann die Detektion der
Peroxidaseaktivitdt nach dem ECI/Supersignal Chemilumineszezreagenz

(West Femto/Pico) Protokoll erfolgen.

Blockpuffer (Blockproteine in TBS-Tg g5 ):

Milchpulver (5% zum Blocken, 3% zur Antikbrperverdiinnung)
50 mM Tris (pH 7,5)

150 mM NaCl

0,1 % Tween 20® (Applichem, Darmstadt)

Signaldetektion (ECL)
Nach dem letzten Waschgang wurde der Blot aus der Waschldsung
entnommen, auf Papier kurz abgetropft und anschliefend mit der

Detektionslosungen (West-Pico oder West-Femto) unkubiert.
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Hierbei wird durch die an den Sekundarantikbrper gebundene
Meerrettichperoxidase (HRP, horseradish peroxidase) die Oxidation von
Luminol katalysiert und eine Chemilumineszenz ausgeldst.

Dieses Licht wurde mit Hilfe eines Rodntgenfilms in einer Filmmappe mit
unterschiedlichen Belichtungszeiten detektiert. Nach Entwicklung des

Roéntgenfilms werden die unterschiedlichen Proteinbanden sichtbar.

2.2.4. Reverse Transkription und Polymerase-Kettenreaktion (RT-PCR)

Nach jeweiliger Schadigung wurde zunachst die Gesamt-RNA isoliert. Hierfur
wurde ein RNeasy Mini Kit® der Firma Quiagen verwendet und die Proben
nach Herstellerangaben mit den dazugehdrigen Puffern und Lésungen
behandelt. Die entstandene RNA-Probe wurde bzgl. ihrer Konzentration und

Reinheit (A2s0/A2s0 Ratio) UV-photometrisch analysiert.

Die reverse Transkription der gewonnen RNA in cDNA erfolgte fur 50 min bei
42°C unter Verwendung von 200 Units der Reversen Transkriptase M-MLV
(Molones Murine Leukemia Virus) und unter Zugabe von 200 yM dNTP, 0,45
MM random hexamers und 1 pg Gesamt-RNA. Um eine Kontamination mit
genomischer DNA auszuschliefen wurde eine nicht revers-transkribierte

RNA-Praparation den weiteren PCR-Schritten unterworfen.

1 ul der erstellten cDNA wurde folgendem Ansatz hinzugeflgt:

-1l Primer (sense/antisense)  -10 yl 2 x Reaktionspuffer (enthalt ANTPs)
-0,8 yl Taq Polymerase (1U(ul) -ad 20 yl H20

Fur die PCR-Reaktion wurde der Ansatz zunachst bei 95 °C fur 1 min zur
Inaktivierung der reversen Transkriptase und Denaturierung des
Ausgangsmaterials inkubiert. Es folgten 25-40 Zyklen mit 95 °C fur 30 sec
(Denaturierung), 55 °C fur 60 sec (Annealing) und 72 °C fir 60 sec
(Elongation). Nach Beendigung der Zyklen erfolgte eine AbschlieRende
Elongation bei 72 °C flr 3 min.

45



2 Material und Methoden

Das Design der Primer erfolgte mit Hilfe des Primer3 Programmes. Die
Zyklenzahl wurde an verschiedene Primer angepasst und wird jeweils bei den
Ergebnissen angegeben.

AnschlieRend wurden 15 pl des PCR-Produkts mit einem 6x DNA-Ladepuffer
(Promega) versetzt und zusammen mit einem Groflenmarker in einem 2%-
igen Agarosegel mit einem Gehalt von 0,1 % Ethidiumbromid bei 80 V und
100 mA fur ca. 45 min elektrophoretisch aufgetrennt. Die jeweiligen Banden

wurden im UV-Licht sichtbar und konnten digital aufgenommen werden.

2.2.5. Gelretardations- und Supershift-Analysen (EMSA)

Gelretardationsstudien (EMSA - electrophoretic mobility shift assay) werden
verwendet um z.B. DNA-bindende Proteine wie NFkB mit radioaktiven
Sonden zu markieren und mittels nicht-denaturierender Elektrophorese zu
analysieren. Durch die Bindung des Proteins an die spezifische Sonde (ein
Oligonukleotid mit jeweiliger Erkennungssequenz fur das Protein) besitzt
dieser Komplex im Gegensatz zu ungebundener DNA eine deutlich
verminderte Migrationsgeschwindigkeit im Gel und wird als Bande mittels

Autoradiographie sichtbar.

Probenaufbereitung, Markierung der NFkB-Sonde mit y*?P-ATP und
Herstellung eines Bindungsmix

Die Probenaufbereitung nach durchgefuhrter Zellschadigung erfolgte wie
unter Gesamtzellextraktion (Western Blot) beschrieben. Statt dem SDS-

Lysepufferwurde TOTEX-Puffer mit folgender Zusammensetzung verwendet:

20 mM HEPES (pH7,9) 350 mM NaCl
1mM MgCl, 1 % (m/V) NP-40°
0,5 mM EDTA 20 % (m/V) Glycerol
0,1 mM EGTA 1 mM DTT
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Vor Inkubation des Proteinlysats mit der Sonde musste diese mit ihrer NFkB
Konsensus-Oligonukleotidsequenz zunachst endstandig radioaktiv markiert
werden. Hierfur wurde ein Enzym (T4-Polynukleotidkinase) benutzt, welches
den Transfer des y-standigen radioaktiv-markierten Phosphatrestes des V>2P-

ATP auf die 5'-OH-Gruppe eines Oligonukleotids katalysiert.

Es wurde folgender Markierungsansatz bei 37 °C fir 30 min inkubiert:
10 x T4-PNK Reaktionspuffer 3 ul

T4-PNK (10 U/ml) 2 ul
NFkB - Sonde 1,5 pl
V2P-ATP (50 uCi, 10 pmol) 5l
H.O 18,5 ul

Die nicht umgesetzten radioaktiven Nukleotide wurden danach in einer
MicoSpin G-25° (Sepharose G-25, Amersham) Saule abgetrennt. Zum Ansatz
wurden 60 pl STE-Puffer (0,1 M NaCl, 1 mM EDTA, 10 mM Tri-HCL (pH 8,0)
dazugegeben und die gesammten 90 pl auf die Saule pipetiert. Nach 3 min.
Zentrifugation bei 3.000 rpm wurden die freien ATP-Moleklle dadurch
zuruckgehalten, wahrend die markierten Oligonukleotide sich im Durchlauf

befanden.

2 pl dieser markierten DNA-Sonde wurde mit 10 pg Proteinlysat und den
folgenden Zusatzen zu einem Bindungsmix flr 15 min bei RT inkubiert:

5 x Bindungspuffer 4ul

Poly [dI-dC]-Lésung (1 pg/ml) 2ul (Abfangen anderer DNA-Bindungsproteine)
BSA (1 pg/ul) 2ul

FUr zusatzliche Supershiftanalysen wurden zuvor jeweils 2 pl der

entsprechenden Antikdrperzu den Gesamtproteinextraktionen hinzugegeben.
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Herstellung eines nicht-denaturierenden Polyacrylamidgels,

Elektrophorese und Autoradiographie

Zur Herstellung eines 4%-igen nicht denaturierenden Polyacrylamidgels flr

die Elektrophorese wurde folgender Ansatz benutzt:

Rotiphorese 30 10,5 ml

H.0 56,5 ml
TEMED 75 pl
10 % APS 0,5 ml

Das Gel wurde in eine Elektrophoresekammer eingespannt und zum

polymerisieren Uber Nacht im Kuhlschrank (5 °C) gelagert.

Als Laufpuffer wurde TBE-Puffer mit folgender Zusammensetzung benutzt:

TBE-Puffer (5 x)

Tris 54 ¢g

0,5M EDTA (pH 8,0) 20 ml
Borsaure 275¢
H.O ad 11

Der zuvor hergestellte Bindungsmix wurde in eine Tasche des Gels gegeben
und die Elektrophorese mit einer Spannung von 200 V flr 2 h begonnen.
Nach Beendigung des Vorgangs wurde das Gel mit einem Stliick Whatmann-
Papier von der Glasplatte abgenommen und auf einem Geltrockner (Biorad)
mit 72 °C fur 2 h getrocknet. Anschlieliend wurden die Gele in einer
Photokassette mit Verstarkerfolie und Rontgenfilm im Dunkelraum fir 1-5
Tage bei -80 °C gelagert werden. Nach stattgehabter Autoradiographie

konnten die Filme entwickelt und die Banden analysiert werden.
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2.2.6. Immunzytochemie und Immuzfluoreszensanalysen

Eine weitere bei dieser Arbeit benutzte Methode zur direkten Visualisierung
von p53 innerhalb der Zelle war die Immunzytochemie. Hierbei konnte man
nach einer durchgefuhrten Schadigung bei mikroskopischer Vergrofierung die

p53-Proteinaktivitat untersuchen.

Fixierung und Permeabilisierung:

Zunachst miussen die behandelten SHSYSY Zellen auf den hierfir benutzten
24-Well-Platten immobilisiert und die physiologischen Vorgange gestoppt
werden. Zu diesem Zwecke wurden die Zellen zunachst vorsichtig 1x mit PBS
gewaschen und mit 4% Paraformaldehydlésung bei 37°C fur 20 min fixiert.
Anschlieend wurden die Zellen erneut dreimal mit PBS gewaschen und zur
Permeabilisierung mit eiskaltem 0,1%-igem Triton® X-100 in PBS fur
hochstens 3 min behandelt, um eine Antikorperpenetration in die Zelle zu

erleichtern. Die anschlieRenden Schritte erfolgten auf Eis.

4% Paraformaldehydldsung:
4 g Paraformaldehyd in PBS auf 60 °C erhitzen
+ 2-3 Tropfen 1 N-NaOH-LAsung
+ 4 g Sucrose
unter Ruhren auf RT bringen, mit PBS auf 100 ml auffillen und den pH

auf 7,4 einstellen

Antikorperbehandlung

Die Platten wurden dann erneut dreimal mit PBS gewaschen. Ahnlich wie
beim Western-Blotting wurden die Zellen mit einer Blocking-Lésung (siehe
unten) fir mind. 1 h behandelt um auch hier unspezifische Bindungsstellen
der Antikorper abzusattigen.

AnschlieRend wurden die Zellen Uber Nacht bei 4°C unter leichtem Schutteln
mit dem Primarantikdrper anti p53 in einer Konzentration von 1:500 in

Blocking-Lésung inkubiert.
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Nach zweimaligem Waschen mit PBS wurden die Zellen mit einem Biotin-
konjugiertem Sekundarantikdrper z. B. anti-Maus, anti-Kaninchen oder anti-
Ziegen IgG flr 1 h in einer Verdunnung von 1:500 inkubiert. Erneut wurden
die Zellen zweimalig mit PBS gewaschen und danach mit einem an Biotin
bindenden Streptavidin-Oregon green Konjugat (1 ug/ul; Molecular Probes) in
einer Verdlinnung von 1:1000 fur 30 min inkubiert. Zum Schluss wurde
nochmals dreimalig mit PBS gewaschen. Als Negativkontrolle wurden Zellen
nur nach Inkubation mit dem Sekundarantikbrper (ohne vorherigen
Primarantikérper) gefarbt.

SchlieRlich wurden noch die Zellkerne mit Hoechst 33258 (1ug/ul in PBS) fur
15 min gefarbt.

Blocking-L6ésung:
PBS (pH 7,4)
+ 5% Pferdeserum
+ 0,3% Triton® X-100

Detektion und Aufnahmen:
Die Fluoreszenz konnte dann mit einem inversen Mikroskop mit folgender

Einstellung betrachtet werden:

Exzitation: 465-495 nm,  Strahlteiler: 505 nm;  Emission: 515-555 nm.

Die Zellen wurden unter RT mit der SPOT-2 Kamera bei 20facher
VergroRerung aufgenommen. Die digitalen Bilder wurden unter gleichen

Belichtungszeiten, mit mind. 3 Bilder proWell jeweils bei Durchlicht, Hochst

und Antikorperfarbung angefertigt.
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3. Ergebnisse

3.1. Die Rolle von S100B beim exzitotoxischen Zelltod

3.1.1 S100B schiutzt primare hippokampale Neurone vor

NMDA-induzierten exzitotoxischen Zelltod

Wie bereits in der Einleitung beschrieben, spielt die glutamatabhangige
Exzitotoxizitat eine zentrale Rolle bei zahlreichen neuronalen Erkrankungen
und Schadigungen. Hierbei entfaltet der Neurotransmitter Glutamat seine
Wirkung Uber zwei Rezeptortypen. Wesentlich fur die glutamaterge
Exzitotoxizitat ist der ionotrope NMDA-(N-Methyl-D-Aspartat) Rezeptor. Den
Namen hat der Rezeptor aufgrund seiner Affinitat zu dem exogenen
Agonisten NMDA.

Die Rolle die S100B im Rahmen der neuronalen Zellschadigungen und
Apoptose einnimmt ist zu einem groRen Teilnoch unerforscht unt zum Tell
auch kontrovers. Meist wird ein konzentrationsabhangiger Effekt mit
neuroprotektiven  Eigenschaften in  niedrigen und neurotoxischen
Eigenschaften in hdheren Konzentrationen unterschieden (siehe Einleitung).
Um den Effekt von S100B bei der glutamatergen, exzitotoxischen
Zellschadigung so naturlich wie moglich nachzuahmen, haben wir hierfur die
Experimente in primaren, hippokampalen Neuronen von neugeborenen
Ratten durchgefuhrt. Da diese hippokampalen Neuronen zum einen im Gehirn
mit die meisten Glutamat-Rezeptoren aufweisen, mit einer maximalen
Expression am 7.-14. postnatalen Tag, und zum anderen Hirnregionen mit
besonders hoher Glutamat-Rezeptordichte eine hohere Vulnerabilitat
gegenuber Hypoxie und exzitotoxischen Zelltod aufweisen, sind diese fetalen
Rattenneuronen ideale Zellen fir die Untersuchung der Rolle von S100B
(Chaudieu et al., 1991).

Fur die Experimente wurde ein etabliertes Modell eines NMDA-induzierten

Zelltodes benutzt. Dazu wurden die primare hippokampale Rattenneurone
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zwischen dem 12. und 14. Tag nach Praparation funf min lang mit 300uM
NMDA inkubiert, gewaschen und wieder dem urspringlichen Medium
zugeflhrt (Lankiewicz et al., 2000). 4 h zuvor wurde die Halfte der Zellen mit
20 ng/ml S100B prainkubiert und Kontrollen ohne Schadigung mit und ohne
S100B angelegt. 24 Stunden nach NMDA-Behandlung wurden die Zellen aus
dem Brutschrank entnommen und mit Trypanblau gefarbt, um den
Prozentsatz der Zellen mit Membranschadigung, einem Endpunkt im
neuronalen Zelltod, herauszufinden. Es erfolgte eine Zellzahlung und eine
statistische Auswertung. Diese ergab bei den mit S100B prainkubierten Zellen
eine potente, statistisch signifikante Abnahme des NMDA-induzierten
Zelltodes gegenuber der Kontrolle. Dieser Schutz war so ausgepragt, dass
Zellen mit NMDA-Behandlung und S100B-Inkubation statistisch gesehen
keinen signifikant hodheren Zelltod gegeniber den nicht behandelten

Kontrollen aufwiesen (Abbildung 7).

30 4
25 1

20

Zelltod in %

=

Kontr. Kontr + S100B NMDA NMDA + S100B

Abb. 7: S100B schiitzt primare hippokampale Neurone vor dem NMDA-
induzierten exzitotoxischen Zelltod

Primare hippokampale Neurone der Ratte wurden flir 5 min entweder einer
NMDA-Behandlung mit 300uM ausgesetzt oder mit dem Ldsungsmittel
(Kontr.) behandelt. Die zusatzlich mit ,+S100B“ markierten Behandlungen
wurden bereits 4h vor und nach der Schadigung mit 20 ng/ml S100B
(prad)inkubiert. Nach weiteren 24 Stunden Inkubation im Brutschrank wurde
die Hohe des Zelltodes mit Hilfe von Trypanblau-Farbung ermittelt.

Daten sind Mittelwerte +/- SD aus zwei verschiedenen Experimenten mit
jeweils n = 8 Kulturen pro Behandlung (*p<0.05 verglichen mit Kontrolle;
n.s.: keine signifikante Erhéhung verglichen mit Kontrollen).

52



3 Ergebnisse

3.1.2 S100B aktiviert den Zellrezeptor RAGE

RAGE, ein Zelloberflachenrezeptor der Immunglobulinsuperfamilie, wurde
zunachst als Rezeptor flir ,advanced glycation endproducts® beschrieben
(Schmidt et al., 1992). Der Rezeptor ist bekannt flr die strukturelle
Inhomogenitat seiner multiplen Liganden. AuRBer den AGEs kdnnen
proinfammatorische = Zytokine  RAGE  aktivieren, @ wahrend beide
interessanterweise bei der zellularen Stressantwort und Inflammation eine
wichtige Rolle spielen (Stern et al., 2002). Aulder bei inflammatorischen
Prozessen konnte ein wesentlicher Einfluss von RAGE auf neurotrophe und
neurotoxische Prozesse und beim Tumorwachstum gezeigt werden (Schmidt
et al., 2001).

Wie das extrazellular freigesetzte Protein S100B seinen Effekt in der Zelle
ausbreitet wird ebenfalls noch unterschiedlich diskutiert. Ob das Protein in die
Zelle aufgenommen und durch direkte Bindungen an bestimmte Zielproteine
seine Effekte auslbt oder Uber bestimmte Zelloberflachenrezeptoren seine

Wirkung vermittelt ist noch nicht endgultig geklart.

Es konnte bereits gezeigt werden, dass S100B seine Wirkung unter anderem
durch eine Bindung an den RAGE-Rezeptor entfaltet (Huttunen et al., 2000).
Zur Klarung der Frage, ob RAGE zur Vermittlung der neuroprotektiven
Funktion von S100B eine Rolle spielt, sollte die Expressionsrate des RAGE-
Rezeptors in Neuronen nach Behandlung mit S100B und NMDA-induzierter
Exzitotoxizitat untersucht werden. Es wurden hierflr primare hippokampale
Neurone der Ratte nach Behandlung mit S100B und NMDA lysiert und einer
RT-PCR-Reaktion unterworfen (Abbildung 8). Obwohl in nicht behandelten
Zellen selbst nach 40 Zyklen der PCR keine signifikant erhdhte
Transkriptionsrate der RAGE-mRNA zu verzeichnen ist, fihrt die Behandlung
mit 20ng/ml S100B zu einem signifikant hdheren RAGE-mRNA Level. Da es
zahlreiche Hinweise gibt, dass RAGE-Liganden zu einer
Transkriptionsaktivierung des RAGE-Gens flhren (Schmidt et al., 2000) liegt
die Vermutung nahe, dass S100B seine intrazellulare Wirkung als direkter
RAGE-Ligand ausubt.
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Da in diesen Experiment auch eine NMDA-Behandlung allein zu einer
erhdhten Transkriptionsrate flihrt, muss es zusatzliche, S100B-unabhangige
Wege zur Induktion der RAGE-Expression nach exzitotoxischen Stress

geben.

RAGE

GAPDH

NMDA - + - +
S100B - - + +

Abb. 8: S100B und NMDA induzieren die RAGE-Expression
in primaren Rattenneurone. Primare hippokampalen Neurone
wurden, wo gekennzeichnet, 4 h mit S100B (20ng/ml) prainkubiert und
anschlieRend fir 5 min. mit NMDA (300 uM) oder zur Kontrolle mit
Mg?+ freies HBS (Sham) behandelt und anschlielend in ihr
konditioniertes Medium zurtickgegeben. Nach weiteren 20 h wurde die
Gesamt-RNA isoliert und in einer quantitativen RT-PCR die
Transkriptmenge von RAGE (40 Zyklen) und GAPDH (20 Zyklen) zur

Ladekontrolle bestimmt.
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3.1.3 Die Rolle des MEK/ERK-Signalweges fiir die S100B-vermittelte

Neuroprotektion im Rahmen des exzitotoxischen Zelltodes

Der MEK/ERK-Signalweg, genauer gesagt der RaffMEK/ERK-Signalweg kann
unter anderem durch den Oberflachenrezeptor RAGE aktiviert werden
(Ghavami et al., 2008) und ist einer der wichtigsten zellularen
Antwortmechanismen auf extrazellulare Reize mit dem Ziel der Regulierung
der Expression zahlreicher Proteine. Diese spielen vor allem bei der
Proliferation, Differenzierung und Apoptose eine wesentliche Rolle
(Peyssonnaux et al., 2001). Dieser Signalmechanismus wird aktiviert, wenn
extrazellulare Liganden wie Wachstumsfaktoren, Zytokine oder Hormone an
sog. Rezeptortyrosinkinasen binden und diese als Antwort an ihrem
zytoplasmatischen Anteil phosphoryliert werden. Nach einigen weiteren
Schritten wird Ras nach einer GTP Bindung aktiviert. Dadurch wird die Raf-
Kinase rekrutiert und an der Plasmamembran phosphoryliert und aktiviert
(Rushworth et al., 2006). Dies fuhrt weiterhin zu einer Phosphrylierung und
Aktivierung von MEK, welche ihrerseits die Kinase ERK (extracellular signal-
regulated kinase) phosphoryliert und gleichzeitig aktiviert. Aktiviertes ERK 16st
sich vom Ras/Raf/MEK/ERK-Komplex und phosphoryliert bzw. aktiviert eine
Reihe von Proteinen, Kinasen, Transkriptionsfaktoren wie NF-kB, AP-1, ETS-
1, c-Jun und c-Myc (Chong et al., 2003; Palona et al., 2006). Diese flhren
durch Veranderung der Genexpression zu einer Anpassung der Proliferation,
Differenzierung, Angiogenese und des Uberlebens der Zelle (Mercer et al.,
2003).

Es wurde bereits vereinzelt eine RAGE-vermittelte Aktivierung des Ras-MEK-
ERK1/2-NF-kB Signalwegs durch S100B in Neuroblastomen postuliert
(Huttunen et al., 2000).

Um herauszufinden, ob der MEK/ERK-Signalweg in Neuronen von S100B
beeinflusst wird und ob sich dies wahrend des exzitotoxischen Zelltodes
verandert, wurden primare hippokampale Neurone der Ratte mit und ohne
S100B-Zusatz einer NMDA-induzierten Apoptose ausgesetzt und die

Zellkulturen in einem Western-Blot-Analyse untersucht.
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S100B behandelte, Sham-vorbehandelte Neuronen weisen eine Erhdéhung in
phosphoryliertem ERK1 und ERK2 nach 30 min und 3 h auf (Abb.9). NMDA
fuhrt ebenfalls zu einer vermehrten Phosphorylierung von ERK1 und ERK2
und die zusatzliche Stimulation mit S100B andert das entstehende Signal

nicht wesentlich (Daten nicht gezeigt).

Zeit (h) 05 3 05 3 05 3
ws P-ERK1
“-..-P-ERKZ
T i
JNK-1
Sham (Kontr.) + + + + . -
NMDA . . . . + +
S1008 . . + + . .

Abb. 9: S100B Behandlung und NMDA-induzierte Exzitotoxizitat fiihren
zu einer gesteigerten Konzentration von phophorylierten ERK1/ERK2
in Neuronen. Nach 5 min Sham- oder NMDA(300uM)-Behandlung wurden
die Neurone fir weitere 30 oder 180 min mit und ohne S100B (20 ng/ml)
weiter inkubiert. AnschlieRend wurde der p-ERK1 und p-ERK2 Proteinlevel
in Gesamtzellextrakte mittels Western-Blot-Analyse nachgewiesen. JNK-1

diente als Ladekontrolle.

Nachdem feststand, dass der MEK/ERK Signalweg sowohl von S100B allein
als auch beim NMDA-induzierten exzitotoxischen Zelltod beeinflusst wird, galt
es als nachsten Schritt herauszufinden, ob auch fir den S100B vermittelten
neuroprotektiven Effekt der MEK/ERK-Signalweg bendtigt wird. Hierzu wurde
in einem nachsten Schritt zusatzlich der MEK-Inhibitor PD98059 eingesetzt.
Obwohl S100B selbst in Anwesenheit von PD98059 eine signifikante
Senkung des NMDA-induzierten Zelltodes bewirkte, war dieser Schutz bei
Blockade des MEK/ERK-Signalwegs nur partiell, da der Zelltod in diesen
Zellen ebenfalls ein signifikantes Level, verglichen mit den Sham-behandelten
Kontrollen, erreichte (Abbildung 10).
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Abb. 10: Der MEK Inhibitor PD98059 reduziert teilweise den
neuroprotektiven Effekt von S100B gegen die NMDA-Toxizitat.

Neurone wurden fir 4 h mit S100B (20 ng/ml) vorbehandelt. PD98059 (30
MM) wurde 30 min vor der Behandlung mit S100B zu den Kulturen
hinzugegeben. Zelltod wurde mittels Trypan-Blau-Farbung 24 h nach NMDA
(300uM; 5min) Behandlung quantifiziert. Die Daten sind Mittelwerte +/- SD
von n = 8 Kulturen pro Behandlung; (*p <0,05 verglichen mit Sham-
behandelten Kontrollen; #p <0,05 verglichen mit NMDA-behandelten
Kulturen ohne S100B).

Diese Daten legen nahe, dass der neuroprotektive S100B-Effekt zumindest

teilweise durch den MEK/ERK Signalwegvermittelt wird.
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3.1.4 Die Rolle des PI3/Akt-Signalweges fiur den
neuroprotektiven Effekt von S100B

Der PI3K/Akt-Signalweg ist ein weiterer essentieller Signalweg flr das
Zelluberleben, der ebenfalls durch den Oberflachenrezeptor RAGE aktiviert
werden kann (Ghavami et al., 2008). Um eine mdgliche Rolle desPI3K/Akt-
Signalwegs beim neuroprotektiven Effekt von S100B auf NMDA-induzierten
Zelltod zu untersuchen, wurden primare hippokampale Neurone mit dem PI-3
Kinase-Inhibitor LY294003 vorbehandelt. Wie im vorherigen Versuch wurden
die Zellen dann erneut einer NMDA-induzierten Zellschadigung mit und ohne
Anwesenheit von S100B unterworfen. Nach Trypan-Blau-Farbung,
Auszahlung der apoptotischen Zellen und statistischer Auswertung zeigte sich
keine signifikante Inhibition des protektiven Effekts von S100B gegenuber
dem exzitatorischen Zelltod durch den Inhibitor LY294003. Diese Daten legen
die Vermutung nahe, dass die Aktivierung des PI3/Akt Signalweges fur die

durch S100B vermittelte Neuroprotektion keine wesentliche Rolle spielt.

35
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Kontr. Kontr.+LY Kontr.+LY+S100B NMDA NMDA+LY NMDA+LY+S100B

Abb. 11: Der PI-3 Kinase-Inhibitor LY294002 verhindert nicht den
neuroprotektiven Effekt von S100B gegen die NMDA-Toxizitat.

Die Neurone sind fir 4 h mit S100B (20 ng/ml) vorbehandelt worden.
LY294002 (10 uM) ist eine halbe Stunde vor Behandlung mit S100B den
Medium hinzugegeben worden. Zelltod wurde mittels Trypan-Blau-Farbung
24 h nach NMDA Behandlung (300 uM; 5min) quantifiziert.

Die Werte reprasentieren Mittelwerte +/- SD aus 4 verschiedene
Experimente mit jeweils n = 4 Kulturen pro Behandlung (*P<0,05
verglichen mit Sham behandelten Kontrollen und #p <0,05 verglichen der
gleich behandelten Kultur ohne S100B Zugabe).
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3.2. Die Rolle von S100B im Rahmen des Hypoxie-induzierten

Zelltodes in Neuronen

3.2.1. S100B schiitzt SHSY5Y Zellen vor dem Hypoxie-

induzierten Zelltod.

Wie bereits in der Einleitung beschrieben, kommt es bei einem hypoxischen
Prozess zu einem zellularen Energieverlust und einem zumindest partiellen
Ausfall der Natrium-Kalium-Pumpe an der Zellmembran. Dies flhrt zu einer
Aktivierung der spannungsabhangigen Kalziumkanndle und zu einer

Glutamat-abhangigen Exzitotoxiziat.

Nachdem nun der neuroprotektive Effekt von S100B an NMDA-induzierter
Apoptose gezeigt werden konnte, haben wir im nachsten Schritt, orientierend
an der Pathophysiologie des ischamischen Schlaganfalls, die Wirkung von
S100B direkt an einem etablierten Hypoxie/Reoxygenierungsmodell
untersucht. Hierfir wurden in einer Hypoxiekammer durch Applikation von
CO; ein hyp/anoxisches Milieu mit einer verbleibenden O,-Konzentration von
ca. 5 % aufgebaut. Zunachst wurden humane SHSY5Y-Zellen fur 3h in dieser
Kammer einer Hypoxie ausgesetzt. Einige Zellen wurden daraufhin fur die
weitere Untersuchung mittels Caspase Assay sofort lysiert. Die weiteren
Zellen wurden erst nach einer Reoxigenierungszeit von: 12 h, 16 h oder 20 h
fur den Assay vorbereitet. Die Apoptoseaktivitat wurde durch die Messung der
Caspaseakivitat ermittelt. Die Ergebnisse zeigen zwar bereits nach 8 und 12 h
eine geringere Caspaseaktivitat der Zellen mit S100B und damit eine
neroprotektive Tendenz, statistisch signifikant wird dies jedoch erst nach 20 h
(Abbildung 12).
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Abb. 12: SHSY5Y Zellen wurden fir 3 h in einer Kammer (2 mmHg O,)
einer Hypoxie ausgesetzt. Anschlielend wurden einige Zellen einer
Reoxigenierung flr 12 h, 16 h und 20 h ausgesetzt. Die Halfte der
Zellen wurde jeweils mit 20 ng/ml S100B behandelt und vor der
Hypoxie fur 3 h prainkubiert. Es zeigt sich zunachst ein signifikanter
Anstieg der Caspaseaktivitat aller behandelten Zellen gegeniber den
Kontrollen +/- S100B. Zusatzlich zeigt sich nach 20 h
Reoxigenierungszeit ein signigikanter Schutz der Zellen mit S100B
gegenidber den nicht mit S100B behandelten Zellen mit gleicher
Reoxigenierungszeit.

Die Daten reprasentieren Mittelwerte +/- SD von n = 8 Kulturen pro
Behandlung (#p <0,05 verglichen mit den gleich behandelten Kulturen
ohne S100B Zusatz). Eine Wiederholung erbrachte vergleichbare

Ergebnisse.
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3.2.2. Primare hippokampale Neurone zeigen mit S100B einen
signifikanten Schutz gegeniiber Hypoxie-induizierter

Zellschadigung

Nach den bestatigten Ergebnissen in humanen Neuroblastomzellen wurden
auch primare hippokampale Neurone einer Hypoxie fur 3h ausgesetzt und
das Ergebnis in einer Trypan-Blau-Farbung und Auszahlung der
apoptotischen Zellen untersucht. Interessanterweise zeigte sich ahnlich wie
bei den SHSY5Y-Zellen zwar bereits nach 12 h Reoxigenierung ein
tendenziell geringerer Zelltod mit S100B, der jedoch statistisch signifikant erst
nach 24 h wurde (Abbildung 14).
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Hypoxie 3h - - 12 12 24 24
+Reoxigenierung in (h)

S100B - + - + . +

Abb. 14: Primare hippokampale Neurone wurden zur Halfte mit 20 ng/mi
S100B fir 4 h prainkubiert. AnschlieBend wurden alle Zellen, aul3er den
Kontrollen, flr 3 h einer Hypoxie mit 2 mmHg O, ausgesetzt. Es erfolgte
eine Reoxigenierungszeit von 12 h bzw. 24 h. Es zeigt sich nach 24 h bei
den ohne S100B behandelten Zellen ein signifikanter Anstieg der toten
Zellen gegeniber den Kontrollen, wahrend sich die Ubrigen Behandlungen
insbesondere die Zellen mit S100B und 24 h Reoxigenierungszeit nicht
signifikant von den Kontrollen unterscheiden.Die Daten sind Mittelwerte +/-
SD von n = 6 Kulturen pro Behandlung (*p <0,05 verglichen mit den
Normoxiekontrollen; n.s.. kein signifikanter Unterschied zu den
Normoxiekontrollen).
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3.2.3. VEGF-Aktivierung durch S100B nach Hypoxie in SHSY5Y-Zellen

Die VEGF-(Vascular endothelial growth factor)Familie besteht aus funf
strukturell ahnlichen Liganden, die sich in ihrer Bindungseigenschaft an den
den drei Tyrosinrezeptorkinasen (VEGFR1, 2 und 3) und den
Neuropilinrezeptoren (NP-)1 und 2 unterscheiden. Darunter wohl am besten
untersucht ist VEGF-A mit einem hohen angiogenen Effekt (Hicklin et al.,
2005). Es konnte auch durch zahlreiche Arbeiten eine positive Rolle von
VEGF auf neuronales Wachstum, Differenzierung und Uberleben gezeigt
werden (Sondell et al., 1999). Besonders interessant fur diese Arbeit ist der
neuroprotektive Effekt bei Glutamat- und hypoxieinduzierter Apoptose
(Matsuzaki et al., 2001.; Jin et at., 2000; Nishijima et al., 2007). Auch in
zahlreichen anderen Zellen, wie z. B. Brustkrebszellen konnte gezeigt
werden, dass VEGF einen signifikanten Schutz gegentber Hypoxie

induzierter Apoptose zeigt (Robin et al., 2001).

Interessanterweise ist ein MEK/ERK-abhangiger Pathway flr einige der
intrazellularen Effekte von VEGF wie z. B. der Neovaskularisation
beschrieben worden (Yang et al., 2009). Fur den Effekt von VEGF auf
Glutamat-induzierten Zelltod und folgender Caspase-Aktivierung wurden
sowohl der PI3K-Akt als auch der MEK-ERK-Weg als relevante
Signaltransduktionswege zur Vermittlung des neuroprotektiven Effekts von
VEGF postuliert (Matsuzaki et al., 2001). Beide Signalwege sind vorher schon
unabhangig voneinander flr zahlreiche VEGF spezifische Zellantworten

beschrieben worden.

Aulerdem wurde zusatzlich eine gesteigerte VEGF-Expression in
Plazentazellen oder nicht-kleinzelligem Bronchialkarzinomzellen nach
Aktivierung des Ras-MEK-ERK-Signalwegs beschrieben (Sobczak et al.,
2008; Yu et al., 2010).

Es zeigt sich sowohl eine signifikante Aktivierung durch Hypoxie und
zusatzlich durch S100B (Abbildung 14). Es lasst darauf schlieRen, dass

S100B seinen neuroprotektiven Effekt unter anderem durch VEGF entfaltet.
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Diese Daten legen die Vermutung nahe, dass S100B durch RAGE eine Ras-
raf-MEK-ERK-Signalweg aktiviert und dieses zu einer gesteigerten VEGF-
Expression fuhrt. VEGF seinerseits kann wiederum zu einer zusatzlichen
Aktivierung von MEK-ERK fihren und die Expression zahlreicher anderer

neuroprotektiver Faktoren aktivieren.

VEGF

CAPDH e ——
Reoxigenierung | - - Oh Oh 3h 3h 5h 5h
S100B - + - + - + - ¥

Abb. 14: S100B-Behandlung fiihrt zu einem Anstieg der VEGF-
Expression in Neuronen nach einer Hypoxiebehandlung.
Humane SH-SY5Y Neuroblastomzellen wurden fiir 3 h einer Hypoxie
ausgesetzt. AnschlieRend erfuhren einige Zellen fir 3 h bzw. 5 h in
einer physiologischen Umgebung eine Reoxigenierung. Die wahrend
der Hypoxie zusatzlich mit 20 ng/ml S100B behandelten Zellen waren
zuvor fir 3 h mit S100B prainkubiert worden. Im Anschluss wurden
die Zellen lysiert, die Gesamt-RNA isoliert und in einer quantitativen
RT-PCR die VEGF- und GAPDH (zur Ladekontrolle) mRNA-

Expression nach jeweils 25 Zyklen bestimmt.
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3.2.4. Aktivierung der p50/p65 Untereinheit von NF-kB
wahrend hypoxieinduzierter Apoptose in SHSY5Y-Zellen

Das Protein NFkB nimmt in menschlichen Zellen als schneller
Transkriptionsfaktor bei vielen zellularen Signalwegen eine zentrale Rolle ein
und zeigt unter anderem in Neuronen eine konstitutiv hohe basale Aktivitat
(O'Neill et al., 1997; Kaltschmidt et al., 1994).

Da es durch zahlreiche Faktoren aktiviert und ebenso zahlreiche Zielgene
beeinflussen kann, ist die Wirkung von NFkB sehr facettenreich und viele
Einzelheiten noch unerklart (siehe Einleitung, Kap. 1.4). Unter anderem wird
seit Jahren seine neuroprotektive vs. neurotoxische Eigenschaft kontrovers
diskutiert. In Vorarbeiten unserer Arbeitsgruppe konnten wir bereits eine
neuroprotektive S100B abhangige Aktivierung von NFkB in primaren
hippokampalen Neuronen der Ratte nach einer NMDA-induzierten
Exzitotoxizitat nachweisen (Kogel et al., 2004). In einem weiterfihrenden
Schritt galt es zunachst, mogliche Veranderungen der NFkB-Aktivitat,
insbesondere der verschiedenen Untereinheiten, wahrend einer hypoxie-
induzierten Apoptose zu erforschen.

Hierzu wurden humane Neuroblastomzellen (SHSY5Y) flr 3 h einer Hypoxie
ausgesetzt und haben dann z. T. eine Reoxigenierung fur 1 h erfahren.
AnschlieBend wurden die Zellen lysiert und Gelretardationsstudien
durchgefuhrt (Abbildung 15.). Es zeigt sich nach der Hypoxie (3 h) im
Vergleich zu der Normoxiekontrolle ein Anstieg der NFkB-Aktivitat, welcher
nach der Reoxigenierungszeit (1 h) erneut abfallt.

Da durch zahlreichen Studien belegt ist, dass verschiedene Untereinheiten
von NFkB verschiedene Zielgene mit verschiedenen Signalwegen aktiveren,
sollte in einem sog. ,Supershifting“-Modell die Aktivitat der jeweiligen
Untereinheiten untersucht werden. Daflr wurden im selben Experiment einige
der Proteinextrakte mit Antikdrpern gegen die unterschiedlichen
Untereinheiten versetzt und in der gleichen Gelretardationsstudie analysiert.
Es kam hierbei nach der Hypoxieschadigung (3 h) vor allem zu einer
Aktivierung der p50/p65-Untereinheit, welche nach der Reoxigenierungszeit
erneut abfallt (Abbildung 15).
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Abb. 15: NFkB Aktivitit in humanen Neuroblastomzellen nach einer
Hypoxieschadigung im Gelshift-Experiment und Supershift-Analysen

SHSY5Y Zellen wurden fir 3 h einer Hypoxie ausgesetzt. Wo beschriftet wurde bei
den Zellen danach auch eine Reoxigenierung fir 1 h durchgefihrt. Die Zellen wurden
anschlieBend lysiert, eine kB-DNA-sequenzhaltige Sonde wurde mit y*?P-ATP
markiert und mit den Proteinlysaten inkubiert. Es erfolgte eine Auftrennung mittels
nicht-denaturierender Elektrophorese. Nach der Geltrocknung kam es zu einer
Exposition mit einem Roéntgenfilm zur Autoradiographie bei -80°C fir 2 Tage. Als
Kontrolle fir die spezifische NFKB Bande (siehe Pfeil) diente als Positivkontrolle
TNFa (14). TNFa induziert die IkB-Phosphorylierung durch eine Aktivierung von IKK,
welches schlussendlich in eine schnelle Degradierung von IkB und einer Aktivierung
von NFkB miindet. Als weitere Kontrolle diente der IkBa-Zusatz, der als Inhibitor an
NFkB bindet und dessen Aktivierung hemmt (13+15).

Es zeigt sich im Vergleich zu der Normoxiekontrolle (1) nach Hypoxieschadigung
zunachst eine NFkB-Aktivierung (6) die nach einer Reoxigenierungszeit von 1 h
erneut abfallt (9).

Fur die Analyse der durch Hypoxie induzierten NFkB-Untereinheiten wurden
Gelretardationsstudien (Supershifting)-Analysen durchgefiihrt. Hierzu wurden vor
Inkubation mit der y*P-ATP markierten Sonde die jeweiligen Proteinextrakte mit
Antikdrper gegen die Untereinheiten p-50, p-65 und c-Rel vesetzt (2-4; 6-8; 10-12).
Nach Hypoxie kommt es zu vor allem zu einer Aktivierung des p50/p65
Heterodimers, welches nach Behandlung mit den jeweiligen Antikérpern eine
~supergeshift Bande im Gel aufzeigt (gepunktete Pfeile) (7+8).
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3.3. DNA-Schadigung, S100B und die Rolle von p53

In den letzten Jahren gab es vermehrt Hinweise, dass S100B zusatzlich zur
Bindung an den Zelloberflachenrezeptor RAGE auch durch direkte Bindungen
an intrazellulare Proteine seine Wirkungen entfalten kann. Eines dieser,
besonders fur die Apoptoseeinleitung wichtigen Proteine ist p53. Der
Tumorsuppressor p53 ist unter anderem als Transkriptionsfaktor in zahlreiche
Zellprozesse und Signaltransduktionswege wesentlich mit involviert und spielt
unter anderem bei der Initierung der Apoptose oder des Zellzyklusarrests
nach DNA-Schadigung eine wichtige Rolle (siehe Einleitung). Da neuronale,
entdifferenzierte Zellen ihre Teilungsfahigkeit weitestgehend verloren haben,
sind sie besonders anfallig fur DNA-schadigende Prozesse. Die Fahigkeit
dieser Zellen, trotz ihrer vermeintlichen Schwache sehr lange zu Uberleben
und ihre Funktion dabei adaquat auszuuben, ist verstandlicherweise

uberlebenswichtig und Gegenstand zahlreicher Untersuchungen.

Mit dieser Arbeit sollte deshalb die Rolle von S100B auch bei der durch DNA-
Schadigung induzierten Apoptose untersucht werden. Dies wurde zur
besseren Vergleichbarkeit der eventuellen Signalwege erneut an der
humanen Neuroblastomzellinie SHSY5Y und primaren hippokampalen
Neuronen der Ratte untersucht. Als direkte DNA-schadigende Reagenzien
welche zur p53-Aktivierung fuhren, wurden Etoposid und UV-Bestrahlung
eingesetzt wahrend Epoxomicin als Proteasominhibitor zu einer p53-

Stabilisierung fuhrt.

3.3.1. S100B bei der Apoptose in SHSY5Y Zellen induziert

durch den Proteasomeninhibitor Epoxomicin

Epoxomicin, eines der am spezifischsten wirkenden Proteasomeninhibitoren,
bindet irreversibel an der Chymotrypsin-ahnlichen Seite des Proteasoms (Sin
et al.,, 1999). Proteasomeninhibitoren verhindern unter anderem den

Reparaturmechanismus einer geschadigten DNA.
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Es konnte ebenfalls in SHSY5Y-Zellen gezeigt werden, dass Epoxomicin zu
einer Konzenrationssteigerung der poly-ubiquinierten Proteine und p53 in der
Zelle fuhrt und zusatzlich eine Ausschittung von Cytochrom-c aus dem

Mitochondrium und eine Caspaseaktivierung fordert (Concannon et al., 2007).

Zur Untersuchung der Frage nach dem Effekt von S100B auf die
Apoptoseinduktion durch einen proteasomalen Stress und einer p53-
Aktivierung, hervorgerufen durch Epoxomicin, wurden humane SHSY5Y-
Zellen zur Halfte mit 200 ng/ml S100B fur 4 h prainkubiert. Anschlielend
wurden die Zellen einer Behandlung von 50nM Epoxomicin unterzogen. Die
bereits mit S100B prainkubierten Zellen wurden zusatzlich weiterhin mit 200
ng/ml S100B behandelt. Die Kontrollen wurden mit dem Losungsmittel DMSO
behandelt. Der Effekt auf die induzierte Apoptose wurde mittels eines

Caspase-Assays untersucht (Abbildung 16).
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DMSO DMSO +S100B Epoxomycin Epoxomycin + S100B

Abb. 16: SHSY5Y-Zellen wurden fir 24h mit 50 nM Epoxomicin
behandelt. Zellen mit zusatzlich 200 ng/ml S100B (Prainkubation 4 h)
zeigen eine signifikante Reduktion der Caspaseaktivitat und damit
Apoptose. Kontrollen wurden mittels DMSO mit und ohne 200 ng/ml
S100B untersucht.

Die Daten zeigen Mittelwerte +/- SD von n = 8 Kulturen pro
Behandlung. (#p <0,05 verglichen mit den ebenfalls durch Epoxomicin
behandelten Kulturen ohne S100B). Die Versuche wurden zwei Mal
wiederholt mit vergleichbaren Ergebnissen.
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3.3.2. S100B-Effekt in SHSY5Y-Zellen auf die durch den

Topoisomerase ll-Inhibitor Etoposid ausgeldsten Apoptose

Etoposid agiert in der Zelle als Topoisomerase |l-Inhibitor, und ist ein
wichtiges Enzym in der DNA-Replikation. Etoposid fuhrt
konzentrationsabhangig zu einem Funktionsverlust der Topoisomerase |l und
dementsprechend zu einer fehlerhaften DNA-Reparatur, Replikation,
Transkription, Rekombination und schlussendlich nach irreparablen
Doppelstrangbrichen zur p53-Aktivierung und Apoptoseeinleitung (vgl.
Einleitung; Li et al., 2001).

In einem ersten Experiment konnte mit einer Etoposid-Konz. von 200uM zwar
eine deutliche zeitabhangige Caspase-Aktivitat und damit Apoptose
nachgewiesen werden, welche nach bereits 8 h signifikant war; der
neuroprotektive Trend mit 200 ng/ml S100B und 4 h Prainkubation war jedoch
nicht signifikant. Die Versuche wurden mit verschiedenen Behandlungszeiten
wiederholt. Erst nach 16 h und 24 h konnten wir einen eindeutig signifikanten
neuroprotektiven Effekt von S100B nachweisen, der nach 36 h in seiner
Wirkung nachliefd (Abbildung 17 und 18).
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Abb. 17: Deutlicher zeitabhdngiger Anstieg der Caspaseaktivitat
bei Behandlung von SHSY5Y-Zellen mit 200 uM Etoposid.

Die zusatzlich mit S100B behandelten Zellen wurden 4h mit 200 ng/ml
S100B prainkubiert und anschlieRend wurde flr die angegebene Zeit
200 uM Etoposid addiert. Wahrend durch Etoposid nach 8 h signifikant

die Apoptose induziert ist, zeigt die Anwesenheit von S100B lediglich
einen neuroprotektiven jedoch noch nicht signifikanten Trend. (Ab
Behandlungsstart wurde 3% FCS benutzt). (#p < 0,05 verglichen mit
den mit dem Ldésungsmittel DMSO behandelten Kulturen).

Daten sind Mittelwerte +/- SD von n = 8 Kulturen pro Behandlung.
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Abb.18: S100B behandelte
Neuroblastomzellen SHSY5Y zeigen
einen signifikanten Schutz

DMSO

gegeniiber einer Zellschadigung mit

200uM Etoposid nach 16 h und 24 h.

Wahrend nach 16 h (A.) sowie 24 h (B.)
| Behandlung mit Etoposid die mit S100B
behandelten Zellen eine signifikante
Reduktion der Caspaseaktivitat und des
Zelluntergangs gegeniber den gleich
behandelten Kulturen ohne S100B-
Zusatz zeigen, ist dieser Effekt nach 36
h Behandlung nicht mehr signifikant(C.).

DMSO +51008 [}

' Fur die Behandlung mit S100B wurden
die Zellkulturen 4 h vor und wahrend der
Behandlung mit Etoposid mit 200 ng/ml
S100B  (pra)inkubiert. Die Daten
reprasentieren jeweils Mittelwerte +/- SD
von n = 4 separaten Experimenten pro
Zeitpunkt (#p < 0,05 verglichen mit den
Etoposid-behandelten  Kulturen ohne
S100B).

Etoposide (36h)
+S100B
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3.3.3. S100B-Effekt auf DNA Schadigung bei primaren

hippokampalen Neuronen der Ratte

Um festzustellen ob S100B unterschiedliche Effekte in teilungsfahige und
replizierbare Neuroblastomzellen und primare, enddifferenzierte
hippokampale Neurone zeigt, wurden die Schadigungsmodelle mit

Epoxomicin und UV-Bestrahlung erneut mit und ohne S100B untersucht.

3.3.4. S100B schiitzt primare hippokampale Neurone der Ratte
vor einem Zelltod hervorgerufen durch einen Epoxomicin

induziertem proteasomalen Stress

Um festzustellen ob S100B auch auf Neuronen aus Primarkulturen einen
schitzenden Effekt gegenuber einer Apoptoseinduktion durch einen
Proteasomalen Stress und p53-Aktivierung durch Epoxomicin besitzt, wurden
primare hippokampale Neurone der Ratte zur Halfte mit 200 ng/ml S100B fur
24 h prainkubiert. AnschlieBend wurden die Zellen einer Behandlung von
50nM Epoxomicin unterzogen. Die bereits mit S100B prainkubierten Zellen
wurden zusatzlich weiterhin mit 200 ng/ml S100B behandelt. Die Kontrollen
wurden mit dem Lésungsmittel DMSO behandelt. Der Effekt auf die induzierte
Apoptose wurde mittels eines Caspase-Assays untersucht (Abbildung 19). Es
zeigt sich nach 16 h eine signifikante Reduzierung der Caspase-Aktivitat in
Anwesenheit von S100B. Der neuroprotektive Schutz war nach 20 h

tendenziell weiterhin vorhanden, war jedoch nicht mehr signifikant.
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Abb. 19: Primare
Hippokampale Neurone der
Ratte zeigen unter
Behandlung mit S100B einen
signifikanten Schutz
gegeniiber Epoxomicin-
induziertem Zelltod

Hippokampale Neurone

wurden nach einer 24 h
Prainkubation mit 200 ng/ml
S100B  einer  zusatzlichen
Epoxomicin-Behandlung (50
nM) far 16 h (A.) bzw. 20 h
unterworfen (B.). Nach 16 h
zeigen die mit  S100B
behandelten Neurone eine
signifikant reduzierte Caspase-
Aktivitdt und damit einen
signifikanten protektiven Effekt
von S100B (A.). Dieser Effekt
ist tendenziell nach 20 h zwar
immer noch vorhanden ist
jedoch nicht mehr signifikant
nachweisbar.

Die Daten reprasentieren
jeweils Mittelwerte +/- SD von
n = 4 separaten Experimenten
pro Zeitpunkt (#p < 0,05
verglichen mit den Epoxomicin
behandelten  Zellen  ohne
S100B-Zusatz).
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3.3.5. DNA-Schadigung durch UV-Bestrahlung

DNA-Schadigung durch UV-Bestrahlung spielt auf der Erde mit einer
zunehmenden Ozonschichtveranderung eine zunehmende Rolle. Bei einer
Reihe von Krankheiten scheint die UV-Strahlung eine wesentliche Rolle zu
spielen unter anderem bei Tumoren wie dem malignen Melanom. UV-Strahlen
konnen direkte und indirekte DNA-Schadigungen ausldsen. Zu den indirekten
Mechanismen zahlen: Induktion von (Sauerstoff-)freien Radikalen und ROS
(reactive oxigen species), welche zu Modifizierung der Basen und
schlussendlich zu oxydativem Stress fuhren kénnen.

Zu den direkten Mechanismen zahlen: Stérung der Genomintegritat,
fehlerhafte Inkorporation der Basen bei der Replikation, hydrolytische
Schaden mit Deaminierung (Verlust von Aminogruppen), Depurinierung und
Depyrimidinierung mit der Gefahr eines einfachen oder sogar doppelten DNA-
Strangbruchs (Rastogi et al., 2010).

DNA-Schadigung selbst induziert durch eine p53-Aktivierung einen
Reparaturmechanismus oder eine Apoptose (Smith et al., 2010). Dieser Effekt
nach UV-Bestrahlung wurde hier modellhaft zur p53-Aktivierung und

Apoptoseinitiierung eingesetzt.

3.3.6 Hippokampale Neurone der Ratte zeigen in Anwesenheit
von S100B einen signifikanten Schutz gegenuber UV-

induziertem Zelltod

In einem nachsten Experiment wurden hippokampale Neurone der Ratte
modellhaft einer UV-Bestrahlung zur DNA-Schadigung und p53-Aktivierung
ausgesetzt. Hierfur wurden die Zellen erneut zur Halfte fir 4 h mit 200 ng/ml
S100B prainkubiert und anschlieBend einer UV-Bestrahlung von 100 J/m?
ausgesetzt. Die Zellen wurden daraufhin fir 12 bzw. in einem zweiten
Experiment fir 20 h weiter im Brutschrank mit ihrem urspringlichen Medium
behandelt. Zum Schluss wurde die Apoptoserate mithilfe eines Caspase-

Assays analysiert.
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Es zeigte sich auch hierbei nach 12 h eine signifikante Caspase- und
Apoptosereduktion mit S100B. Dieser Effekt war nach 20h nicht mehr
signifikant (Abbildung 20).
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Abb. 20: Primare Hippokampale Neurone der Ratte zeigen unter
Behandlung mit S100B einen signifikanten Schutz gegeniiber UV-
Schadigung

Hippokampale Neurone wurden zur Halfte 4 h mit 200 ng/ml S100B prainkubiert.
Anschlielend wurden alle Zellen aulRer den Kontrollen einer UV-Bestrahlung von
100 J/m? ausgesetzt und erneut im Brutschrank fiir 12 h (A.) bzw 20 h (B.)
inkubiert. Die nach 12 h durchgefilhrte Zelltod-Analyse mittels Caspase-Assay
zeigt einen signifikanten Schutz der S100B-behandelten Neurone gegentber
einer UV-Bestrahlung. Die erst nach 20 h untersuchten Zellen konnten zwar
weiterhin eine schitzende Tendenz fir S100B aufzeigen, dieser war jedoch nicht
mehr signifikant. Die Daten reprasentieren jeweils Mittelwerte +/- SD von n = 4
separaten Experimenten pro Zeitpunkt ((#p < 0,05 verglichen mit den
vergleichbaren UV-behandelten Zellen ohne S100B Zusatz). Die Versuche
wurden einmal mit ahnlichem Ergebnis wiederholt.
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3.3.7. Die pb53-abhdangige Rolle von S100B im
Apoptoseverhalten von Neuroblastomzellen nach DNA-

Schadigung

p53 spielt bei der Apoptoseeinleitung nach DNA-Schadigung eine wesentliche
Rolle. AuRerdem ist eine direkte Interaktion der Proteine S100B und p53, bei
der es zu einer verminderten Transkriptionsaktivitdt von p53 kommt, durch
zahlreiche Arbeiten beschrieben (siehe Einleitung). Nachdem es unter
anderem auch in unserer Arbeitsgruppe (Rachid El Idrissi, Daten noch nicht
publiziert) Hinweise fur eine intrazellulare Aufnahme von S100B gab (Lin et
al., 2010) wurde in der vorliegenden Arbeit nach DNA-Schadigungen mit UV-
Bestrahlung und Etoposid untersucht, ob die neuroprotektive Rolle von S100B

evtl. durch eine Interaktion und Wechselwirkung mit p53 zu erklaren ist.

3.3.8. Verminderte p53-Expression nach DNA-Schadigung
durch UV-Bestrahlung in Anwesenheit von S100B:

Wie oben beschrieben ist p53 einer der Hauptfaktoren in der Initierung der
Apoptose nach einer DNA-Schadigung. Nachdem wir in den Experimenten
zuvor einen signifikanten Schutz von Neuronen gegenuber UV-induzierter
Apoptose durch S100B beobachtet haben, galt es, einen moglichen Effekt
von S100B auf p53 naher zu untersuchen. Daflr wurden SHSY5Y-Zellen
erneut zur Halfte mit 200 ng/ml S100B fur 4 h prainkubiert. Anschlielend
wurden alle Zellen, auRer den Kontrollen, einer UV-Bestrahlung von 100 J/m?
ausgesetzt und dann erneut mit ihrem konditioniertem Medium fir 8 h, 12 h,
oder 16 h im Brutschrank inkubiert. Es erfolgte mit Hilfe eines Western-
Blottings die Analyse der p53-Expression nach UV-Bestrahlung mit und ohne
S100B (Abbildung 21).

Hier zeigt sich zunachst eine deutlich erhdhte p53-Konzentration nach 8 h,
welche in den nachsten Zeitabschnitten erneut abfallt. Dieser Anstieg ist unter

zusatzlicher Behandlung mit S100B deutlich geringer und langsamer.
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Wahrend namlich nach 8 h in den mit S100B behandelten Zellen noch kein
signifikanter Unterschied zu den Kontrollen zu verzeichnen ist, ist in der
Behandlung ohne S100B bereits das Maximum der p53-Aktivierung erreicht.
Ein erhdhter Anstieg der p53-Expression ist mit S100B-Inkubation jedoch erst
nach 12 h zu beobachten und ist auch hier immernoch geringer als bei den
vergleichbaren Zellen ohne S100B. Nach 16 h sind die p53-Proteinlevel
wieder ahnlich. S100B kann somit evtl. durch eine verminderte p53-
Expression seinen zuvor beschriebenen neuroprotektiven Effekt bei UV-

Bestrahlung ausuben.

p53
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Kontr. Kontr. 8h 8h 12h 12h 16h 16h
+S100B +S100B +S100B +S100B
55 Alpha-tubulin
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Abb. 21 : Western-Blot-Analyse zur Untersuchung des S100B-Effekts
auf die p53-Expression in humanen Neuroblastomzellen nach UV-
Bestrahlung

Humane Neuroblastomzellen wurden, wo gekennzeichnet, 4 h vor Beginn
der Schadigung und fir den gesamten Zeitpunkt danach mit 200 ng/mi
S100B inkubiert. AuBer die mit dem Lésungsmittel (DMSO) behandelten
Neurone wurden die Zellen einer UV-Bestrahlung von 100 J/m? ausgesetzt
und anschlief3end fir 8 h, 12 h und 16 h im Brutschrank weiter inkubiert. Die
Zellen wurden anschlieRend lysiert und die Proteine nach
Gehaltsbestimmung und Gelelektrophorese mittels Western-Blot auf eine
Membran transferiert. Nach Inkubation mit dem p53-Antikérper wurden
HRP-konjugierte Sekundarantikorper zur Detektion mittels
Chemiluminiszenzreaktion verwendet. Nach Stripping der Antikdrper von
der Membran wurde der Vorgang mit a-Tubulin-Antikdrper als Ladekontrolle
wiederholt.
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3.3.9. Effekt von S100B auf p53-Aktivierung wahrend DNA-
Schadigung durch Etoposid in SHSY5Y-Neuronen

Nachdem im vorherigen Versuch gezeigt werden konnte, dass S100B in
Western-Blot-Analysen zu einer verminderten p53-Expression nach UV-
Bestrahlung fuhrt, und dies durch eine evtl. direkte Interaktion von S100B und
p53 zu erklaren ist, sollte in einem weiteren DNA-Schadigungsmodell dieser
Effekt weiter untersucht und ggf. bestatigt werden. Da p53 sowohl durch
Translokation zum Zellkern und Transkriptionsaktivierung bestimmter
Zellgene als auch durch transkriptionsunabhangige Bindung und
Beeinflussung von pro- und antiapoptotischen Proteinen eine Apoptose
initiieren kann (siehe Einleitung) galt es zusatzlich, die Frage der zellularen
Verteilung von p53 wahrend einer Schadigung zu klaren und einen evtl.

S100B Einfluss hierauf aufzuzeigen.

Dazu wurden humane SHSY5Y-Neuroblastomzellen, wie im Versuch 3.3.2
einer Behandlung mit 200uM Etoposid mit und ohne Anwesenheit von S100B
unterworfen. Daraufhin wurde die p53-Expression und -Verteilung in einer
Immunfluoreszenz-Analyse untersucht und zur Kontrolle die Zellkerne mittels
Hochstfarbung dargestellt (Abbildung 22). Es zeigt sich eine Aktivierung von
p53 nach Etoposid Behandlung bereits nach 4 h und eine vermehrte
Translokation in den Zellkern. Diese Effekte sind jedoch unter den zusatzlich
S100B (200 ng/ml) behandelten Neuronen deutlich schwacher auspragt.
S100B fuhrt also zu einer verminderten zelluldren Proteinkonzentration von
p53 und einer verminderten Akkumulation im Zellkern. Auch diese
Beobachtungen kdnnen durch eine direkte Bindung von S100B an p53 zu

erklaren sein.
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Abb. 22: Immunfluoreszenz-Analyse der Expression von p53 in Etoposid-
behandelten SHSY5Y-Zellen in Abhdngigkeit von S100B.

S100B behandelte SHSY5Y Zellen wurden, wo beschriftet, zunachst fur 24h mit 200
ng/ml S100B prainkubiert. Anschlielend wurden alle Zellen fiir die angegebenen
Zeiten (4 h, 8 h, 12 h) mit 200 yM Etoposid behandelt. Die Kontrollen wurden mit
dem Losemittel DMSO behandelt. In der anschlieBenden Immunfluoreszenz-Analyse
mittels polyklonalen p53-Antikérper (1:2500 rabbit) wurde die Expression und die
Verteilung von p53 untersucht. Die zusatzliche nukledre Hochstfarbung diente zur
Kontrolle der Kernposition. Anschlieend wurden die Zellen digital fotografiert. Es
zeigt sich in den verschiedenen Zeitpunkten im Vergleich zu den Etoposid
behandelten Zellen ohne S100B unter der Behandlung mit S100B eine verminderte
intrazellulare p53 Konzentration und eine Blockierung der Translokation von p53 in
den Zellkern. Der Maldstab betragt 25 ym.
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3.4. S100B-Effekt auf die Expression von p53-abhangigen

Zielgenen

Nachdem gezeigt wurde, dass der neuroprotektive Effekt von S100B bei der
DNA-Schadigung evtl. p53-abhangig ist, stellte sich die Frage ob dieser Effekt
durch einen der von p53 aktivierten Gene erklart und vermittelt ist.

HierfUr wurden die in den Vorversuchen 3.3.2 und 3.3.7 beschriebenen DNA-
Schadigungen an humanen Neuroblastomzellen SHSYS5Y mittels UV-
Bestrahlung und Etoposid-Behandlung erneut durchgeflhrt. AnschlieRend
wurde die mRNA der haufigsten p53-abhangigen Zielgene im Rahmen einer

initiierten Apoptose einer quantitativen RT-PCR Untersuchung unterzogen.

Eines der pro-apoptotischen Proteine der Bcl2-Familie, welches durch p53
aktiviert werden kann ist Noxa. Eine RT-PCR Analyse nach UV-Bestrahlung
ergab zwar eine erhohte Aktivitat von Noxa bereits nach 4h aber keinen
signifikanten Unterschied in Anwesenheit von S100B (Abbildung 23).

Es zeigt sich nach UV-Bestrahlung zwar insgesamt ein Anstieg der

Genaktiverung aber keine signifikante Veranderung durch S100B.

KONTR. Uv4h UV 16 h UV 20 h
- + - + - + - + S100B

Abb. 23: S100B Effekt auf die Expression von Noxa nach UV-Bestrahlung
SHSY5Y-Zellen wurden jeweils zur Halfte mit (200 ng/ml) S100B fir 24 h
prainkubiert. Anschlielend wurden alle Zellen aufl3er den Kontrollen einer UV-
Bestrahlung mit 100 J/m? ausgesetzt und fiir 4 h, 16 h oder 20 h weiter im
Brutschrank inkubiert. Die anschlielfende Untersuchung der Noxa-mRNA
mittels quantitativer RT-PCR-Analyse ergab, dass die Aktivierung von Noxa
durch UV-Bestrahlung in Anwesenheit von S100B keine signifikante
Veranderung zeigt. Als Kontrolle diente 20 Zyklen GAPDH.
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Zwei weitere Zielgene, die im Rahmen der Apoptoseinitierung durch p53
haufig eine wichtige Rolle spielen, sind PUMA und WAF1.

Sowohl PUMA, ein Mitglied der Bcl2-Genfamilie, als auch der Cyklin-
abhangige Kinase-Inhibitor WAF1 zeigen weder eine Aktivierung durch
Etoposid oder UV-Bestrahlung, noch einen S100B-abhangigen Effekt
(Abbildung 24).

Etoposide uv

Abb. 24: S100B Effekt auf die Expression von PUMA und WAF1

nach UV-Bestrahlung und Etoposid-Behandlung

Humane SHSY5Y-Neuroblastomzellen wurden wo mit (+)
gekennzeichnet mit (200 ng/ml) S100B fir 24h prainkubiert.
AnschlieRend wurden die Zellen flir die jeweils angegebene Zeit mit
200uM Etoposid-behandelt. Fur die UV-Schadigung wurden die Zellen
mit 100 J/m®bestrahlt und anschlieRend fiir die angegebenen
Zeitpunkte weiter im Brutschrank inkubiert. Im Anschlu® wurden die
Zellen lysiert, die Gesamt-RNA isoliert und in einer quantitativen RT-
PCR die PUMA, WAF1 und GAPDH (zur Ladekontrolle) mRNA-
Expression nach jeweils 25 Zyklen bestimmt. Es zeigt sich weder eine
Aktivierung durch Etoposie oder UV-Bestrahlung noch eine
Veranderung durch S100B.
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4. Diskussion:

4.1. S100B und seine Rolle im zentralen Nervensystem

Die bisherigen Forschungsergebnisse aus wunserer und anderen
Arbeitsgruppen zeigen ein weit gefachertes Wirkungsspektrum von S100B in
verschiedenen Zelltypen. S100B hat auf zahlreiche Zellarten wie Astrozyten,
Neuronen, Adipozyten und Myoblasten unter anderem einen Effekt auf den
Kalziumhaushalt, die Enzym- und Transkriptionsaktivitat, Zellproliferation und
Differenzierung, Proteinphosphorylierung, Zellwachstum- und Uberleben (vgl.
Einleitung; Donato et al., 2009).

Die Rolle von S100B bei verschiedenen Zellschadigungsmechanismen- bzw.
beim Zelluntergang durch Apoptose-induzierende Stimuli ist Gegenstand
zahlreicher aktueller Forschungsarbeiten und zu einem grof3en Teil noch
unerforscht (Michetti et al., 2012; Lange et al., 2012). In Neuronen wird dabei
ein  konzentrationsabhangiger  Effekt  unterschieden. In  geringen
Konzentrationen hat S100B einen neurotrophen Effekt und hemmt unter
anderem die inflammatorischen Reaktionen (Huttunen et al., 2000; Reali et
al., 2005). Es schatzt Neurone vor Apoptose-induzierenden
Stresssituationen, férdert das neuronale Wachstum und stimuliert die
Astrozytenproliferation (van Eldik et al., 2003).

Nach experimentellen Schadel-Hirn-Traumata bei Ratten konnte eine S100B-
Freisetzung beobachtet werden, welche zu einer Reduzierung der spaten
neuronalen Schadigungen fuhrt (Ellis et al., 2007). Zum anderen konnte
durch aktive intraventrikulare Infusion geringer Mengen von S100B sogar die
Neurogenese im Bereich des Hippokampus induziert und die kognitiven
Funktionen gebessert werden (Kleindienst et al., 2005). Als Ursache der
Neuroprotektion durch S100B wird unter anderem eine Stimulierung der
Glutamataufnahme durch Astrozyten (Tramontina et al., 2006) sowie ein
erhdohter neuronaler, RAGE abhangiger Schutz gegenuber B-Amyloid-
Toxizitat diskutiert (Businaro et al., 2006).
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In héheren Konzentrationen wirkt S100B als DAMP- (damage associated
molecular pattern) Faktor und kann die Neuroinflammation direkt oder indirekt
uber die Aktivierung des RAGE-Rezeptors aktivieren. Hierbei kommt es zu
einer Mikrogliaaktivierung mit Hochregulierung der COX-2, Stimulierung der
NO- und TNFa-Freisetzung in Astrozyten und Mikroglia und einer
Apoptoseeinleitung in Neuronen (Bianchi et al., 2010; Adami et al., 2004;
Kdgel et al., 2004).

S100B im Gehirn

Neurone Astrozyten Mikroglia
In nanomolaren Konz.: In mikromolaren Konz.:

Inflammationshemmend Aktivierung der Aktivierung von
neurotrophe, apoptosehemmende Proliferation und COX-2, INOS, TNFa,
Wirkung des Glutamat-uptake IL-18
Anregung von
Neuritenwachstum In mikromolaren Konz.:
Rage-Expression Inflammationssteigernd

Neurogenese mit Aktivierung von:

IL-6, INOS, TNFa
In mikromelaren Konzentrationen:

Aktivierung der Neuroinflammation
Apoptose steigernde Wirkung

Abb. 25: Wirkung von S100B im Gehirn (modifiziert nach

Donato und Heizmann, 2010)

Aus diesem Grund wird S100B im Serum und Liquor cerebrospinalis oft als
Analyse-, Screening- und Verlaufsparameter zahlreicher neuronaler
Zellschadigungen, analog der Rolle des C-reactiven Proteins (CRP) als
Marker fur die systemische Inflammation zunehmend diskutiert und z. T.

bereits klinisch eingesetzt (Sen et Belli, 2007; sieche Kap. 4.8.)

Abgesehen davon, dass S100B nach einer Zellschadigung durch Apoptose
oder Nekrose passiv von allen S100B exprimierenden Zellen freigesetzt wird,
kann es auch z. T. aktiv z. B. von Astrozyten und Adipozyten sezerniert
werden (Gerlach et al., 2006).
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AuBerhalb der Zelle ubt S100B seine bereits erforschten autokrinen und
parakrinen Effekte hauptsachlich Uber den Rezeptor RAGE aus (Donat,
2007). In neueren Untersuchungen wurden auch andere Rezeptoren wie der
FGFR1-Rezeptor fur die S100B-Wirkung diskutiert (Sorci et al., 2010). Diese
und weitere intrazellulare = Regulatorfunktionen und extrazellulare
Signalwirkungen werden immer weiter erganzt und untersucht.

In dieser Arbeit sollte ein mdglicher Effekt von S100B auf das Zelliberleben
nach unterschiedlichen  Apoptoseinduktionsmechanismen in  zwel
verschiedenen neuronalen Zellmodellen untersucht werden. Anschlieend
sollten die an diesem Effekt beteiligten intrazellularen Veranderungen auf
Protein- und DNA-Ebene mit mdglichen zugrunde liegenden Signalkaskaden
erforscht werden. Die Ergebnisse kénnen zu einem besseren Verstandnis
uber klinische Krankheitsbilder beitragen und evtl. Therapieansatze flr

zukunftige Forschungsarbeiten bieten.

4.2 Untersuchung in zwei verschiedenen neuronalen Zellmodellen
4.2.1 Humane Neuroblastomzellen SHSY5Y

Die fur diese Arbeit benutzte Neuroblastozelllinie SHSY5Y ist der dritte
Subklon der SK-N-SH-Zelllinie (SH-SY, SH-SY5, SHSYS5Y), welche
ursprunglich 1970 durch eine Knochenmarksbiopsie eines metastasierten
Neuroblastoms in einem 4-jahrigen Madchen gewonnen wurde (Biedler et al.,
1978). SHSY5Y-Zellen haben die Fahigkeit, nach Kontakt mit bestimmten
Agenzien z. B. RA (retinoic acid), BDNF (brain derived neurotrophic factor)
oder Staurosporin, zu differenzieren und ein neuronenahnlichen Phanotyp mit
Neuritenausbreitung zu entwickeln (Singh et al., 2007; Cernaianu et al., 2008;
Mollereau et al., 2007). Da diese Zelllinie auerdem zahlreiche biochemische
und funktionelle Ahnlichkeiten mit Neuronen besitzt und eine sehr lange,
kontaminationsfreie Proliferationseigenschaft hat, ist es als In-vitro-Zellmodell
fur neuronale Differenzierung und Metabolismus sowie Neurodegeneration,
Neurotoxizitat und Neuroprotektion weit verbreitet (Xie et al., 2010; vgl.

Einleitung).
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4.2.2 Hippokampale Neurone der Ratte

Um herausgearbeitete Erkenntnisse in der Neuroblastomzelllinie, die
immerhin urspringlich aus einem wenig differenzierten, teilungsaktiven
Tumor stammt, zu bestatigen und gleichzeitig eine hohe Ubereinstimmung
mit den In-vivo-Verhaltnissen zu gewinnen, wurden zusatzlich hippokampale
Primarneurone der neonatalen Ratte fir die Experimente herangezogen.

Dabei ist abgesehen vom Nutzen einer direkt aus dem Gehirn gewonnenen
Primarkultur die Ubereinstimmung mit den menschlichen Zellen ein groRer
Vorteil. So konnte beispielsweise gezeigt werden, dass zwischen einer
untersuchten  Untereinheit des fur den exzitotoxischen Zelltod
entscheidenden Rezeptors NMDA eine 99 %ige Ubereinstimmung von
Mensch, Ratte und Maus zu finden ist (Nakanishi et al., 1992). Hippokampale
Neurone sind aulierdem gegentber einer Hypoxie sehr empfindlich und
werden daher sehr oft flir experimentelle, neuronenspezifische

Fragestellungen zu diesem Thema herangezogen.

4.3. Hypoxie und NMDA-induzierte Exzitotoxizitat : zwei In-
vitro-Zelltodmodelle zur Untersuchung der zerebralen

Ischamie

Der Schlaganfall (zu 85 % ischamisch und zu 15 % hamorrhagisch bedingt)
ist die dritthaufigste Todesursache in den Industrielandern und die haufigste
Ursache flr eine permanente Behinderung bei Erwachsenen weltweit (Luo,
2010; Sims et Muyderman 2010). Trotz der ausgedehnten Forschungszweige
ist bis heute eine adaquate klinische Therapie nach Ereigniseintritt
ausgeblieben.

Durch eine verminderte oder ausbleibende Blutzufuhr kommt es in den Zellen
des betroffenen Hirnareals (Neurone, Oligodendrozyten, Astrozyten und

epithelialen Zellen) zu einer Schadigung (Dirnagl et al., 1999).
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Unter anderem zeigt sich hierbei nach einem verminderten Sauerstoff- und
Glukoseangebot, ein Abfall der ATP-Konzentration, ein Energieverlust der
Natrium-Kalium-Pumpe der Zellmembranund damit eine Depolarisation der
Zelle. Es folgt eine Freisetzung von exzitatorischen Neurotransmittern, vor
allem Glutamat, dem haufigsten und wichtigsten Neurotransmitter im Gehirn
(Butcher et. al, 1987). Eine Exzitotoxizitat wird initiiert, bei der es aufgrund
einer exzessiven und oder prolongierten Glutamataktivitat unter anderem zu
einer massiven Uberaktivierung des NMDA-Rezeptors mit Steigerung des
intrazellularen Kalziumeinstroms kommt (Doble, 1995; Werner et al., 2000).
Ein erhohter intrazellularer Kalziumspiegel fuhrt dann entweder auf direktem
Weg, z. B. durch Aktivierung zahlreicher Enzymsysteme wie Nukleasen,
Proteasen, Phospholipasen oder Caspasen sowie der Bildung freier Radikale
wie die Stickstoffmonoxid-Synthase (NOS) oder auf indirektem Weg durch
Depolarisation der Mitochondrienmembran und anschlieender Freisetzung
von Cytochrom-C, zu einer Apoptoseinitierung und Aktivierung multipler

Zelltodmechanismen (vgl. Einleitung; Wang et Qin, 2010).

Bei dieser Arbeit wurde eine NMDA-induzierter Zelltod sowie ein
Hypoxiemodell durch Sauerstoffentzug in einer Kammer als In-vitro-Modelle

fir zerebrale Ischamie und exzitotoxischem Zelltod untersucht.

4.3.1. S100B schitzt primare hippokampale Neurone der
Ratte und humane Neuroblastomzellen vor exzitotoxischer

Zellschadigung

Nachdem es erste Hinweise auf eine konzentrationsabhangige,
neuroprotektive Wirkung von S100B gab (Huttunen et al., 2000; Reali et al.,
2005), wurde bei dieser Arbeit zunachst in einem etablierten Modell ein
NMDA-induzierter Zelltod in primaren hippokampalen Neuronen der Ratte
untersucht (Lankiewitcz et al., 2000; Rothermundt et al., 2003). Bei diesem
Modell kommt es infolge von einer Uberaktivierung des NMDA-Rezeptors,
welcher in vivo nach einer Schadigung durch Glutamat aktiviert wird, zu einer

Apoptoseeinleitung (siehe Einleitung).
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Hierbei konnte eine signifikante Zelltodreduktion in einer Live/Dead-Farbung
der primaren Neurone in Anwesenheit von S100B gezeigt werden, welche
durch mehrfache Wiederholung auch in den SHSY5Y-Zellen bestatigt werden
konnte.

Durch eine Prainkubation mit S100B zeigte sich somit ein signifikanter Schutz
der primaren hippokampalen Neurone und humanen Neuroblastomzellen

nach NMDA-induzierter Zellschadigung.

4.3.2. S100B schutzt humane Neuroblastomzellen und
primare hippokampale Neurone der Ratte vor Hypoxie-

induziertem Zelltod

Nach den Ergebnissen aus den experimentellen NMDA-Versuchen sollte als
nachster Schritt die Rolle von S100B in einem Hypoxie-induziertem
Zelltodmodell untersucht werden, dessen Pathomechanismus ebenfalls
hauptsachlich auf eine Exzitotoxizitdt beruht. Hier konnte nach einer
Hypoxiephase in einer Hypoxiekammer ebenfalls ein signifikanter
neuroprotektiver Effekt von S100B auf primare hippokampale Neurone und
SHSY5Y-Zellen gezeigt werden. Diese Daten bestatigen zum einen die bei
der NMDA-Exzitotoxizitat gewonnen Ergebnisse zum anderen verdeutlichen
sie durch eine genauere Simulation der pathophysiologischen Grundlagen
ischamisch bedingter Neurotoxizitat, deren klinische Relevanz. Eine
intrazelluldare Regulation der S100B-Konzentration koénnte damit eine
neuronale Exzitotoxizitat verhindern und evtl. eine méglichen Therapieansatz

darstellen.
Nach diesen Initialversuchen war die Grundlage geschaffen, maogliche

Signaltransduktionswege zu untersuchen, mit denen die herausgearbeitete

neuroprotektive Wirkung von S100B erklart und verstanden werden kann.
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4.4. S100B aktiviert RAGE (receptor for advanced glycation

endproducts)

Zu Beginn der vorliegenden Arbeit war sehr wenig bekannt Uber mdgliche
Aufnahmemechanismen und Signalweiterleitungen durch S100B. Um die
Arbeitsgruppe von Donato gab es vereinzelt Hinweise auf die Involvierung
von RAGE (receptor for advanced glycation endproducts). Dabei konnte vor
allem eine Aktivierung von NFKB mit resultierender Uberexpression des
antiapoptotischen Proteins Bcl2 durch den Raf-MEK-ERK-Signalweg nach
Bindung von S100B an RAGE gezeigt werden (Huttunen et al., 2000). Durch
die gleiche Arbeitsgruppe konnte aber auch nach hohen S100B-
Konzentrationen bei neuronalen Zellen eine exzessive Stimulation des
RAGE-Rezeptors mit resultierender ROS (reactive oxygen species) Bildung
gezeigt werden, welche im Gegensatz zur antiapoptotischen Wirkung von
S100B in geringen Konzentrationen, dort zu einer erhdhten Apoptoserate
fuhrte.

In dieser Arbeit konnte eine signifikante Stimulierung der Expressionsraten
von RAGE in primaren hippokampalen Neuronen nach S100B Behandlung
gezeigt werden. Zu einer ahnlich starken Aktivierung kam es nach einer
NMDA-Schadigung dieser Neurone, welche nach zusatzlicher Addition von
S100B keinen messbaren Unterschied zeigte. Diese Ergebnisse legen nahe,
dass RAGE durch S100B und NMDA-Schadigung hochreguliert wird, und
dass S100B seine neuroprotektive Wirkung evtl. Uber eine RAGE-Aktivierung

entfaltet.

4.5. Neuronale Uberlebens-Signalwege

Neuronale Zellen koénnen als Antwort auf einen Stressfaktor wie
Exzitotoxizitat, durch Expression neuroprotektiver Zytokine und der
Aktivierung bestimmter Uberlebenswichtiger Signalwege antworten. Oft sind

diese Signalwege unter physiologischen Bedingungen standig aktiv.
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Unter anderem um zahlreiche Zellaufgaben zu koordinieren und permanent
eine Apoptose zu unterdriicken. Zusatzlich kdnnen sie dann in bestimmten
Situationen in ihrer Aktivitat reguliert werden. Zwei der dabei wichtigsten
Signalkaskaden sind der MEK/MAPK-ERK und der PI3/Akt-Signalweg, die
beide durch den Oberflachenrezeptor RAGE aktiviert werden kénnen (Clerk
et al., 1998; Kamada et al., 2007; Ghavami et al., 2008).

4.5.1. Der PI3K/Akt-Signalweg

Die Phosphoinositid (Pl) 3-Kinase wurde zum ersten Mal 1984 entdeckt und
1998 konnte gezeigt werden, dass dieses Enzym die Fahigkeit besitzt, die
dritte Hydroxyl-Gruppe des Inositolringes von Phosphatidylinositol zu
phosphorylieren (Phosphatidylinositol-3,4-Bisphosphat Zu
Phosphatidylinositol-3,4,5-Trisphosphat). Dieses Lipid ist dementsprechend
nach PI3K Aktivierung intrazellular akut gesteigert detektierbar (Brogiolo et al.,
2001). Die PI 3-Kinase-Aktivitat wurde in allen untersuchten eukaryontischen
Zelltypen gefunden und spielt eine grol3e Rolle bei zahlreichen Zellantworten
auf extrazellulare Signale wie z. B. beim Wachstum, Bewegung,
Differenzierung, Uberleben und Proliferation (Katso et al., 2001).

Eine Reihe von Membranrezeptoren mit Tyrosin-Kinase-Aktivitadt kann PI3K
an die Zellmembran rekrutieren und dort aktivieren (Ding et al., 2010). Nach
Lokalisierung und Aktivierung an der Membran fuhrt PI3K zu der oben
beschriebenen Phosphorylierung von Phosphaytidylinositol. Dieses Lipid hat
dann seinerseits die Fahigkeit, Proteine mit einer Pleckstrin-Homology-
Domane, wie die Serin-Threonin-Kinase-Akt und die Phosphoinositid-
Dependent-Kinase 1 (PDK1) an die Membran zu rekrutieren. Hier wird Akt
dann von PDK phosphoryliert und kann dann selbst Phosphorylierung und
Regulierung zahlreicher Kinasen und Transkriptionsfaktoren Gibernehmen. Die
von Akt aktivierten Substrate spielen in zahlreichen essentiellen
Zellfunktionen wie Uberleben, Glukosemetabolismus und Proteintranslation

eine wichtige Rolle(Fruman et al., 1998; Katso et al., 2001).
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Der PI3k/Akt Signalweg antagonisiert die pro-apoptotische Signaltransduktion
auf mehreren Ebenen und =zeigt hierbei unter anderem durch eine
Regulierung des NFkB-Proteinkomplexes sowie der Proteine BAD und
Caspase9 einen durchweg neuroprotektiven Charakter. So fuhrt die
Phosphorylierung des Proteins Bad durch Akt dazu, dass es an der
Mitochondrienmembran die antiapoptotischen Eigenschaften von Bcl-2 und
BclXL nicht mehr blocken kann. Caspase 9 ist ein Protein, welches direkt in
der Apoptoseinitierung eine wichtige Stellung einnimmt und durch Akt
phosphoryliert und inhibiert wird. Schlussendlich fuhrt Akt durch eine
Aktivierung der IkB-Kinasen (IKKs) zu einer Degradierung von |kB, dem
Inhibitor vom NFkB, und kann damit zu einer Transkriptionsaktivierung
zahlreicher, anti-apoptotischer, NFkB-abhangiger Zielgene wie Bcl-xL, Bcl-2
oder XIAP (X-linked inhibitor of apoptosis) fuhren (Miyawaki et al, 2008;
Collett et Campbell, 2006; Kane et al., 1999; Cardone et al., 1998).
Aulerdem wird der PI3k/Akt-Signalweg durch zahlreiche neurotrophe
Faktoren wie IGF-1 (insulin-like growth factor 1), NGF (nerve growth factor),
BDNF (brain-derived neurotrophic factor) etc. aktiviert (Wang et al., 2012;
Jeon et al., 2010; Numakawa et at., 2012).

Durch einige Autoren wurde bereits eine Involvierung des PI3K/Akt
Signalweges fur den Effekt von S100B auf Proliferation und Differenzierung

der Zellevorgeschlagen (Brozzi et al., 2009).

In anderen Versuchen konnte sogar eine PI-3 Kinase vermittelte
neuroprotektive Funktion von S100B beschrieben werden. So aktiviert
bespielsweise S100B in PC12 Neuronen, die selbst normalerweise kein
S100B exprimieren, ein PI3K/Akt/p21"*"'/cyclin-D1/cdk4/Rb/E2F-Signalweg
mit dem Effekt einer hdéheren Proliferation und erniedrigten Apoptoserate
(Sorci et al., 2010).
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4.5.2. Der PI3k/Akt-Signalweg spielt fir die neuroprotektive
Wirkung von S100B bei NMDA-induziertem Zelltod keine

signifikante Rolle

Fur die Untersuchung ob der PI3k/Akt Signalweg flr die neuroprotektive
Wirkung von S100B beim exzitotoxischen Zelltod in primaren hippokampalen
Neuronen eine Rolle spielt, wurde das vorangegangene NMDA-
Schadigungsmodell mit dem PI-3-Kinase-Inhibitor LY294002 erweitert. Der
synthetisch hergestellte Inhibitor LY294002 wurde bereits 1994 als
spezifischer Inhibitor der Phosphatidylinositol-3-Kinase vorgestellt (Vlahos et
al.,, 1994). Trotz seiner evil. Limitierungen wie z. B. einer insgesamt
schwachen Inhibierung (nur micromolare Potenz) oder mdglicher Off-target-
Effekte auf andere Kinasen, ist LY294002 aktuell einer der nutzlichsten und
am meisten benutzten Inhibitoren der PI-3-Kinasen (Workman et al., 2010).
Obwohl durch einige Autoren anders beschrieben, konnten wir flr den
neuroprotektiven Effekt von S100B auf den exzitotoxischen Zelltod nach
Zugabe des Inhibitors keine Veranderung feststellen. Der neuronale Schutz
mit S100B war weiterhin hoch signifikant und der PI-3-Kinase-abhangiger
Signalweg scheint damit bei der neuroprotektiven Wirkung von S100Bin

unseren Modellen keine signifikante Rolle zu spielen

4.5.3. Der MEK/ERK-Signalweg

MAPKSs bestehen aus einer Familie von Serin/Threonin-Kinasen zu denen die
durch extrazellulare Signale regulierte ERK-Kinase sowie die stress-
aktivierten Proteinkinasen JNK/SAPK1 und p38/SAPK2 gehdren. Die MAPKs
konnen durch eine veranderte Genexpression oder posttranslationale
Proteinmodifikation zahlreiche Zellvorgange in Antwort auf einen
extrazellularen Reiz verandern (Martindale und Holbrook, 2002). Wahrend fur
JNK und p38 im Allgemeinen ein proapoptotischer Signalweg postuliert wird,

zeichnet sich flr den ERK-Signalweg eine doppelte Rolle ab.
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Abhangig von Trigger, Dauer und Dynamik seiner Aktivierung kann ERK eine
zytoprotektive oder zytotoxische Zellantwort auslésen (Ho et al., 2007).

ERK 1/2 ist eine der nachgeschalteten Komponenten des Raf/MEK/ERK
Signalwegs (Chong et al.,, 2003; Kolch, 2000), welcher durch MEK
phosphoryliert und damit aktiviert werden kann. Aktiviertes pERK besitzt als
Schlisselkomponente in dieser Kaskade dann die Fahigkeit, in den Zellkern
zu translozieren, dort zahlreiche Transkriptionsfaktoren zu regulieren und
damit die Genexpression zahlreicher Proteine zu beeinflussen. Aullerdem
kann es durch Aktivierung von |kB-Kinasen (IKKs) zu einer Aktivierung von
NF-kB fuhren, welches seinerseits wichtige Transkriptionsfunktionen
einnimmt (Chuderland and Seger, 2005; siehe Abbildung 26).

In einigen Zellen wie z. B. Neuronen und Myoblasten konnte bereits eine
Aktivierung des MEK/ERK Signalwegs und eine anschliefende
Apoptosereduzierung durch S100B nachgewiesen werden (Huttunen et al.,
2000; Riuzzi et al., 2006). Zusatzlich fihrt in Neuronen eine ERK-abhangige
Aktivierung von NFkB zu einer Neuroprotektion nach Ischamie (Yokota et al.,
2011).

45.4. Der MEK/ERK-Signalweg kann teilweise die
neuroprotektive Wirkung von S100B beim exzitotoxischen

Zelltod erklaren

Es wurden in dieser Arbeit auf Proteinebene zunachst basale Level von
pERK, sowie nach Inkubation mit S100B und NMDA-Schadigung untersucht.
Es zeigte sich eine deutliche Aktivierung von ERK 1/2 allein nach S100B-
Inkubation sowie noch starker nach NMDA-Schadigung. Eine gleichzeitige
Inkubation mit S100B und NMDA-Schadigung zeigte keinen signifikanten
Unterschied zur alleinigen NMDA-Behandlung. Nachdem klar war, dass
dieser Signalweg sowohl bei der NMDA-induzierten Exzitotoxizitat als auch
von S100B aktiviert wird, stellte sich die Frage, ob auch der neuroprotektive

Effekt von S100B durch diesen Mechanismus erklart werden kann.
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Zur Klarung dieser Frage wurde das oben beschriecbene NMDA-
Schadigungsmodell mit und ohne S100B mit dem MEK-Inhibitor PD98059
erweitert. PD98059 ist ein gut etablierter, stromaufwarts von ERK 1/2
agierender, spezifischer Inhibitor von MEK. In Anwesenheit des Inhibitors
konnte nach der Live/Dead-Farbung zwar weiterhin ein neuroprotektiver
Effekt von S100B beobachtet werden, dieser war jedoch nur partiell, da
gleichzeitig ein signifikanter Zelltod im Vergleich zu den Kontrollen zu
beobachten war.Aus diesen Versuchen lasst sich schlielen, dass der
MEK/ERK Signalweg zumindest teilweise flr die neuroprotektive Rolle von

S100B verantwortlich zu sein scheint.

46 NFKB und seine Rolle in der Vermittlung der

neuroprotektiven Eigenschaft von S100B

Der aus funf Mitglieder bestehende Transkriptionsfaktor NFkB ist ein im
Zytoplasma praktisch  jeder eukaryotischen Zelle vorkommendes
Regulatorprotein, welches in der Kontrolle von zahlreichen Zellprozessen wie
Wachstum, Differenzierung, Proliferation, Uberleben und Apoptose sowie in
der Immun- und Entzindungsreaktion eine zentrale Stellung einnimmt. Die
hierbei am haufigsten vorkommende aktive Form besteht aus einem p65/p50-
Heterodimer (Sun and Andersson, 2002). Normalerweise liegt NFkB,
gebunden an seinem Inhibitor (IkB), in einer inaktiven Dimer-Form im
Zytoplasma vor. Nach einem entsprechenden Reiz werden diese Inhibitoren
phosphoryliert und abgebaut und der dann freie NFkB-Komplex kann aktiviert
in den Nukleus translozieren und dort die Expression seiner zahlreichen
Zielgene regulieren (vgl. Einleitung; Ghosh et al., 2002).

Die Rolle von NFkB in verschiedenen physiologischen und pathologischen
Vorgangen ist sehr weitrechend und bedarf, um der Sache gerecht zu
werden, mehrerer ausfuhrlicher Kapitel. Hier soll zunachst nur die Rolle von
NFkB in der Neuroprotektion im Allgemeinen (siehe unter 4.5.1.) sowie in der
Vermittlung der neuroprotektiven Effekte von S100B im Speziellen diskutiert

werden.
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4.6.1. S100B fiuhrt in SHSYS5Y-Zellen zu einer NFkB-
Aktivierung mit moglichem neuroprotektivem

Wirkmechanismus beim exzitotoxischem Zelltod

Im zentralen Nervensystem konnte eine wichtige Rolle von NFkB in der
Transkriptionsregulierung zahlreicher Gene sowohl in Neuronen als auch in
Gliazellen nachgewiesen werden (O'Neill et al., 1997). Wahrend in Neuronen
eine konstitutiv hohe basale NFkB-Aktivitat zu verzeichnen ist, wird die Rolle
von NFkB in Bezug auf Neuroprotektion z. T. noch kontrovers diskutiert
(Kaltschmidt et al., 1994; Pizzi et al., 2002). Auf der einen Seite wird von
zahlreichen Autoren die neuroprotektive Funktion in Neuronen unter anderem
durch Hochregulierung antiapoptotischer Proteine wie Bcl-2 und Bcl-xL in den
Vordergrund gestellt und eine Hochregulierung von NFkB als erhdhter Schutz
vor Stress-Stimuli beobachtet (Koénig et al., 2005; Zhu et al.,, 2004;
Manuvakhova et al.,, 2011). So konnte auch in beiden fir diese Arbeit
benutzten Zellarten - den primaren hippokampalen Neurone der Ratte und
den humanen Neuroblastomzellen SHSYSY - bereits zuvor eine NFkB-
abhangige, neuroprotektive Aktivierung von Bcl-xL gezeigt werden, welche
unter anderem zu einem Apoptoseschutz gegeniber Beta-amyloid
Neurotoxizitat fuhrt (Luetjens et al., 2001; Bui et al., 2001). Auf der anderen
Seite wird eine Hochregulierung von NFkB in Stresssituationen, wie z. B.
nach einem Infarkt, als Ursache der anschlieRenden Inflammation und
Apoptose in Neuronen beschrieben (Herrmann et al., 2005). Als Ursache der
unterschiedlichen, zum Teil sogar gegensatzlichen Effekte von NFkB wird
unter anderem eine Zeit- und Stimulus-abhangige Aktivierung verschiedene
Untereinheiten diskutiert, die dann wiederum verschiedene Zielgene
regulieren kdnnen (Hoffmann et al., 2003; Saccani et al., 2003).

Zusatzlich wurde eine NFkB-Aktivierung durch S100B mit anschliel3ender
iINOS-Expression in kortikalen Astrozyten der Ratte beschrieben (Lam et al.,
2001).

Basierend auf diese Daten wurde die NFkB-Rolle in der neuroprotektiven

Wirkung von S100B auch durch unsere Arbeitsgruppe untersucht.
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Tatsachlich konnte in unserer Arbeitsgruppe sowohl in humanen
Neuroblastomzellen als auch in primaren hippokampalen Neuronen der Ratte
nach Inkubation mit S100B eine NFkB-Aktivierung durch EMSA-
Untersuchungen nachgewiesen werden. Es wurde ebenfalls eine NFkB
Aktivierung nach NMDA-Schadigung gezeigt, welche durch eine zusatzliche
S100B-Behandlung weiter verstarkt wurde. Interessanterweise wurde dabei
ein zusatzlich zeitabhangiger Shift der aktivierten NFkB-Untereinheit zu

einem p65/c-Rel-Komplex beobachtet (Kdgel et al., 2004).

Um herauszufinden ob diese NFkB Aktivierung auch flr den neuroprotektiven
Charakter von S100B beim exzitotoxischen Zelltod verantwortlich ist, wurden
die Versuche weiter erganzt. Normalerweise wird der NFkB-Inhibitor IkBa
durch das Proteasom mit einer Proteindegradierung abgebaut, sodass NFkB
aktiviert in den Nukleus translozieren kann. Lactacystin, ein
Proteasominhibitor, blockt durch eine Verhinderung des |kBa-Abbaus die
Aktivierung von NFkB. Eine Vorbehandlung der hippokampalen Neurone mit
Lactacystin stoppte den neuroprotektiven Effekt von S100B beim
exzitotoxischen Zelltod durch NMDA. Die Daten belegen damit einen
mdglichen NFkB-abhangigen Mechanismus der Neuroprotektion von S100B
(Kogel et al., 2004).

Im Rahmen dieser Arbeit wurde als nachster Schritt die Rolle von NFkB
wahrend hypoxieinduzierter Apoptose in SHSY5Y-Neuronen untersucht. Es
konnte nach Hypoxieschadigung und anschlieender Reoxigenierung vor
allem eine Aktivierung des p50/p65 Dimers von NFkB in den humanen
Neuroblastomzellen gezeigt werden. Ein eventueller Effekt von S100B auf

diese aktivierte Untereinheit bleibt zu untersuchen.
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4.7 VEGF - ein (vaskulidrer) Uberlebensfaktor mit zahlreichen

Funktionen

Die VEGF (Vascular endothelial growth factor) Familie spielt eine wichtige
Rolle bei Formen des vaskuldaren Wachstums, insbesondere bei der
Stimulation der Angiogenese, Arteriogenese und Lymphangiogenese (Yla-
Herttuala et al., 2003).

Das erste entdeckte und 1989 erfolgreich geklonte Mitglied der VEGF-Familie
war VEGF-A (Leung et al.,, 1989). Zahlreiche Faktoren wie Hypoxie,
Wachstumsfaktoren oder Zytokine wie TNF-a konnten eine Expression von
VEGF-A induzieren (Ferrara N., 2004; Rissanen et al., 2002). VEGF,
zunachst hauptsachlich als Angiogenesefaktor untersucht und beschrieben,
zeigt zusatzlich direkte Effekte auf neuronale (Stamm-)Zellen. Eine
abnormale  Expressionsrate  wird als Ursache in  zahlreichen
neurodegenerativen Krankheitsbildern diskutiert und hier ansetzende
Therapiemoglichkeiten werden aktuell erforscht (Storkebaum and Carmeliet,
2004).

In vorhergegangenen Arbeiten konnte gezeigt werden, dass VEGF in
primaren hippokampalen Neurone der Ratte einen Caspase-unabhangigen
Schutz gegenuber einem exzitotoxischen Hypoxie-induziertem Zelltod zeigt
(Svensson et al., 2002).

Aktuell ist VEGF weiterhin Gegenstand zahlreicher Forschungsarbeiten. Es
ist in vielen Krankheiten des zentralen Nervensystems, unter anderem beim
ischamischen Schlaganfall, mit involviert und gewinnt durch seine positiven
Effekte auf Angiogenese, Neuroprotektion und Neurogenese eine immer
grollere Rolle (Ma et al., 2011; Zheng et al., 2012; Lee et al., 2011). Nach
zahlreichen experimentellen und pra-klinischen Untersuchungen werden in
den letzten Jahren immer haufiger bereits auch Studien an Patienten,
insbesondere zur Therapie der Ischamie und der Induktion einer
Angiogenese im Rahmen der koronaren Herzkrankheit, durchgefuhrt
(Timothy D. Henry et al., 2003). Leider konnten diese jedoch bis jetzt die
hochgesteckten Erwartungen nach den zum Teil aulerordentlich

erfolgversprechenden experimentellen Labordaten nicht erfullen.
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Durch Blockierung der pathologischen VEGF-induzierten Tumorangiogenese
durch Wirkstoffe wie Bevacizumab, einem monoklonalen Antikérper gegen
VEGF-A, zeigen sich jedoch bereits hoffnungsvolle Therapieansatze in der
Tumortherapie (Takahashi, 2011).

4.7.1 Auf transkriptioneller Ebene gibt es Hinweise einer
Hochregulierung von VEGF durch S100B

Wie bereits beschrieben, induziert NFkB nach seiner Aktivierung die
Expression zahlreicher Zielgene. Unter anderem konnte z. B. durch S100B
eine NFkB-vermittelte Induktion von Bcl-xL, einem neuroprotektiven Gen,
nachgewiesen werden (Bui et al., 2001). In kardialen Myozyten der
neonatalen Ratte konnte durch S100B eine RAGE und NFkB-abhangige
Hochregulierung der VEGF mRNA, VEGF-Proteinkonzentration und
Sekretion beobachtet werden (Tsoporis et al.,, 2012). Es konnte ebenfalls
gezeigt werden, dass der Ligand S100B RAGE-abhangig zu einer
Hochregulierung von VEGF in ARPE-19 Zellen (humane, retinale
Pigmentepithelzelllinie) fuhrt (Ma et al. 2007).

In primaren kortikalen Neuronen wurde zusatzlich eine Involvierung des
MEK/ERK-Signalwegs bei der neuroprotektiven Funktion von VEGF in

Trauma-induzierter Apoptose beschrieben (Ma et al., 2011).

Zur Untersuchung mdglicher aktivierter Zielgene bei der neuroprotektiven
Funktion von S100B wurden humane Neuroblastoma-Zellen SHSY5Y nach
Hypoxie-induzierter Apoptose mit und ohne S100B-Inkubation untersucht.

Durch die vorliegende Arbeit wurde sowohl eine leichte Erhéhung der
basalen VEGF-Expression durch S100B als auch eine erhdhte Aktivitat nach
Hypoxie in Anwesenheit von S100B in humanen Neuroblastomzelllinien

gezeigt.
Auf Grundlage der erhobenen Daten liegt die Vermutung nahe, dass die

RAGE-Raf-MEK-Erk-NFkB-VEGF-Signalachse fur die neuroprotektive Rolle
von S100B eine zentrale Rolle spielen (siehe Abbildung 26).
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Abbildung 26: Hypothese eines maoglichen Signalwegs fiir den
neuroprotektiven Effekt von S100B beim exzitotoxischen Zelltod

S100B kann nach einer Bindung an den RAGE-Rezeptor Uber eine
Signalkaskade zu einer intrazellularen Aktivierung von ERK fiihren.
Dieser kann entweder selbst direkt im Zellkern die Genexpression
bestimmter Gene beeinflussen oder durch Aktivierung derlkB Kinase
(IKK) zu einer IkBa Degradierung fiilhren. Damit aktiviertes NF-kB hat
dann seinerseits die Moglichkeit in den Zellkern zu translozieren und
bestimmte Zielgene wie VEGF zu aktivieren. VEGF selbst hat eine

neuroprotektive, antiapoptotische Eigenschaft.
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4.8. S100B schiitzt primare hippokampale Neurone der Ratte
und menschliche Neuroblastomzellen vor Apoptose

induzierender DNA-Schadigung

Es gibt verschiedene Apoptose-induzierende Stimuli wie Hypoxie, Entzug von
Wachstumsfaktoren, Aktivierung spezifischer Rezeptoren wie dem TNF-
Rezeptor, sowie verschiedener DNA-Schadigungsstimuli wie UV- oder y-
Strahlung.

Neurone sind enddifferenzierte Zellen mit, im Vergleich zu anderen Zellen,
sehr hohem metabolischen Umsatz und damit einhergehender
Transkriptions- und Translationsaktivitdt. Dementsprechend ist eine DNA-
Schadigung in  diesen Zellen deutlich fataler und effektive
Reparaturmechanismen ungemein wichtiger (vgl. Einleitung; Barzilai et al.,
2008). Obwohl eine durch DNA-Schadigung induzierte Neurotoxizitat in
zahlreichen Pathologien des Nervensystems beschrieben worden ist, sind die
einzelnen Mechanismen noch nicht endgultig geklart. Hierbei kann man
zwischen einer akuten Neurotoxizitat mit anschlieRendem Zelltod und einer
chronischen, langsam progressiven Neurodegeneration aufgrund der DNA-

Schadigung unterscheiden (Katyal et al., 2008).

Im Rahmen dieser Arbeit konnte zum ersten Mal ein signifikanter
neuroprotektiver Effekt von S100B nach einer DNA-Schadigung in primaren
hippokampalen Neuronen der Ratte und menschlichen
Neuroblastomzelllinien gezeigt werden. Hierzu wurden Etoposid und UV-
Bestrahlung als etablierte DNA-Schadigende Agenzienund Epoxomicin, als
ein Proteasom-Inhibitor und p53-Aktivator eingesetzt.

Es wurde in allen drei Fallen nach mehrfach wiederholten Caspase-Assay-
Analysen eine signifikante Reduktion des Zelltodes in Anwesenheit von
S100B beobachtet. Demnach spielt S100B neben dem exzitotoxischen
Zelltod auch bei der durch DNA-Schadigung induzierten Zellschadigung als

neuroprotektives Protein evtl. eine sehr wichtige Rolle.
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4.8.1. p53 : eines der Haupteffektorproteine bei der Induktion
von Apoptose nach DNA-Schadigung

Im Rahmen einer DNA-Schadigung werden verschiedene Mechanismen, wie
die Aktivierung von Reparaturmechanismen oder die Einleitung einer

Apoptose, in Kraft gesetzt.

Zu den wichtigsten Mechanismen gehort die Aktivierung des
Tumorsuppressors p53, unter anderem herbeigefuhrt durch einen Arrest der
Polymerase 1l, die normalerweise die Transkriptionsfunktion einnimmt
(Derheimer et al.,, 2007). Das Protein p53 hat insgesamt weitreichende
intrazellulare Funktionen und reguliert zahlreiche Signalwege und Gene, die
in vielen wichtigen Zellprozessen wie die Induktion von Apoptose und
Zellzyklusarrest eine zentrale Rolle spielen. (vgl., Einleitung; Levine, 1997;
Mihara et al., 2003).

p53 hat bei der Einleitung der Apoptose interessanterweise die Fahigkeit,
abhangig von verschiedenen Faktoren wie Zelltyp, Stress-Stimulus, DNA-
Schadigungslevel und Vorhandensein externer Wachstumsfaktoren,
verschiedene Signalwege zu aktivieren (Benchimol, 2001). So kann p53 als
Transkriptionsfaktor zahlreiche pro-apoptotische Gene wie BAX, Bak, PUMA,
Noxa, PIDD, Fas/APO-1 etc. hoch und entgegenwirkend dazu anti-
apoptotische Gene wie Bcl-2 und Bcl-XI herunter regulieren (vgl. Einleitung;
Hoffman et al., 2002). Zusatzlich kann p53 nach einer DNA-Schadigung auch
ohne Transkriptionsaktivitat durch Translokation zum Mitochondrium,
Bindung an anti-apoptotische Proteine wie Bcl-XL und daraus resultierender
Aktivierung pro-apoptotischer Proteine wie BAX eine Permeabilisierung der
Mitochondrienmembran und damit eine Apoptose in Gang setzten (Chipuk et
al., 2004). Desweiteren kann p53 den Transport sog. Todesrezeptoren wie
Fas/APO-1 und Killer/DR5 von zytoplasmatischen Speicher auf die
Zellobeflache erleichtern und damit eine Apoptose initiieren (Bennett et al.,
1998; siehe Abbildung 27).
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p53 agiert also mit der Einleitung der Apoptose in DNA-geschadigten, nicht
mehr reparablen Zellen, als Tumorsuppressor und nimmt dabei eine
Schutzfunktion fir den Gesamtorganismus ein. Nach einer evtl. Mutation im
p53-Gen selbst kann es jedoch seine Funktion oft nicht mehr (voll)
wahrnehmen und so gewinnt es in den letzten Jahren zusatzlich als einer der
Ursachen der Tumorentstehung immer mehr an Bedeutung (Goldstein et al.,
2010).

4.8.2 Nach DNA-Schadigung zeigt sich in Anwesenheit von
S100B ein verminderter p53-Proteinlevel und eine

verminderte Apoptose

p53 wird durch verschiedene inhibierende und aktivierende Faktoren
reguliert. Einer der wichtigsten und am besten erforschten
Schlisselkomponenten der Regulierung von p53 ist das Protein MDM2 (beim
Menschen hdm2), welches an p53 bindend seine Degradation und den
Verlust der Transkriptionsaktivitat bewirkt (Petroni et al., 2012; siehe
Einleitung). Durch zahlreiche Arbeiten unter anderem von Fersht und
Mitarbeitern konnte zusatzlich eine Bindung verschiedener Mitglieder der
S100-Familie, unter anderem S100B, an p53 gezeigt werden (Fernandez-
Fernandez et al., 2008). Der resultierende Effekt wird noch kontrovers
diskutiert. Wahrend einige Autoren eine Aktivierung von p53 durch die S100-
Protein-Familie beschreiben, steht flir andere Arbeitsgruppen eine
Inhibierung der Transkriptionsaktivitdt von p53 nach der Bindung im
Vordergrund (Mueller et al., 2005; Lin et al., 2001). Als Erklarung kommen
evil. die unterschiedlichen Bindungseigenschaften und Bindungsorte der
verschiedenen S100-Mitglieder an p53 in Frage. Dem Protein S100B wird
hierbei eine weitestgehend inhibierende Wirkung der Transkriptionsaktivitat

von p53 zugeschrieben (van Dieck et al., 2009).

Fir S100B konnte eine Bindung am c-terminalen Ende von p53 sowie der

Oligomerisierungsdomane gezeigt werden, welche dessen Tetramerizierung
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(tetramerer Formation) und Phsophorilierung durch die Proteinkinase C
verhindert (Baudier et al., 1992; Delphin et al., 1999; Fernandez-Fernandez et
al., 2005). Beide Vorgange sind essentiell fur die p53-Aktivierung und damit
dessen intrazellularer Funktion (Giaccia et al., 1998). Es konnte bestatigt
werden, dass eine Uberexprimierung von S100B die transkriptionale Aktivitat
und DNA Bindungskapazitat von p53 signifikant senkt und die Exprimierung

von down-stream Effektorgene inhibiert (Jing et al., 2001).

Aulerdem flhrt unter anderem beim malignen Melanom, dem aggressivsten
Hauttumor, die Bindung von S100B an p53, zu einer Reduktion des p53-
Proteinlevels und darauf folgend zu einem Funktionsverlust bei der
Apoptoseinduktion (Lin et al., 2010; Lin et al., 2004). Bei diesem Tumor
zeigte sich trotz Vorhandenseins von ,normalem® p53-Gen eine mehrfach
erhdhte Konzentration von S100B, was zu einer Herunterregulierung des
p53-Proteinlevels fuhrt. Eine mdgliche Erklarung fur den reduzierten
Proteinlevel von p53 ist die bereits beschriebene Auflésung der p53-
Tetramere (Baudier et al., 1992) sowie die Konformationsanderung am C-
terminalen Ende und der Oligomerisierungsdomane nach Bindung von
S100B (Rustandi et al., 1999). Diese Formationsanderungen kdénnten
synergistisch dem Wirken von hdm2, eine Calcium-vermittelte, Ubiquitin-

abhangige Proteindegradation von p53 in Gang setzen (Lin et al., 2004).

Die Daten in Melanomzellen bestatigend, konnten wir durch vorangegangen
Arbeiten in unserer Arbeitsgruppe zusatzlich zu einer S100B-Bindung an den
RAGE-Rezeptor auch eine Internalisierung von S100B in die Zelle
nachweisen (Rachid El Idrissi, Daten noch nicht publiziert). Somit kann sich
die neuroprotektive Wirkung von S100B nicht nur durch die Bindung an den
RAGE-Rezeptor, sondern evil. auch durch direkte intrazellulare
Wechselwirkungen mit dem Protein p53 entfalten. Zur Untersuchung eines
Effektes auf den p53-Proteinlevel wurde bei dieser Arbeit nach einer UV-
Schadigung und einer Etoposid-Behandlung die p53-Expression im Western-
Blotting und durch eine Immunfluoreszensbehandlung dargestellt. Hierbei
zeigte sich in Anwesenheit von S100B sowohl eine signifikante

Herunterregulierung des intrazellularen p53-Proteinlevels nach DNA-
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Schadigung als auch eine verminderte Translokation des aktivierten p53 zum
Zellkern. Die Daten legen nahe, dass S100B seine neuroprotektive, anti-
apoptotische  Wirkung nach einer DNA-Schadigung in humanen
Neuroblastomzellen unter anderem durch eine aktive Bindung an p53 und

Reduktion von dessen Proteinlevel entfaltet (siehe Abbildung 27).

4.8.3. Keine Hinweise fir eine signifikante Veranderung der
p53 regulierten Zielgene Bax, PUMA, NOXA und WAF1

p53 kann als Transkriptionsfaktor seine proapoptotische Wirkung unter
anderem durch Einflussnahme auf bestimmte Zielgene ausiben. Um einen
Effekt von S100B auf die Transkriptionsaktivitdt von p53 zu untersuchen,

wurden einige bereits etablierte Zielgene von p53 ausgewahlt und analysiert.

Die grol3e Bcl-2-Familie besteht aus einer Reihe strukturell verwandter
Proteine, die mindestens eines der vier charakteristischen Bcl-2-Homology-
Domanen besitzen. Sie besitzen entweder pro- oder anti-apoptotische
Eigenschaften. Sie sind in zahlreichen Zellaktivitaten involviert und haben
unter anderem die Fahigkeit, die Permeabilisierung der aulleren
Mitochondrienmembran zu regulieren. In bestimmten Situationen flihrt dies
zu einer Cytochrom-c-Ausschittung ins Zytosol, welches seinerseits durch
Aktivierung von Caspase 3 und Caspase 9 eine Apoptose initiieren kann. Bcl-
2-asoziiertes X-Protein, kurz "Bax" ist eines der proapoptotischen Proteine
welche zur Bildung von Poren in der aufl’eren Mitochondrienmembran, den
sog. MACs (mitochondrial apoptosis-induced channels) fuhrt (Dejean et al.,
2006). In humanen Neuroblastomzellen SHSYS5Y konnte bereits eine p53-
abhangige Aktivierung von Bax und eine Einleitung der Apoptose gezeigt
werden (Lee et al., 2011). Wahrend Bax im Normalzustand hauptsachlich im
Zytosol zu finden ist, kommt es nach einer Apoptoseinduktion zu einer
Konformationsanderung und einer hoheren Ansiedlung in der &aul3eren
Mitochondrienmembran (Wolter et al., 1997). Normalerweise kommt es durch

eine Interaktion anti-apoptotischer Bcl-2-Mitglieder wie z. B. Bcl-xL oder Bcl-2
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mit Bax zu einer Hemmung von dessen apoptotischer Wirkung. In unseren
Untersuchungen konnte nach DNA-Schadigung keine Veranderung der
Expressionsrate von Bax in Anwesenheit von S100B beobachtet werden

(Daten nicht gezeigt).

PUMA (p53-upregulated mediator of apoptosis), ebenfalls Mitglied der Bcl-2-
Protein-Familie, wird durch den Tumorsuppressor p53 z. B. nach DNA-
Schadigung hochreguliert und bindet an die anti-apoptotischen Mitglieder wie
Bcl-xL oder Bcl-2. Durch diese Bindung wird deren Interaktion mit Bax
reduziert und es resultiert eine oben erwahnte mitochondriale Dysfunktion mit

Caspase-Aktivierung und neuronalen Zelltod (Tsuchiya et al., 2011).

Ein weiteres Mitglied der BH3 (Bcl-2 homology 3)-only-Subgruppe der Bcl-2
Proteinfamilie, welches ebenfalls durch extra- und intrazellulare
»1odessignale” reguliert wird, ist NOXA. Auch bei diesem Protein konnte eine
p53-abhangige Erhdhung der Expressionsrate nach DNA-Schadigung
beschrieben werden (Akhtar et al., 2006).

Das vierte untersuchte p53-abhangige Protein, welches bei der Stressantwort
der Zelle eine wichtige Rolle spielt, ist p21 / WAF1 oder CKI (Cyklin-
dependent kinase inhibitor). Das Protein wird streng reguliert durch p53 und
hdher exprimiert nach Stressstimuli wie Bestrahlung. Es fuhrt zu einem
Zellzyklusarrest, bei dem der Zelle zunachst Zeit geboten werden soll,
modgliche Reparaturmechanismen durchzuflihren. Bei nicht mehr mdglicher
Rettung wird dann die endgultige Apoptose eingeleitet (vgl. Einleitung; Kirsch
et al., 1998).

In mehrfach wiederholter konventioneller semiquantitativer RT-PCR-Technik
konnte kein Hinweis fur eine Veranderung der Genaktivitat dieser Proteine
gefunden werden. Evil. ist dies auch der Methode zu schulden. Neuere PCR-
Methoden wie die quantitative Real-Time-PCR, die zum Zeitpunkt der
Durchfuhrung dieser Arbeit noch nicht zur Standartmethode gehdrten, sind
schneller, reproduzierbarer und erlauben die genauere Quantifizierung von

geringeren Expressionsunterschieden noch wahrend der Amplifizierung.
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Aulerdem sind post-PCR-Schritte nicht mehr notwendig, die die Gefahr einer
Kontamination erhdéhen. Der Mechanismus der p53 abhangigen
Apoptoseinhibierung durch S100B nach DNA Schadigung muss daher weiter
untersucht werden.

51008

unbekannter
Aufnahmemechanismus

p53 $1008

53
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Abb. 27: Mdglicher Signalmechanismus fiir den neuroprotektiven
Effekt von S100B bei Apoptose-induzierender DNA-Schadigung
Normalerweise kann p53 nach einer DNA-Schadigung durch
Veranderung seiner Transkriptionseigenschaften oder (ber direkte
Aktivierung pro-apoptotischer Proteine und Todesrezeptoren eine
Apoptose induzieren. S100B wird Uber einen noch unbekannten
Mechanismus in die Zelle aufgenommen und bindet an das Protein
p53. Nach der Bindung an S100B kommt es jedoch durch eine
Proteindegradation zu einer verminderten Apoptosefahigkeit. Evtl. ist
dies zusatzlich durch eine aktuell noch nicht bekannte, veranderte
Expressionseigenschaft von p53 zu erklaren.
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4.9. S100B im klinischen Einsatz- ein Ausblick

Die Tatsache, dass S100B nach verschiedenen intrazerebralen
Zellschadigungen wie Ischamie, Trauma, Alzheimer, Parkinson etc. vermehrt
im Serum und Liquor zu finden ist, fuhrt unweigerlich zu der Fragestellung, ob
S100B als Biomarker fur den Verlauf oder der Ausdehnung einer Krankheit

dienen kann, und ob bestimmte Therapieansatze daraus resultieren.

Ein groBes Untersuchungsfeld ist der Einsatz von S100B als Biomarker.
Beispielhaft sind kranielle Schadel-Hirn-Traumata, insbesondere milde
Schéadel-Hirn-Traumata bei Kindern, da bei diesem Kollektiv oft eine
adaquate neurologische Untersuchung sehr schwierig und evtl. nicht
ausreichend ist. Ein Literaturiberblick von Aristotelis und Mitarbeitern im
Jahre 2010 beschreibt, dass trotz zahlreicher Studien S100B als verlasslicher
Biomarker zumindest in diesem Zusammenhang noch kontrovers diskutiert
wird.

Auf der einen Seite postulieren z. B. einige Autoren die AusschlieBbarkeit von
intrakraniellen  Verletzungen bei normalen S100B-Serum-Level und
beschreiben S100B als sehr hilfreichen Beurteilungs-, Verlaufs- und
Prognoseparameter bei intrakraniellen, neuronalen Verletzungen. (Savola et
al., 2004; Ingebrigtsen et al., 2003; Vos et al., 2003). Bei Kindern konnte z. B.
eine signifikante Korrelation zwischen einem pathologischen CT-Befund und
einer S100B-Steigerung nachgewiesen werden (Castellani et al., 2009). Im
Gegensatz dazu gehen einige Autoren bzgl. der Ursache der S100B-Level
Steigerung im Serum eher von einer Schadigung der Blut-Hirn-Schranke aus,
als einer endgultigen neuronalen Schadigung, da S100B normalerweise
diese Schranke nicht Uberqueren kann (Dash et al., 2010). Da abgesehen
von geschadigten Astrozyten zahlreiche weitere, z. T. extrakranielle Zellarten
Einfluss auf den S100B-Serum-Level haben, ist eine eindeutige Interpretation
der Daten oft sehr schwierig. So wird auch nach Traumata ohne kranielle
Mitbeteiligung ein Anstieg des S100B-Levels im Serum gemessen (Anderson
et al., 2001).
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Aulerdem zeigt das basale S100B-Level im Serum physiologischerweise
besonders bei Kindern altersabhangige Schwankungen, was eine eindeutige

Interpretation weiter erschwert (Gazzolo et al., 2003).

Eine weitere Schwierigkeit bezlglich der Benutzung des Proteins als
Biomarker ist die Frage nach dem richtigen Zeitpunkt fur die Serum-Kontrolle,
da S100B eine Serum-Halbwertszeit von 60-120 min hat, bevor es renal

ausgeschieden wird (Kovesdi et al., 2010).

Da S100B sowohl passiv nach pathologischer Zellschadigung austreten
kann, als auch nach einer aktiven Sezernierung, z. B. als Antwort auf einen
Stressstimulus  (Gerlach et al.,, 2006), zu erhdéhten Serum und
Liquorkonzentrationen fuhrt, ist eine zusatzliche Bestimmung weiterer glialer
und neuronaler Proteine sehr hilfreich. So weist eine gleichzeitig
unveranderte Konzentration der nicht-sekretorischen Proteine: GFAP (glial
fibrillary acidic protein), MBP (myelin basic protein) und NSE (neuron-
specific-enolase) eher auf eine aktive sekretorische Erhéhung des S100B
hin.

Durch weitere Untersuchungen von S100B und die evtl. Kombination mit
weiteren neuronalen Proteinen konnte die Sensivitdt und Spezifitat von

S100B als Biomarker weiter erhoht werden.

Ein wlnschenswerter klinischer Ausblick ware z. B. eine Blockierung der
erhdhten S100B Konzentrationen und ggf. der aktive Einsazt von niederigen
Konzentrationen dieses sehr breit wirkenden Proteins wie es z. T. bei Ratten
schon beschrieben worden ist (Kleindienst et al., 2005). So kénnte S100B als
Therapie oder Vorbeugemalnahme durch Inhibierung der Apoptoseinduktion
in chronischen und akuten Krankheitsbilder zahlreichen Patienten dienen.
Aulerdem konnte die aktive Blockade des Proteins in Tumorzellen wie dem
malignen Melanom zu einer ,Normalisierung“ des p53-Proteinlevels und einer

therapeutischen Tumorsuppression fuhren.
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5. Zusammenfassung

Im Rahmen dieser Arbeit wurde die Rolle des Proteins S100B in humanen
Neuroblastomzellen und primaren hippokampalen Neurone der Ratte beim
apoptotischen  Zelltod untersucht. Hierfir wurden verschiedene
zelltodinduzierende Agentien und Stresskonditionen verwendet. Fir den
exzitotoxischen, glutamatabhangigen Zelltod wurde eine NMDA-induzierte
Zellschadigung sowie eine Hypoxieinduktion in einer Hypoxiekammer
benutzt. Hier konnte fur beide Apoptosemodelle und in beiden Zellarten eine
signifikante Neuroprotektion in Anwesenheit von S100B gezeigt werden.
Besonders in Hinblick auf bereits gezeigte aktive Sezernierung von S100B
nach metabolomischem Stress in Astrozyten sollten die weiteren Signalwege
und Effekte dieses Proteins erforscht werden. Im Zuge der Untersuchung
eines moglichen Wirkungsmechanismus von S100B zeigte sich zunachst
eine signifikante Aktivierung des Zellrezeptors RAGE. Weiterhin zeigte sich in
primaren hippokampalen Neuronen eine Aktivierung des RAF/MEK/MAPK-
ERK-Signalwegs zumindest partiell verantwortlich fir die Vermittlung der
neuoprotektiven Wirkung von S100B bei NMDA-induzierter Apoptose. Durch
Experimente unserer Arbeitsgruppe wurde bereits zuvor eine S100B
abhangige Aktivierung von NFkB beobachtet. In dieser Arbeit konnte mit
VEGF ein evtl. NFkB-abhangig aktiviertes Zielgen flr die neuroprotektive
Wirkung von S100B bei hypoxieinduzierter Apotpose gefunden werden.
Demnach erklart sich ein moglicher neuroprotektiver Wirkmechanismus von
S100B beim exzitotoxischen Zelltod durch Aktivierung des Rezeptors RAGE
an der Zelloberflache, mit anschliefiender Aktivierung des MEK-Erk
Signalwegs. Dieses kann seinerseits zu einer Aktivierung von NFkB in der
Zelle mit Hochregulierung des VEGF-Gens fuhren.

Ein weiteres untersuchtes Apoptosemodell flr die Rolle von S100B war die
direkte DNA-Schadigung durch UV-Bestrahlung und Etoposid sowie die
Schadigung durch den Proteasom-Inhibitor und p53 Aktivator Epoxomicin in
humanen SHSY5Y Neuroblastoma-Zellen und primaren hippokampalen
Neuronen der Ratte. Auch hier zeigte sich in allen drei Modellen eine

signifikante Neuroprotektion in Anwesenheit von S100B.
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Da es einige Hinweise (unter anderem noch nicht publizierte Daten unserer
eigenen Arbeitsgruppe) fur eine Aufnahme von S100B in die Zelle gibt, wurde
eine evtl. Wechselwirkung von S100B mit dem, nach DNA-Schadigung
hochreguliertem, apoptoseinduzierenden Protein p53 untersucht. Hier zeigte
sich, dass S100B sowohl nach DNA-Schadigung durch UV-Bestrahlung, als
auch nach Etoposid-Behandlung die Hochregulierung von p53 auf
Proteinebene signifikant reduziert und eine Translokation zum Zellkern
verhindert. In Zusammenschau dieser Daten und den aktuellen Literaturdaten
uber direkte Wechselwirkungen von S100B und p53 kann man davon
ausgehen, dass S100B seine Wirkung nicht nur Gdber den
Zelloberflachenrezeptor RAGE auslibt, sondern nach einem noch nicht
vollstandig erforschten Aufnahmemechanismus in die Zelle durch direkte
Proteininteraktionen, z. B. wie hier mit dem Protein p53, in den Zellprozess
insbesondere im Apoptoseprozess eingreift. Abgesehen von der in dieser
Arbeit beschriebenen Herunterregulierung des p53-Proteinlevels in
Anwesenheit von S100B, welche die Folge einer proteasomalen Degradation
nach Formationsanderung sein kann, sollten die weiteren p53-abhangigen
Apoptoseinduktionswege wie eine Veranderung von dessen
Transkriptionsaktiviat, Hemmung proapoptotischer Proteine und ein evil.
Einfluss auf die Translokation von sog. Todesrezeptoren an die Zellmembran
in Anwesenheit von S100B als evtl. Ursachen des neuroprotektiven Effekts
von S100B weiter erforscht werden.

Im Rahmen dieser Arbeit bereits durchgeflihrte Untersuchungen auf
Veranderungen der Expressionsrate von mdglichen p53-Zielgenen haben
noch keine endgultigen Ergebnisse geliefert. Zum einen ist evtl. die Auswahl
der ausgewahlten Zielgene nicht ausreichend gewesen und zum anderen
besteht eine evtl. Limitation der semiquantitativen RT-PCR Methode
gegenuber neueren Methoden wie die quantitative Real-Time-PCR in der
Detektion auch kleinerer Expressionsunterschiede (siehe oben). Der
Mechanismus der Neuroprotektion kann in diesem Modell abschlie3end noch
nicht vollstandig geklart werden. Weiterfihrende Untersuchungen sollten den
genauen Aufnahmemechanismus von S100B in die Zelle untersuchen, und
die neuroprotektiven Schritte nach einer Blockierung/Herunterregulierung von

p53 weiter klaren.
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Summary:

This dissertation examines the role of the protein S100B in human
neuroblastoma cells and primary rat hippocampal neurons during apoptotic
cell death. Various cell death inducing agents and stress conditions were used
for this purpose. An excitotixic, glutamate-dependent cell death was examined
by a NMDA-induced cell damage and an induction of hypoxia in a hypoxic
chamber. A significant neuroprotection is observed for both apoptosis models
and in both cell types in the presence of S100B. Furthermore signaling
pathways and effects of this protein are explored particularly in terms of
already shown active secretion of S100B from astrocytes after metabolic
stress. During the investigations for possible S100B targets a significant
activation of the cellular receptor RAGE was found. In addition, an activation
of the RAF/MEK/MAPK-ERK signaling pathway turns out to be at least
partially responsible for mediating the neuroprotective effects of S100B during

NMDA-induced apoptosis.

A S100B dependent activation of NFKB was previously described by our
group. In this study VEGF could be found as a possibly activated target gene
by NFkB in hypoxia-induced apoptosis. As a consequence, a possible
neuroprotective mechanism of S100B in exitotoxic cell death can be explained
by an activation of the RAGE receptor on the cell surface with subsequent
activation of the mek-erk signaling pathway. This may, in turn, lead to an

activation of NFkB in the cell with upregulation of the VEGF gene.

Another used model for studying the neuroprotective effects of S100B in
human neuroblastoma cells SHSY5Y and primary rat hippocampal neurons
was direct DNA damage through UV radiation and Etoposide, as well as the
cell damage caused by the proteasome inhibitor and p53 activator
epoxomicin. In all three models a significant neurprotection was found in the
presence of S100B. Since there is some evidence (not yet published data
from our own group) for S100B uptake into the cell, a possible interaction of
S100B with the apoptosis-inducing protein p53, which itself is upregulated

after DNA damage, was additionally examined.

109



5 Zusammenfassung

Hereby S100B significantly reduces the upregulation of p53 protein level and
prevents a translocation to the nucleus after DNA damage caused by UV
radiation as well as as Etoposide treatment. Taking these data and the current
literature about S100B and p53 interactions into consideration, one can
assume that S100B exerts its effects not only through the cell surface receptor
RAGE, but also through direct protein interactions after a not yet fully explored
uptake mechanism into the cell. Beside from the described downregulation of
p53 protein levels in the presence of S100B, which may be the consequence
of a proteasomal degradation after conformation change, the influence of
other p53-dependent pathways for apoptosis induction such as a change of its
transcriptional activity, inhibition of proapoptotic proteins and a possible
influence on the translocation of the so-called death receptors on the cell
membrane should be further explored.

The conducted investigations in this work on possible changes in the
expression rate of p53 target genes provides no conclusive results. A possible
reason could be an insufficient number of the selected target genes. On the
other hand, there are possible limitations of the semi-quantitative RT-PCR
method, compared to newer methods such as quantitative real-time PCR (see
above). The mechanism of neuroprotection is not yet fully understood. Further
studies should investigate the uptake mechanism of S100B in the cell and the

steps after blocking / down-regulation of p53.
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