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Kapitel 1
Zusammenfassung

Ziel dieser Arbeit war es, Gene und ze#ltg Signalwege aufzudecken, die eine Rolle bei dem
mit Morbus Alzheimer assoziierten oxidativen Nervenzelltod spiel@mken. Dazu wurden
Zelllinien entwickelt, die gegen oxidativen Zelltod resistent sind. Als Modell dienten klonale
hippokampale Mausneurone der Zelllinie HT-22. Von dieser Zelllinie wurden Glutamat- und
Wasserstoffperoxid-resistente Klone isoliert.

Die Genexpression von Enzymen und Transkriptionsfaktoren in diesen Zellen wurde mit derje-
nigen der vulnerablen, parentalen Zellen verglichen. Der Vergleich der Genexpression erfolgte
durch die Methode des Differential Displays (DD), durch Gen-Expressions Arrays und durch
Chip-Hybridisierung. Als Grundlageif den Vergleich der V@nderungen in einigen ausge-
suchten Signaltransduktionswegen dienten aul3erdem Western Blot Analysen.

Fur das Enzym Glykogen-Synthase-Kinase (&SK-33) konnte eine Rolle in der Resistenz-
vermittlung gegen oxidativen Stress nachgewiesen werden. Es wurde ein erniedrigter Spiegel
sowohl der Gesamtmenge als auch der aktiven Form dieser Kinase in den gegen oxidativen
Stress resistenten Neuronen beobachtet. Die Inhibition von GEK-8icht resistenten Zellen
fuhrte zu einer erbhten Toleranz gegen die oxidativen Stressoren Glutamat und Wasserstoff-
peroxid.

Auch die sekretierte Menge an dem als protektiv wirkend beschriebenemsa&Pbei den
resistenten NeuronendRer als bei den nicht resistenten Neuronen uirthke folglich zu dem

Resistenzverhalten der Zellen beitragen.
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Passend zu diesen Beobachtungen wurde eighégh Spiegel von phosphorylierter MAP-
Kinase (MAPK) in den resistenten Neuronen gefunden. MAPK ist ein Enzym, das sowohl zu
einer versarkten Sekretion von sARPfihren als auch GSK#Bdurch Phosphorylierung an
einem Serin-Rest inhibieren kann.

Weitere Unterschiede zwischen resistenten und nicht resistenten Neuronen wurden in der Ex-
pression der Bcl2/Bax Genfamilie sowie einigen Tumor-assoziierten Genen wie z.B. p53 und
Gadd45 nachgewiesen. Diese Gene wurden in den Glutamat-resistenten Zellanhsrhex-
primiert als in den nicht resistenten Zellen.

DD Untersuchungen ergaben eine erniedrigte Expressiodas Gen des 26S Proteasoms so-

wie fur das Gen,Mus musculus adult male cerebellum cDNA, RIKEN* (AMC) in Glutamat-
resistenten im Vergleich zu nicht resistenten Zellen. Die Expression dieser Gene wurde auch
im Gehirn von Mausenuberpiift, wobei dem Hippokampus besondere Aufmerksamkeit ge-
schenkt wurde, da dieser bei Alzheimer Patienten eine starke Neurodegeneration aufweist. Die
fur oxidativen Stress sensitiven Hippokampus-Neurone zeigten eine besonders starke Expressi-
on sowohl des Proteasom-Gens als auch des AMC-Gens.

Insgesamt wurden viele Gene und Signalwege im Hinblick auf Unterschiede zwischen gegen
oxidativen Stress resistenten und nicht resistenten Neuronen untersucht. Einige der festgestell-
ten Unterschiede, wie z.B. die verringerte Akttivon GSK-3 in den resistenten Neuronen,

konnten eventuell in Zukunft als Ansatzpunkie heuroprotektive Wirkstoffe genutzt werden.



Kapitel 2

Einleitung

2.1 Pathogenetische Merkmale der Alzheimer Krankheit

Vor allem durch die Fortschritte in der Medizin haben die Menschen heute @nezénLebens-
erwartung als in den vergangenen Jahrhunderten. Mit fortschreitendem Alter erlangen daher
auch Krankheiten Bedeutung, dié¢iffrer eine geringe Rolle gespielt haben. Morbus Alzheimer

ist wohl eine der bekanntesten vornehmlich altersbedingten Erkrankungen.

Bei Morbus Alzheimer handelt es sich um eine neurodegenerative Krankheit, die bei den Pati-
enten zu einer fortschreitenden Demeilarf. Pathologisch zeichnet sie sich durch drei Haupt-
veranderungen im Gehirn aus: 1. Verlust von Neuronen, 2. Ablagerungen im Gehirn, soge-
nannten senilen Plaques, deren Hauptbestandteil aggregiertes AmiyRagtid (A3) ist und

3. intrazellulre Fibrillentiindel (neurofibrilare, Tangles*) in degenerierenden Neuronen (Alz-
heimer, 1907; Terry et al., 1994).

Die meisten Blle von Morbus Alzheimer treten sporadisch auf, wobei das Alter défitgn
bislang entdeckten Risikofaktor darstellt. Nur etwa 5% der Alzheimer Erkrankungen sind auto-
somal dominant vererbt und zeichnen sich dadurch aus, dass sie Mutationen in Genen aufwei-
sen, die alle zu einer qualitativen oder quantitativeraxeerung der A-Produktion tihren.
Bislang wurden Mutationen im Gen des Amyloid-\@uferproteins (APPUr ,Amyloid Pre-
cursor_Potein*) und in den beiden Presenilin-Genen (PS1 und PS2) gefunden (Hardy, 1996; s.
auch Abschnitt 2.1]1).
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Die Frage, welche Ereignisse im Alzheimer-Gehirn den Zelltod¥seasl, ist noch nicht endgig
geklart. Es gibt jedoch zunehmend Hinweise, dass die Entstehung von oxidativem Stress im
Verlauf der Krankheit zum Absterben der Neurone lagjtr Die Neurodegeneration als solche

erfolgt Uber Apoptose (programmierten Zelltod) bzw. Nekrose (passiven Zelltod)(s. Abschnitt

2.3).

2.1.1 Das Amyloid-Vorlauferprotein

APP ist ein Typ-l Transmembranprotein mit einer grof3en extraze#ual Dondne und einer
kurzen zytoplasmatischen Region (s. Abbild{ing 2.1A). Egetur Familie der Glykopro-
teine und wird ubiqudr in vielen Zelltypen exprimiert. Der N-Terminus dieses Mallskist

in den extrazelldren Raum bzw. in das Lumen intrazeditér Vesikel des Endoplasmatischen
Retikulums oder des Golgi-Apparates gerichtet (Neve et al., 2000). Der C-Terminus liegt im
Zytoplasma (Kang et al., 1987). Die Funktionen von ARRivo sind bislang weitgehend unbe-
kannt. Es wurden Hinweise darauf gefunden, dass es in pro- und antiapoptotische Zetjeorg
involviert ist (Yamatsuiji et al., 1996; Wolozin et al., 1996; Xu et al., 1999). Die Struktur des Mo-
lekuls legt nahe, dass es sich um einen Rezeptor oder einen Wachstumsfaktor handen k
(Rossjohn et al., 1999).

APP kann durch drei verschiedene Sekretasen prozessiert werden; dieund v-Sekretase
(De Strooper und Annaert, 2000)(s. Abbildung]2.1B). biSekretase ist eine Disintegrin-
Metalloprotease (Schlondorf und Blobel, 1999). Sie schneidet APP inmitten @dRefjion

und verhindert somit eine @dgliche Entstehung von A Es kommt zur Freisetzung eines 100

- 120 kDa grof3en Teils der extrazeinen Donéne des APPs. Der 83 Amiriagren lange C-
Terminus bleibt zuick. Die freigesetzte extrazelre Donane wird als SAP® bezeichnet und

ihr werden neuroprotektive Eigenschaften zugeschrieben (De Strooper und Annaert, 2000).
Durch die Prozessierung von APP durch gieind~-Sekretasen entsteht das Amylgi€eptid,

das ein Hauptbestandteil déirfMorbus Alzheimer typischen Ablagerungen im Gehirn ist (Vas-
sar und Citron, 2000).

Die (-Sekretase ist eine membrangebundene Aspartyl-Protease. Sie schneidet APP in der ex-

trazellubren Dondne, am N-terminalen Ende vorjAso dass ein 99 Aminasiren langer C-
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Abbildung 2.1: APP und seine Prozessierung. A: Das Transmembranprotein APP kann durch drei
verschiedene Sekretasen, (- und y-Sekretase, prozessiert werden. B: Durch @iProzessierung
entsteht das vermutlich neuroprotektive sAPBurch - undy-Prozessierung entstehen die toxischen
Produkte A340 bzw. A342

Terminus des APP zuckbleibt.

Die y-Sekretase spaltet den naghbzw. 5-Sekretase Prozessierung verbliebenen C-Terminus
des APP (Esler und Wolfe, 2001). Die Spaltung erfolgt innerhalb der Membran am C-terminalen
Ende von AG (Steiner und Haass, 2000). Es gibt mindestens zvisgiliche Schnittstellen der-
Sekretase, die nach der vorangegangeh8paltung die Bildung von 240 oder A342 bewirkt.

Die Funktion dery-Sekretase ist aldmgig von der Funktion der Preseniline 1 und 2 (PS1 und
PS2). PS1 und PS2 sind Proteine mit multiplen transmembraner@ieamdie haupéchlich

in intrazelluaren Membranen (z.B. des endoplasmatischen Retikulums und des Golgi Appa-

rates) lokalisiert sind (Haass, 1997; Kovacs et al., 1996). Kulturen a@us&tmbryonen, die
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kein PS1 und PS2 aufweisen, bilden auch keih(Merreman et al., 2000). Es wird diskutiert,

ob die Preseniline selbstSekretase Funktion besitzen (Esler und Wolfe, 2001). Bei genetisch
bedingten Bllen von Morbus Alzheimer konnten Mutationen in den Presenilin-Genen nachge-
wiesen werden, die zu einer veadtten A3-Produktion tihren (Scheuner et al., 1996; Hwang

et al., 2002; Flood et al., 2002; Shizuka-lkeda et al., 2002).

2.1.2 Die Amyloid (- und die Tau-Hypothese

Obwohl der pathologische Befund von Morbus Alzheimer mit seinen Amyloid Plaques und den
Neurofibrillentiindeln schon vor fast 100 Jahren beschrieben wurde, ist bis heute noch nicht
geklart, welche Vorgnge dieses Krankheitsbhild adsén. Zwar gibt es&lle von genetisch be-
dingtem Morbus Alzheimer, die mit Mutationen im PS1-, PS2- oder APP-Gen einhergehen,
aber die weitausdufigere, sporadische Form der Krankheit konnte man jedoch bislang nicht
mit klar definierten Augisern in Verbindung bringen. Verschiedene Hypothesen wurden aufge-
stellt, um eine Erkdrung fir das Entstehen des pathologischen Befundes zu geben. Die beiden

bekanntesten Hypothesen sind die Amylgidund die Tau-Hypothese.

Die Anhanger der Amyloid3-Hypothese vertreten die Ansicht, dass eineavielerung in der
APP-Prozessierung der Adsker fir das Krankheitsbild ist (Hardy und Higgins, 1992). Die-
se Veanderung iihrt zu einer verstrkten Produktion von 42, welches aggregiert und so
den Kern der entstehenden Plaques bildet. Aul3erdem bedingt digd@safich alle weiteren
Ereignisse im Krankheitsverlauf, wie die Hyperphosphorylierung und Aggregation des Tau-
Proteins, die zur Bildung der NeurofibrilleiHrt, die Neurodegeneration und schlief3lich die
Demenz (Mudher und Lovestone, 2002). Obwohl offen bleibt, wie gen#PAliese Kaskade
ausbst, gibt es einige Hinweise, die diese Hypothese uritezesh. Zum einen sind Mutationen

in APP oder Presenilin-Genen eine der Ursachiegngenetisch bedingte Alzheimeéle. In
Fibroblasten dieser Patienten sowie in Tiermodellen mit entsprechenden Mutationen findet man
in der Tat einen erhten A342-Spiegel (Suzuki et al., 1994; Tamaoka et al., 1994; Citron et
al., 1994). Dies untergtzt die Annahme, dass die veisgtte Produktion von B42 ein fiihes

Ereignis im Krankheitsverlauf ist. Zum anderen konnte in zahlreichen Studien gezeigt werden,
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dass AS eine neurotoxische Wirkung auf Zellkulturen hat und unter einigen Bedinguingen
vitro die Phosphorylierung des Tau-Proteins bewirken kann (Takashima et al., 1998a; Alvarez
etal., 1999a).

Souiberzeugend diese Hinweise auch sind, wuidesivo jedoch Beobachtungen gemacht, die

im Widerspruch zu der Amyloid-Hypothese stehen: In transgeneadden, die einen edhten
A(42-Spiegel aufweisen, findet man zwar die Alzheimer-typische Plaque-Formation (Citron et
al., 1997; Duff et al., 1996), andere typische pathologische Charakteristika, wie die Formation
von Fibrillenkindeln und die Degeneration von Neuroneimiken jedoch nicht beobachtet wer-
den (Irizarry et al., 1997; Games et al., 1995). Ein anderer widéchpcher Punkt ist die selek-

tive Neurodegeneration im menschlichen Alzheimer-Gehirn. Obwohl Amyloid-Ablagerungen
in allen Bereichen des Gehirns auftreten, kann nidsgrall ein Verlust von Neuronen beob-
achtet werden. Im Kleinhirn z.B. finden sich fast keine degenerierenden Neurone und keine

Fibrillenblindel, obwohl sich dort Amyloid-Plaques bilden (Joachim et al., 1989).

Die Tau-Hypothese sieht das entscheidende Ereignis im Krankheitsverlauf daher in der Bil-
dung der Fibrilleniindel und der damit verbundenen Zérsing des Cytoskeletts. Die Fibril-

len bestehen aus dem mit den Mikrotubuli assoziierten Protein Tau. Es wird angenommen,
dass die Bindung des Tau-Proteins an die Mikrotubuli das Cytoskelett der Zelle stabilisiert.
Im Verlauf der Alzheimer-Erkrankung wird Tau jedoch hyperphosphoryliert, verliert dadurch
seine Bindungsthigkeit an die Mikrotubuli und bildet stattdessen filameéntfige Aggregate

im Zellkorper. Das Cytoskelett bricht letztendlich durch die fehlende Stabilisierung des Tau-
Proteins zusammen (Lovestone et al., 1996).

Zu Gunsten dieser Hypothese spricht die Tatsache, dass die Filiitiéalkin degenerierenden
Neuronen vorzufinden sind, was ein Indiz giadein lonnte, dass sie zum Tod dieser Neuronen
beitragen. In s@ten Krankheitsstadien findet man auch extraza@Fibrillentindel. Aul3er-

dem beginnt die Formation von Fibrillen in Gehirnarealen, die eine Rolle beindchaus
spielen (Braak und Braak, 1998; Braak et al., 1994) und konnte gut mit dem kognitiven Zustand
der Patienten korreliert werden (Nagy et al., 1995).

Allerdings fanden Naslund und seine Kollegen auch eine Korrelation zwischen der Akkumula-
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tion von Amyloid und dem kognitiven Zustand der Patienten (Naslund et al., 2000).

Da Mutationen im Gen, dagéif das Tau-Protein kodiert, zwar zur Formation von Fibrili@mibeln
fuhren, nicht aber zur Bildung von Amyloid-Plaquesihwend Mutationen in APP-, PS1- oder
PS2-Genen jedoch beide Pathologien hervorrutemkn, scheint es fast sicher, dass die Amy-
loid Aggregation das frhere Ereignis im Krankheitsverlauf ist. Die Bildung der Fibrilléandel
scheint eher eine Folge der Amyloid-Plaque Bildung zu sein. Mutationen im Gen des Tau-
Proteins sind jedoch ausreichend, um eine Demenz zu verursachen.

Neuere Studien bringen die Amyloid- und die Tau-Hypothese etwhsmzusammen. Beob-
achtungen an transgenenalken, die sowohl mutiertes Tau-Protein als auch mutiertes APP
Uberexprimieren, zeigen, dass die Amyloid- und Tau-Pathologien miteinander in Verbindung
stehen. Im Gegensatz zu derat¥ken, die nur die Tau-Mutation besitzen, weisen die Doppel-
mutanten grundgzlich mehr Fibrilleniindel auf. Au3erdem finden sich bei den Doppelmu-
tanten Fibrillen in Hirnarealen, die bei den reinen Tau-Mutanten nicht betroffen sind (Lewis
et al.,, 2001). Eine weitere interessante Beobachtung machién u®dd Kollegen an reinen
Tau-Mutanten: Durch Injektion von Amyloid ins Gehirn dieser Muse wurde eine veisk-

te Fibrillen-Formation in Gehirnarealen hervorgerufen, von denen die Neuronen zur Injek-
tionsstelle projizieren. Dieser Effekt von Amyloid konnte jedoch nur bé&uskn mit Tau-
Mutation beobachtet werden. Beiddsen, die das Wildtyp Tau-Protdiberexprimieren,dste

die Amyloid-Injektion keine Fibrillen-Formation aus ¢& et al., 2001). Die Gegenwart von
Amyloid allein ist demnaclm vivo nicht ausreichend, um die Fibrillen-Pathologie auggeh.

Dass die Amyloid- und Tau-Pathologien miteinander in Verbindung stehen, konnte also gezeigt
werden. Worin genau die Verbindung liegt, ist jedoch noch unklé@glMherweise knnte der
Wnt-Signalweg diese fehlende Verbindung darstellen (s. Abs¢hnit{ 2.1.3).

2.1.3 Der Wnt-Signalweg

Der Name Wnt ist eine Verschmelzung aus den Namen der Gerg* der Maus (mittlerweile
Wnt-1 genannt) ungWingless* in Drosophila (Nusse et al., 1991). Der Wnt-Signalweg ist ein

wichtiger Signalweg in der neuronalen Entwicklung (Wodarz und Nusse, 1998), aber auch im
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adulten Gehirn werden die zug@fgen Proteine exprimiert.

Im Verlauf des Wnt-Signalwegs binden extrazedha Liganden an membrangebundene Re-
zeptoren der frizzled (Fzd) Proteinfamilie, welche zu den G-Protein gekoppelten Rezeptoren
geloren. Das Signal wird von dort durch Aktivierung des Proteins Dishevelled (Dvl) in die
Zelle weitergeleitet. Dvl inaktiviert die Glykogen-Synthase-Kinage(GSK 33) durch Bil-
dung von Multiproteinkomplexen, die auch Adenomatous poliposis coli (APC)-, Axin- und
(-Catenin-Proteine einschlieRen. Die GSK-aktivierung fihrt zur Stabilisierung und An-
reicherung vorg-Catenin in der Zelle, welches an die Transkriptionsfaktoren Tcf (T-cell factor)
und LEF (lymphoid enhancer factor) bindet. DieCatenin/Tcf/LEF-Komplexe aktivieren dann
die Wnt-Zielgene (s. Abp 22 links). In Abwesenheit der Wnt-Liganden phosphoryliert aktives
GSK-33 -Catenin und markiert es sa@rfdie Ubiquitin-Proteasom vermittelte Degradierung.
Dadurch sinkt dep-Catenin Spiegel in der Zelle und die Wnt-Zielgene werden nicht exprimiert
(Aberle et al., 1997; Yost et al., 1996) (s. Abb]2.2 rechts).

Es gibt einige Hinweise, die darauf hindeuten, dass eine Verbindung zwischen Wnt-Signalweg
und Alzheimer-Pathologie besteht (De Ferrari und Inestrosa, 2000). Zwei Proteine des Wnt-
Signalweges é&nnen mit dem mit Morbus Alzheimer in Verbindung stehenden PS1 interagie-
ren: §-Catenin und GSK-3. Komplexe aus PS1 ungd-Catenin erbhen die Stabildt dess-
Catenins. PS1-Mutationen bei farailem Morbus Alzheimer destabilisiergrCatenin, was zur
Induktion von Apoptose beitragemiknte, indem antiapoptotisch wirkende Wnt-Zielgene nicht
mehr abgelesen werden.

Die Interaktion von PS1 mit GSK#Bkonnte nbglicherweise von noch gRerer Bedeutung

sein. Es Bnnte sich dabei um die fehlende Verbindung zwischen der Amyloid-Plague- und
der Fibrillentindel-Bildung im Alzheimer-Gehirn handeln (s. Abbildyng]|2.3). GSKKann
namlich neben PS1, das mit der APP-Prozessierung und somit der Amyloid-Plaque-Bildung in
Verbindung steht, auch das Tau-Protein binden. Hyperphosphoryliertes Tau-Protein bildet die
Fibrillenbindel im Alzheimer Gehirn. GSK#Bist in der Lage, Tau-Protein zu phosphorylieren
(Zheng-Fischhofer et al., 1998). Wird GSkK*+ihibiert, so wird auch die Alzheimer-typische
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Abbildung 2.2: Der Wnt-Signalweg. Links: Wnt-Liganden binden an Rezeptoren der frizzled Fami-
lie, von wo das Signdiber das Protein Dishevelled (Dvl) in die Zelle weitergeleitet wird. Im Zytoplas-
ma bildet Dvl zusammen mit AP@-Catenin und Axin einen Komplex, der das Enzym GSKiu3hi-

biert. Die Inaktivierung von GSK-3resultiert in der Stabilisierung und Anreicherung y&&€ateninin

der Zelle. Die Bindung vom-Catenin an die Transkriptionsfaktoren Tcf und LEF égticht die Ein-
leitung der Transkription von Wnt-Zielgenen. Rechts: In Abwesenheit von Wnt-Liganden ist BSK-3
aktiv und phosphoryliers-Catenin, was zu dessen Abbalnft. Die Transkription von Wnt-Zielgenen
wird nicht eingeleitet.

Hyperphosphorylierung von Tau verhindert (Hong et al., 1997; Munoz-Montano et al., 1997).
Der Komplex aus PS1 und GSK3Xonnte nun rglicherweise als Regulatoiirf die Inter-
aktion von GSK-3 mit Tau fungieren. Mutationen im PS1-Gen, die Alzheimer hervorrufen,
verstirken die Rhigkeit von PS1 an GSK&3zu binden. Die versirkte Assoziation von PS1
und GSK-3 konnte dazuiihren, dass die Phosphorylierung von Tau-Protein durch GEK-3
zunimmt (Takashima et al., 1998b). Falls sich diese Hypothegetethware der Verbindungs-
punkt der beiden Alzheimer-Pathologien, Amyloid-Aggregation und Neurofibrillen-Formation,
gefunden.

Es gibt jedoch noch weitere Bgrrungspunkte zwischen dem Wnt-Signalweg und Morbus Alz-
heimer. Das von Wnt-Liganddiber Fzd-Rezeptoren aktivierte Dvl aktiviert seinerseits die Jun-
N-terminale Kinase (JNK) (Boutros et al., 1998; L. Li et al., 1999). JNK kann wiederum Tau

phosphorylieren (Reynolds et al., 1997) und reguliert das Tumorsuppressorprotein p53 (Fuchs
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Abbildung 2.3: Schematische Darstellung der Hypothese, wie die beiden Alzheimer Pathologien,
Amyloid-Plagues und Neurofibrilletiimdel, durch die Kompexbildung von PS1, GSK-8nd Tau-
Protein miteinander in Verbindung stehdimkiten. PS1 spielt eine Rolle bei der Prozessierung von APP,
welche zur Bildung der Amyloid-Plaqueghirt. GSK-33 kann Tau-Protein phosphorylieren. Die As-
soziation von PS1 mit GSK¢Bkonnte zu einer veratkten Phosphorylierung von Tau-Proteimfen,
wodurch die Bildung der Neurofibrilleriimdel initiiert wirde.

Fibrillenbtindel aus
hyperphosphoryliertem
Tau-Protein

et al., 1998) und den Transkritionsfaktor c-Jun (Ip und Davis, 1998)adhalksh findet man in
Gehirnen von Alzheimer-Patienten eine &aderung in c-Jun- und p53-Spiegeln (MacGibbon

et al., 1997; Marcus et al., 1998; Kitamura et al., 1997). Von p53 ist bekannt, dass es die Ex-
pression von PS1 negativ beeinflusst, was zur Induktion von Apopiise (Roperch et al.,
1998).

Viele Hinweise sprechen also dafdass der Wnt-Signalweg oder zumindest einige seiner Kom-

ponenten einen Einfluss auf die Alzheimer Pathologie habenten.

2.1.4 Selektive Neurodegeneration

Obwohl AG-Ablagerungen fasiiberall im Alzheimer-Gehirn in vergleichbarer Menge gefun-
den werden, weisen verschiedene Gehirnareale ein unterschiedliches Ausmalf’ an Neurodegene-
ration auf. Man spricht daher auch von selektivem Zelltod bzw. selektiver Resistenz. Besonders

vom Zelltod betroffen sind die graue Substanz des Neocortex, der Hippocampus und die Amyg-
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dala (Gomez-Isla et al., 1997). Im Cerebellum dagegen findet man fast keine degenerierten Neu-
rone. Es scheint also ein iaiches Schutzprogramm gegen den Morbus Alzheimer bedingten
Zelltod zu geben. Die Identifizierung solch sthender Signalwegedkinte den Grundstein zur
Entwicklung von Paventions- und Heilungsmitteln gegen diese Krankheit bilden. Ein Schwer-
punkt der Alzheimer-Forschung gilt daher der Beantwortung der Frage, wie es kommt, dass
einige Zellen im Gehirn der Patienten absterben und andere nicht.

In Versuchen mit der A- und somit Oxidations-resistenten Zellinie PC12RCI8 wurde z.B. ent-
deckt, dass der Transkriptionsfaktor MB-im Vergleich zu den vulnerablen parentalen PC12-
Zellenuberexprimiert ist (F. Lezoualc™h et al., 1998). In der Arbeit von Li und Kollegen wurden
Komponenten des endosomalen-lysosomalen Systems gefunden, dier@sidtenten Zellen
verstrkt gebildet werden (Y. Li et al., 1999) und Greeve und Kollegen fanden heraus, dass
Seladin-1, eine Oxidoreduktase, zur Resistenz gegen gdigoXizitat beitégt (Greeve et al.,

2000). Aus diesen Befunden kann geschlossen werden, dass das Abwehrprogramm gegen den
Alzheimer assoziierten oxidativen Zelltod eine genetische Grundlage hat und durch gewisse
Signaltransduktionswege aufgerufen werden kann. Gene, die in eindeutigem Zusammenhang
mit der Alzheimerschen Krankheit stehen, sind nur unvatidtg bekannt. Zum Ver&hdnis

der Krankheit ist es erforderlich, weitere dieser Gene aufzudecken. Der Vergleich von resisten-

ten und nicht resistenten Zellklonen ist dabei eiaaflg verwendete Methode.

2.2 Oxidativer Stress

Unter oxidativem Stress versteht man die Akkumulation reaktiver Sauerstoff- und Stickstoff-
spezies, wie z.B. Wasserstoffperoxid, Superoxidanionen, Stickstoffmonoxid und Hyperperox-
idradikalen. Diese Verbindungeroknen die Zelle durch ihre extreme Reaktionsbereitschaft
schadigen. Es kommt zur Oxidation von Lipiden, Proteinen und DNA. Reaktive Sauerstoff-
spezies entstehen vor allen@ékrend der mitochondrialen Atmung (auch oxidative Phospho-
rylierung genannt), aber auch durch die Ak&@tiverschiedener Oxidasen (z.B. Flavin-haltige
Oxidasen) und Oxygenasen (z.B. Lipooxygenasen). In gesunden Zellen werden diese reaktiven

Sauerstoffspezies durch Enzyme, wie z. B. die Superoxid-Dismutase, Katalase und Peroxidase,



KAPITEL 2. EINLEITUNG 13

in unscladliche Verbindungen umgewandelt. Von oxidativem Stress spricht man, wenn zwi-
schen Auf- und Abbau der reaktiven Sauerstoffspezies ein Ungleichgewicht eintritt, so dass die
reaktiven Sauerstoffspezies in der Zelle akkumulieren. Das kann durch die Gabe von Toxinen,
aber auch durch intrazelile Sbrungen, die beispielsweise durch Gendefekte hervorgerufen
werden, verursacht werden.

Das Zentralnervensytem (ZNS) ist besondersligffur Strungen des Gleichgewichts zwi-
schen Auf- und Abbau reaktiver Sauerstoffspezies, da es einen sehr hohen Sauerstoffumsatz und
einen hohen Gehalt an peroxidierbaren, uagegen Kohlenwasserstoffen hat. Zudem sind ei-
nige Hirnareale reich an Eisen und Kupfer (Riederer et al., 1989). Diese Metelleek die
Generierung von Hydroxylradikalen aus Wasserstoffperoxid oder Supdibgiddie Fenton-
Reaktion bewirken. Viele neurodegenerative Krankheiten, wie z.B. Morbus Parkinson, Schlag-
anfall, amyotrophe laterale Sklerose, die Creutzfeld-Jakob Krankheit und nicht zuletzt Morbus
Alzheimer, werden mit oxidativem Stress in Verbindung gebracht (Jenner und Olanow, 1996;
Dirnagl et al., 1995; Cookson und Shaw, 1999; Kim et al., 2001; Butterfield und Kanski, 2001).
Es besteht iaglicherweise ein kausaler Zusammenhang zwischen dem Auftreten von oxidati-

vem Stress und dem Absterben der Zellen im Verlauf dieser Krankheiten.

2.2.1 Amyloid g als Induktor von oxidativem Stress

Unterschiedliche Proteine, die im post mortem Gewebe von Alzheimer Patienten gefunden wer-
den, lonnen oxidative Ereignisse bewirken. Ein wichtiges dieser Proteine ist da2eftid.

Die Erkenntnisse, dass dieGAGabe zur Aktivierung des durch oxidativen Stress regulierten
Transkriptionsfaktors NFB fuhrt, und dass eine Vorinkubation mit dem freien Radiadfer
Vitamin E neuronale Zellen vor der/AToxizitat schitzt, sind Indizien dafr, dass 4 oxidati-

ven Stress verursacht.

Ein direkter Hinweis wurde 1994 von Behl und Kollegen gefunden, die zeigen konnten, dass es
in Nervenzellen, die in Anwesenheit von fibéitem AG kultiviert wurden, zur Akkumulation

von Wasserstoffperoxid und Lipidperoxiden kommt. Diélsrt zur Peroxidation von Membran-
lipiden und schlie3lich zur Lyse der Zellmembran (Behl et al., 1994; Behl, 1997).

Die direkte Korrelation der durch /Ainduzierten reaktiven Sauerstoffspezies und der Neuro-
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toxizitat der As-Fibrillen untersiitzt die Annahme, dass oxidativer Stress in kausalem Zusam-
menhang mit dem Zelltod bei Morbus Alzheimer steht.

In neueren Arbeiten wurden deutliche Hinweiseldlafefunden, dass oxidativer Stress ein sehr
frihes Ereignis im Verlauf der Alzheimer Krankheit ist, da er bereits auftritt, bevor die A

Fibrillen zu Plaques aggregieren (Pratico et al., 2001).

2.2.2 Glutamat als Induktor von oxidativem Stress

Dem Neurotransmitter Glutamat wird eine wichtige Rolle bei verschiedenen neurodegenera-
tiven Erkrankungen zugeschrieben, wie z.B. Morbus Parkinson, Morbus Huntington und auch
Morbus Alzheimer. Glutamat kann, wenn es in pathologiscbhledn Konzentrationen vorliegt,
oxidativen Stress austen. Dies kaniiber einen rezeptorvermittelten oder einen rezeptorun-
abhangigen Signalweg geschehen.

Im ersten Fall bindet Glutamat an postsynaptische NMDA und nicht-NMDA Rezeptoren. Diese
Bindung bewirkt einen Ca- und Na -Einstrom in die Zelle. Die Ca-lonen greifen sirend

in die Elektronentransportkette der Mitochondrien ein. Dies hat zur Folge, dass weniger ADP
zu ATP umgesetzt werden kann. Da die Zelle jedoch auf ATP als Enérgetangewiesen ist,

wird der Elektronentransport in den Mitochondrien varkt, wodurch reaktive Sauerstoffspe-
zies entstehen. Der Effekt wird durch die énte Konzentration an Nalonen versarkt: Um

Na' Uiber die Na/K* ATPase aus der Zelle zu pumpen, wird ATP diggt. Durch den Eingriff

der C&*-lonen in die Elektonentransportkette der Mitochondrien ist der ATP-Spiegel jedoch
erniedrigt. Der ATP-Bedarf kurbelt den Elektronentransport in den Mitochondrieitztich

an, wodurch vermehrt reaktive Sauerstoffspezies entstehen.

Bei Zellen, die keine Glutamatrezeptoren besitzen (wie z.B. den in dieser Studie verwende-
ten HT-22 Zellen) kehrt eine hohe Glutamatkonzentration die Richtung des Cystin/Glutamat-
Antiporters um. Glutamat gelangt dann in die Zell&hsend Cystin hinaustransportiert wird.
Cystin ist jedoch notwendigif die Bildung von Glutathion, eines zentralen Antioxidans der
Zelle. Folglich bewirkt Glutamat eine Verarmung der Zelle an Glutathion, wodurch es der Zelle
an einem wichtigen Antioxidans zum Abbau reaktiver Sauerstoffspezies mangelt. Die reakti-

ven Sauerstoffspezies akkumulieren und oxidativer Stress entsteht. Didtegelgolge dieses
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oxidativen Stresses ist der Zelltod durch Nekrose oder Apoptose.

2.3 Apoptose und Nekrose

Traditionell unterscheidet man zwei Formen des Zelltods: Apoptose und Nekrose. Den passiven
Vorgang der Nekrose unterlaufen Zellen in Folge von akuten Verletzungen oder Vergiftungen.
In ihrem Verlauf schwellen die Zellen soweit an, bis sie schlief3lich platzen. Dabei wird der
Inhalt des Zytosols in den extrazebueén Raum freigesetzt undst eine Entandungsreaktion

aus.

Apoptose dagegeist keine Entiandungsreaktion im Gewebe aus. Der Begriff Apoptose wurde
erstmals von John Kerr und seinen Kollegen 1972 zur Beschreibung morphologisciedé/er
rungen unter anderem an Krebszellen verwendet (Kerr et al., 1972). Unter Apoptose versteht
man den von Genen regulierten (programmierten) Zelltod, in dessen Verlauf die Zelle und ihr
Nukleus schrumpfen, sich verdichten und schlief3lich in membrangebundene Kompartimente
zerfallen. Die Zelle veindert dabei ihre Obeéithenchemie, so dass sie von Makrophagen oder
anderen benachbarten Zellen erkannt und phagocytiert wird. Das erste morphologische Anzei-
chen der Apoptose findet sich im Nukleus. Das Chromatin kondensiert und aggregiert am Rande
des Nukleus. Die DNA wird zuichst in grof3e (50 kb), &ger in kleinere (Vielfache von 180

bp) Fragmente zerlegt. Die Fragmedig ergibt sich aus der Chromatinstruktur: Ein DNA-
Fragment von 180 bp entspricht der DNA-Menge, die um einen Histonkomplex gewickelt ist.
Als mogliche Endonukleasen, die die Fragmentierung der DNA bewirken, werden z.B. DNase
[, DNase Il und Nuc 18 diskutiert (Barry und Eastman, 1993; Peitsch et al., 1993; Montague et
al., 1994; Torriglia et al., 1995).

Apoptose tritt im Gegensatz zur Nekrose nicht nur im Fall von Erkrankung oder Verletzung des
Gewebes auf, sondern ist auch Teil der Entwicklung, z.B. der Entwicklung des Zentralnerven-
systems (ZNS) (Weller et al., 1997; Monk et al., 2001). Apoptose ist dabei der Mechanismus,
durch den Neurone, die keine funktionierenden Synapsen ausbilden, eliminiert werden.
Wahrend traditionell angenommen wurde, dass der Zelltod bei Morbus Alzheimer und anderen

neurodegenerativen Krankheiten entweder ausschliel3lich durch Apoptose oder Nekrose her-
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vorgerufen wird, geht man heute davon aus, dass beide Formen des Zelltods dabei eine Rolle
spielen. Tatachlich ist die Unterscheidung zwischen den beiden Formen des Zelluntergangs
nicht trivial. Es konnten Zellen mit den morphologischen Anzeichen der Nekrose beobach-
tet werden, die die biochemischen Anzeichen der Apoptose aufwiesen (Portera-Cailliau et al.,
1995). AulRerdem gibt es Hinweise darauf, dass ein und derselbéskusiowohl zum Zelltod

durch Apoptose als auch durch Nekro&aren kann (Bonfoco et al., 1995; Ankarcrona et al.,
1995). Rir diese Beobachtungen sind mehrere &mkhgen denkbar, die sich von dem traditio-
nellen Bild der beiden sich ausschlielienden Formen des Zelltods entfernefweEs Bi denk-

bar, dass Apoptose und Nekrose nur die Extreme eines Kontinuums sind, das die Reaktionen
von Zellen auf zytotoxische Reize darstellt. In diesem Kontinuldmew alle Zwischenformen
zwischen Apoptose und Nekrose vertreten. Ein alternativeiairiksversuch ist, dass Apop-

tose und Nekrose zwar unterschiedliche Formen des Zelltods sind, es jedoch einen begrenzten

Schnittbereich gibt, der Charakteristika beider Formen aufweist.

2.4 Gene im Zusammenhang mit Apoptose und oxidativem

Stress

Einer wachsenden Anzahl von Genen wird eine Bedeutung bei der Regulation von durch oxi-
dativen Stress hervorgerufener Apoptose zugeschrieben, wie sie bei Morbus Alzheimer und
anderen neurodegenerativen Erkrankungen auftritt.

Zu diesen Genenahlt beispielsweise die Glykogen Synthase Kina8gGSK 35), die im
Verlauf einiger antiapoptotisch wirkender Signalwege, wie dem Pl 3-Kinase / Akt-Signalweg
und dem Wnt-Signalweg, inhibiert wird (Pap und Cooper, 1998; Crowder und Freeman, 2000;
Hetman et al., 2000; s. auch Abschiitt 2]1.3). Dementsprechend wilrdief Aktivierung

von GSK-33 eine Funktion in der Vermittlung von Apoptose angenommen und auch nachge-
wiesen (Pap und Cooper, 1998; Hetman et al., 2000). Auch der nukleare k&8k{biFxB)

ist im Zusammenhang mit Morbus Alzheimer-assoziiertem Nervenzelltod von besonderem In-
teresse, da die Aktivdtt dieses Transkriptionsfaktors durch oxidativen Stress induziert werden

kann (Schreck et al., 1991). Weiterhin sind die Mitglieder der Bcl-2 / Bax Familie zu nen-
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nen, die Apoptoséiber die Kontrolle der mitochondrialen Permeabtliund die Freisetzung

von Cytochrom C regulieren (Shimizu et al., 1999) sowie die Caspasen, eine Gruppe von Pro-
teasen, welche die Aufgabe der Exekutive beim Vorgang der Apoptose innehalten. Ein weiteres
mit Apoptose in Verbindung gebrachtes Gen ist das Gen des Tumor Suppressor Proteins p53
(Yonish-Rouach et al., 1991; Shaw et al., 1992). Es konnte gezeigt werden, dass p53 eine Rolle
bei einigen neurodegenerativen Erkrankungen spielt, darunter auch Morbus Alzheimer (de la
Monte et al., 1997). Auch das Enzym Poly(ADP-Ribose) Polymerase (PARP) ist in die Regula-
tion zellularer Prozesse involviert, die den Zelltod einschlie3en (Sims et al., 1983; Lindahl et al.,
1995). Berger vaiffentlichte 1985 die Hypothese, dass PARP als Verbindungsglied zwischen
starker DNA-Schdigung und dem Zelltod fungieremhknte. Ein erst érzlich im Zusammen-

hang mit Morbus Alzheimer entdecktes Gen ist Seladin-1. Seladin-1 ist in solchen Regionen des
Gehirns schwcher reguliert, die bei der Alzheimer Krankheit degenerieren. Umgekehrt weisen
Zellen, die gegen A-Toxizitat resistent sind, einen etwa dreifachd@rten Spiegel an Seladin-
1-mRNA und Protein auf (Greeve et al., 2000; livonen et al., 2002). Sérgele Zeit sind die
Hitzeschock-Proteine (Hsp) bekannt. Die Hsp werden als Reaktion der Zelle auf Stress, z.B.
oxidativen Stress, gebildet. Zu dieser Gruppetdgeh unter anderem die Chaperone, die dazu
beitragen, dass Proteine ihre funktionale Konfiguration erhalten bzw. wiedererhalten, falls sie
diese aufgrund von Stress verloren haben (Hartl und Martin, 1995).

Diese Aufahlung nglicher Apoptose-Regulatoren im Zusammenhang mit Morbus Alzhei-
mer kbnnte noch lange fortgesetzt werden. Alle in diesem Abschnitilenten Gene stellen

interessante Untersuchungsobjektedie in dieser Studie behandelte Fragestellung dar.

2.5 Ziel der Arbeit

Ziel dieser Arbeit war es, Gene und zelitg Signalwege aufzudecken, die eine Rolle bei
dem mit Morbus Alzheimer assoziierten oxidativen Nervenzelltod spigdenten. Zu diesem
Zweck sollte die Gen- und Proteinexpression von gegen oxidativen Stress resistenten Neuro-
nen mit der von sensitiven Neuronen verglichen werden. Als Modell dienten hippokampale

Mausneurone der Zelllinie HT-22. Von diesen gegen oxidativéa8igungen argiligen Zellen
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wurden durch Langzeitbehandlung mit Glutamat bzw. Wasserstoffperoxid Klone isoliert, die
gegen oxidativen Stress resistent sind.

Bei dem Vergleich der resistenten und sensitiven Klone im Hinblick auf Unterschiede in Sig-
naltransduktionswegen und Genexpression wurden sowohl in der Literatubgline Kan-
didaten beschriebene Faktoren untersucht, als auch mit Hilfe von Differential Display und
Mikroarray-Analyse nach bislang nicht mit oxidativer Resistenz in Verbindung gebrachten Ge-
nen gesucht. Expressionsunterschiede zwischen den Modellklonen geben Hinweise darauf, wel-
che Signalwege in Zelltod- bzw. Resistenzmechanismen bei Morbus Alzheimer involviert sein
konnten und beinhalten somit aucldgtiche Therapiea@ze fir mit oxidativem Stress assozi-

lerte neurodegenerative Krankheiten.



Kapitel 3

Methoden

3.1 Zellkultur

Zellen wurden in DMEM Medium (Life Technologies) mit Zusatz von 10%ilkerserum, 1%
Sodium Pyruvat und 1% Penicillin-Streptomycin (Life Technologies) kultiviert. Zu dem Me-
dium der Glutamat-resistenten Zellen wurde auf3erdem Natriumglutamat (Sigma) in einer End-
konzentration von 40 mM zugesetzt. Zu den Wasserstoffperoxid-resistenten Zellen wurde zwei-

mal pro Woche HO, (Aldrich) in einer Endkonzentration von 450M zugegeben.

3.1.1 Herstellung HO,-resistenter Zelllinien

HT-22 Zellen wurden in geringer Dichte ausplattiert und in Anwesenheit von 1,2 mp®} H

in Kultur genommen. Die Zellen zeigten ein klonales Wachstum, das esgéaomte, einzelne
Klone zu isolieren und unter Anwesenheit des Toxins weiter zu kultivieren. Nach etwa 3 Wo-
chen Wachstum unter Anwesenheit des Toxins wurden einzelne Klone in eine 24 well-Platte
Uberihrt und unter gleichen Bedingungen weiter kultiviert, bis sie schlie3lich wieder in Petri-

schalen mit 10 cm Durchmessdd@vertihrt werden konnten.

19
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3.1.2 Herstellung Glutamat-resistenter Zelllinien

HT-22 Zellen wurden in geringer Dichte ausplattiert. In das Kulturmedium wurde Glutamat in
einer Endkonzentration von 2mM zugegeben. Innerhalb eines Zeitraums von vier Monaten wur-
de die Glutamat-Konzentration graduell &nh (5 mM, 10 mM, 20 mM, 30 mM, 40mM). Nach

jeder Konzentrationsedung wurden Mischklone isoliert und im Folgenden weiter kultiviert.

3.2 Toxizitats-Tests

Der Einfluss von Toxinen auf digberlebensrate von Zellen wuriber die Rhigkeit der Zellen
3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-Diphenyltetrazoliumbromid (MTT, Sigma) zu verstoffwech-
seln bestimmt. Der MTT-Test fand in 96-Well Mikrotiterplatten statt, in die Zéllen in einem
Volumen von 10QuI Medium pro Well ausplattiert wurden. Nachdem die Zellen sich am Boden
der Platte festgesetzt hatten, wurden ihnen Toxine (z.B. Glutamat @) i verschiedenen
Konzentrationen zugesetzt. Es wurden jeweils die Zellen von mindestens 5 Wells mit identi-
schen Toxinkonzentrationen behandelt. Aacihsten Tag wurde allen Wells LOMTT-L 6sung

(5 mg/ml) zugesetzt. Vier Stunden&pr wurden 10Q: Solubilisation-Losung (0.1 g/ml Na-
trium Dodecyl Sulfat, 50 Vol.% Dimethylformamid, pH 4.1) zugegeben und nach weiteren 24
Stunden die Farbintenaitin einem automatischen Mikrotiterplatten LeségéDynatech MR

7000) gemessen. Die Ergebnisse sind relativ zu den unbehandelten Kontrollzellen angegeben.

3.3 Wachstumskurven

Die Wachstumskurven der verwendeten Zellklone wurden mit Hilfe eines MTT-Assays be-
stimmt. Zu diesem Zweck wurden 96-well-Mikrotiterplatten mif Zellen pro Well beimpft

und in regelnassigen Abstnden MTT-Tests durchgdfrt. Hierzu wurden 1@I MTT-L 6sung (5
mg/ml) in jedes Well gegeben und nach driémstiger Inkubationszeit bei 3€ wurden 10Qul
Solubilisation-osung (0.1 g/ml Natrium Dodecyl Sulfat, 50 Vol.% Dimethylformamid, pH4.1)
hinzugeftigt. Nach 24 Stunden wurde die Farbintesisih einem automatischen Mikrotiterplat-

ten-Lesegeit (Dynatech MR 7000) gemessen.
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3.4 \Western Blots

Zellen wurden in Petrischalen mit 6 cm Durchmesser ausplattiert. 24 Stundtsr sprden

die Zellen in 1 ml PBS aufgenommen und zentrifugiert. Das Pellet wurde wieder in PBS re-
suspendiert und die Zellen durch Ultraschallpulse lysiert. Die Proteinkonzentration wurde im
Anschluss mittels eines Bradford-Tests bestimmit.

Je 10 mg Protein in Laemmli-Puffer wurden sodann auf ein Elektrophorese-Gel aufgetragen.
Die Proteine wurden nach der Auftrennung auf eine Nitrozellulose-Membran (Schleicher und
Schuell)ubertragen. Die Auftragung gleicher Proteinmengen wurde durch eine Pongdainé
verifiziert und die Membran danriif 3 h in 10% Milchpulver in TBS-T geblockt. Anschlie-
Rend wurde die Membran in einer Vérthung des Erstaniikpers zwischen 1:150 und 1:2000

in Gelnet (0.05M Tris, 5mM EDTA, 15@M NaCl, 0.5 mg/ml TritonX-100, 2.5 mg/ml Ge-
latine) Uber Nacht bei AC gesclittelt und am Achsten Tag, nach dem Waschen mit TBS-T,

in einer 1:4000 veridnnten WOsung des Peroxidase-konjugierten Zweitdimiers (Amersham
Pharmacia Biotech)if eine Stunde inkubiert. Nach dem erneuten Waschen in TBS-T wurden
die markierten Bandeiiber eine Lichtreaktion mittelsWestern blotting detection reagents"
(Amersham Pharmacia Biotech) auf einem®enfilm (Fuji Super RX) sichtbar gemacht.
Folgende Antikrper wurden verwendet: 22C11 (Roche Molecular Diagnostics), £ (Bio-
source), Anti-GSK (Transduction Laboratories), Anti-GSKtyr (Upstate Biotechnology), Anti-
GSKser, Anti-MAPK, Anti-pMAPK und Anti-PARP (Cell Signaling), Anti-Bax und Anti-Bcl-2
(Trevigen).

Der Antikorper gegen Seladin-1 war ein Geschenk von Prof. Dr. I. Greeve. Derdhpék
gegen Hsp70 wurde freundlicher Weise von Dr. K. F. Winklhofer zur ivgarhg gestellt und

wurde urspiinglich von Stressgen bezogen.

3.5 RNA-Isolation

Konfluente Zellen von zwei Petrischalen (Durchmesser 10 cm) wurden mit kaltem PBS gewa-
schen und dann in jeweils 4 ml RNAzolB (Wak-Chemie Medical GmbH) aufgenommen. Zu

den vereinigten Zellsuspensionen wurden 0.8 ml 1-Bromo-3-Chloropropan (BCP, Wak-Chemie
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Medical GmbH) gegeben. Nach heftigem 8ttkln erfolgte eineiinfminitige Inkubation auf

Eis. Anschliel3end wurdeif 15 min bei 4C und 12000 g zentrifugiert (Beckman J2-MC). Die
obere Phase wurde abgenommen, mit 1 Volumen Isopropanol versetzt und no¢hirbalsin

bei £C und 12000 g zentrifugiert. Das Pellet wurde mit 75%igem Ethanol gewaschen und da-
nach in 150u| DEPC-Wasser resuspendiert. Die Konzentration der RNuing wurddiber

die Messung der optischen Dichte bei einer Webliegle von 260 nm bestimmt (Beckman DU

640 Spectrophotometer).

3.6 RNA-Aufreinigung

50 ul einer RNA-LOsung mit einer Konzentration vorydy/ul wurden mit 10 Einheiten DNase

| (GenHunter) @ir 30 min bei 37C inkubiert. Anschlie3end wurden 40 Phenol/Chloroform
(3:1) zugegeben. Nach heftigem Stieln und einer 10 miitigen Inkubation auf Eis erfolgte
ein 5 miriitiger Zentrifugationsschritt beP€. Die obere Phase wurde mijbeiner 3 M Natri-
umacetatbsung vermischt und nach Zugabe von 20&thanoliiber Nacht bei -80C gelagert.
Am nachsten Tag wurden die Proben 10 min &€ £entrifugiert und das Pellet anschliel3end
mit 75%igem Ethanol gewaschen, bevor es in2OEPC-Wasser gékt wurde. Die Konzen-
tration der RNA-Losung wurddiber die Messung der optischen Dichte bei einer Wellegé
von 260 nm bestimmt (Beckman DU 640 Spectrophotometer).

3.7 Northern Blots / Slot Blots

3.7.1 Northern Blotting

10 pg gereinigte RNA wurden mit 121 Probenpuffer (14.2:1 5XxMOPS, 24.8ul Formalde-

hyd, 71 ul Formamid), 1.5u1 DEPC-Wasser und Ll Ethidiumbromid versetzt, 15 min lang

bei 65 C inkubiert, mit 2ul Agarosefarbstoff versetzt und auf Eis gestellt. Die gesamte Probe
wurde auf ein Agarosegel (0.624 g Agarose, 40 ml DEPC-Wasser, 12.3 ml 5xMOPS, 11.1 ml
Formaldehyd) aufgetragen und bei 100 V in 1XMOPS aufgetrennt.
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Die RNA wurde dann durch Kapillarwirkung auf eine Nylon-Membran (Roti-Nylon-Flibey-

tragen und in einem UV Stratalinker 1800 von Stratagene fixiert.

3.7.2 Slot Blotting

Zu 10ul einer RNA-LOsung der Konzentration O8/ul wurden 20ul Formamid, 7ul Formal-

dehyd und 2:1 20xSSC gegeben. Diedsung wurde 15 min lang bei 85 inkubiert und danach

auf Eis gelkihlt. Die Offnungen einer Slot Blot Kammer (Schleicher & Schuell) wurden mit
20xSSC gdillt und sodann das Vakuum an die Apparatur angeschlossen. Zu den RNA-Proben
wurden weitere 4Qul 20xSSC gegeben und die gesamten Proben in jeweils@fimeing der
Apparatur pipettiert. Durch das angelegte Vakuum wurde die RNA auf die darunterliegende
Nylonmembran (Hybond N von Amersham Pharmacia Biotech) gesaugt. Dann wurd@if-die
nungen zweimal mit 20Q 20xSSC gesiplt und die Membran anschlie3end luftgetrocknet.
Die Fixierung der RNA auf die Membran erfolgte in einem UV Stratalinker 1800 von Strata-
gene. Bis zur Hybridisierung wurde die Membran in Plastikfolie eingeschweil3t und b€l -20

gelagert.

3.7.3 Markierung der Sonden

Die Markierung der Sonden (Herstellung der Sonden s. Absdhnitt 8.11.1) erfolgte mit dem
Megaprime DNA Labelling System von Amersham Pharmacia Biotech. 100 ng Sonden-DNA
wurden mit 5zl Primern gemischt und 5 min lang im Wasserbad gekocht. AnschlieRend wurde
das Volumen mit Wasser auf 38 aufgefillt und 10l 5xlabelling buffer, 3 32PdCTP sowie

2 ul Klenow Fragment zugegeben. Di&$ung wurde eine Stunde lang be?@74m Wasserbad
inkubiert und die Reaktion dann durch Zugabe voit 8.2 M EDTA-LOsung gestoppt. Kurz vor
Ende der Inkubationszeit wurde eine NICK#e (NICK Column von Amersham) vorbereitet,
indem sie mit TE-Puffer gesiit wurde. Die Probe wurde, nachdem der Puffer durchgelaufen
war, direkt mit 345ul TE-Puffer auf den Filter der &ile gegeben. Die Fraktion wurde auf-
gefangen und ihr Radioaktigtsgehalt mit eineng-y Detektor LB122 (Berthold) gemessen.
Die Saule wurde weiterelinf mal mit 400u| TE-Puffer durchsplt und der Radioaktivétsge-

halt aller Fraktionen bestimmt. Die zweite Fraktion enthielt die markierte Sonde. lhr relativer
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Radioaktivifitsgehalt wurde als Anteil an der Summe der Radioaltsiterte aller sechs Frak-
tionen ermittelt. Betrug der Anteil weniger als 20% wurde die Probe verworfen. Andernfalls
wurde sie mit 5ul Trager-DNA, 40ul 3 M Natriumacetatbsung und 80Ql Ethanol vermischt
undUber Nacht bei -20C gelagert. Am achsten Tag wurde die Probe 15 min bei Raumtempe-

ratur zentrifugiert und das Pellet anschlieRend in AB0.1% SDS-losung resuspendiert.

3.7.4 Hybridisierung der Northern Blots / Slot Blots

Die Membran mit der darauf fixierten RNA wurde mit DEPC-Wasser angefeuchtet und in einer
Hybridisierungsflasche plaziert. Dann wurden 10 ml von audiCotemperiertem Rapid Hyb
Puffer (Amersham Pharmacia Biotech) zugegeben und die Memiar@0 fmin bei 65C in ei-

nem Ofen (Hybaid Micro-4 von MWG Biotech) @nybridisiert. In der Zwischenzeit wurde die
vorbereitete Sonde 5 min im Wasserbad gekocht, bevor 50% ihres Gesamtvolumeng&laym Pr
bridisierungspuffer in die Flasche pipettiert wurde. Nach einer zinaigen Hybridisierung

bei 65 C wurden die Blots 2 x 10 min mit 2xSSPE/0.1%SDS, 1 x 15 min mit 1XxSSPE/0.1%SDS,
1 x 15 min mit 0.5xSSPE/0.1%SDS und 1 x 10 min mit 0.2xSSPE/0.1%SDS gewaschen. Alle
Waschbsungen waren auf 66 vorgewarmt. Zum Schluss wurde die Membran in Plastikfolie
eingeschweil3t, in eine Kassette gelegt und é@ntBenfilm (Fuji Super RX) aufgelegt. Die Kas-
sette wurdediir ein bis finf Tage bei -80C aufbewahrt, bevor der Film entwickelt wurde. Die

Starke der Scharzung auf dem Film wurde mit Hilfe der Softwaygcion Image” quantifiziert.

3.8 Reverse Transkription

10 ul einer RNA-LOosung mit einer Konzentration von Oi@)/ul wurden 5 min bei 65C de-
naturiert. Danach wurden 10 Mastermix (1 mM dNTP (Qiagen), ZM Oligo-dT Primer
(Promega), 1 Einheit Rnase-Inhibitor (Promega) und ODmniscript Reverse Transkriptase

(Qiagen)) zu der denaturierten RNA gegeben und das Gemisch 60 min°keirubiert.
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3.9 Polymerasekettenreaktion (PCR)

2 pl cDNA-Losung wurden mit 0.2 mM dNTP (Qiagen), 2 pM 3’ Primer, 2 pM 5’ Primer
(MWG), 0.02 Einheiten Taq Polymerase (Qiagen) und 0.75 mM MgtCéinem Thermozyk-
ler (Biometra) inkubiert. Zyklenzahl und Annealingtemperatur wurden inahigiigkeit vom
verwendeten Primerpaar variiert.

Die Synthese von Primern wurde bei MWG in Auftrag gegeben.

Die Primersequenzeiif Glutathion Reduktase 1 lauten:

Vorwarts: AGCCTTCCGTCTTGCATGTA

Ruckwarts: AGCTGCCCCAATGATGTTAC

Die Primersequenzeiiif 3-Oxoacid CoA Transferase lauten:

Vorwarts: GGCATGAGGTTTGGTGAAAC

Ruckwarts: AGCACTCTCGGAAGGGAAAT

3.10 Gen Expression Arrays

Die Membranen aus den GEArray Kjfslouse PathwayFinder-1;Mouse Apoptosis Q Series®
und,,Mouse Cancer PathwayFinder Q Series* von Biomol wurden entsprechend der Anleitung
mit 32P-markierter cDNA aus Glutamat-resistenten bzw. nicht resistenten HT-22 Zellen hybridi-
siert. Nach dem letzten Waschschritt wurden die Membranen in Plastikfolie eingeschweisst und
ein Rontgenfilm aufgelegt. Nach ein- bzw. medgiger Inkubation bei -8@ wurde der Film
entwickelt und die Intensit der Schwiirzung mit der SoftwargScion Image” quantifiziert. Das
Signal wurde anschlief3end in kochender 0.5% SBSuUng abgewaschen, um eine weitere Hy-
bridisierung durchiithren zu Knnen. Die Membran, die vorher mit cDNA aus HT-22 N Zellen
hybridisiert war, wurde dabei nun mit cDNA aus Glu-Res Zellen hybridisiert und umgekehrt.
Die nach der Quantifizierung vorliegenden Werte wurden auf den puigeim Wert tir das
Haushaltsgen GAPDH normalisiert. Der Vergleich der Expressionsprofile von HT-22 N und
Glu-Res Zellen erfolgte dabei nuirfWerte die von derselben Membran stammten, um produk-

tionsbedingte Unterschiede in der aufgebrachten cDNA Menge auszuschliel3en.
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3.11 Differential Display (DD)

Mit RNA aus Glutamat-resistenten und nicht resistenten HT-22 Zellen wurden Reverse Tran-
skriptionen unter Verwendung des RNAimage Kits von GenHunter durahgeBei der fol-
genden DD-PCR (40 Zyklen, Annealing-Temperatur.@0wurde die cDNA amplifiziert und
mittels a-3*P-dATP (Hartmann Analytics) markiert. Das RNAimage Kit églichte 24 ver-
schiedene Primer-Kombinationen. Die PCR-Produkte wurden als Doppelansatz auf ein 6%iges
denaturierendes Polyacrylamidgel (6% Acrylamid, 7 M Harnstoff in TBE) aufgetragen. Die
Elektrophorese erfolgtaif 3 h bei 120 Watt. Anschlie3end wurde das Gel 1.5 h beC8fuf
Wattman Papier (Schleicher & Schuell) getrocknet und @ntBenfilm aufgelegt. Nach 24 h

wurde der Film entwickelt und ggf. ein weiterer Filiirfbis zu 72 h aufgelegt.

3.11.1 Reinigung und Reamplifikation von DD-Banden

DD-Banden der gleichen Primerkombinationen, die bei Proben von resistenten und nicht resis-
tenten Zellen unterschiedlich stark ausfielen, wurden aus dem Gel ausgeschnitten, in ein Eppen-
dorfgefal’ gegeben undif 10 min bei RT in 10Qu| DEPC-Wasser eingeweicht. Anschlie3end
wurden die Gedl3e mit Parafilm versiegelt und die Proben 15 min lang im Wasserbad gekocht.
Nach kurzer Zentrifugation wurde détberstand in ein neues Eppendorf&tiberiihrt und

mit 10 ul 3 M Natriumacetat, Sul Glycogen (10 mg/ml) und 45@| Ethanol versetzt. Nach
30minitiger Inkubation bei -80C erfolgte eine 10miitige Zentrifugation bei 4C. Danach
wurde das Pellet mit 200! eiskaltem, 85%igem Ethanol gewaschen. Nach erneuter Zentrifu-
gation wurde das Pellet in 0 DEPC-Wasser gébt. Rir die eigentliche Reamplifikation wur-

den 4.l dieser cDNA-LOsung in eine weitere PCR eingesetzt, die unter denselben Bedingungen
(Primerwahl, Zyklenzahl, Annealing-Temperatur) wie die uvisigdiche DD-PCR stattfand. 30

ul des PCR-Produkts wurden auf ein mit Ethidiumbromid versetztes 1.5%iges Agarosegel in
0.5x TBE aufgetragen. Die Bande wurde unter UV-Licht aus dem Agarosegel ausgeschnitten
und die DNA mittles Qiaex Il Kit (Qiagen) extrahiert. Die so gereinigte DNA wurde als Sonde
fur die Northern Hybridisierung verwendet (s. Abschnitt 3.7.3).
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3.11.2 Klonierung

Die Klonierung der cDNA aus den DD-Banden erfolgte mit d¢"€R TRAP Cloning System*
von GenHunter. Die cDNA wurde mittels T4 DNA Ligase in den PCR-TRAP Vector einggef
Die Ligation erfolgtetiber Nacht bei 18C im Thermocycler (Biometra). 10l des Ligations-
ansatzes wurden zu 50 kompetenter Zellen gegeben und das Gemisch 45 min lang’Bei 4
inkubiert. Danach wurden die Zelletirf2 min einer Temperatur von 42 ausgesetzt und dann
mit 0.2 ml LB-Medium 1 h lang bei 3T inkubiert. 100ul der Zellsuspension wurden auf
Tetracyclin-haltigen (2Q.g/ml) Agarplatten ausgestrichen und die Platieer Nacht bei 37C

in der Dunkelheit inkubiert. Am @&chsten Tag wurden einzelne Kolonien markiert und ein Teil
der Zellen dieser Kolonien in 50l ,,colony lysis buffer‘tberiihrt. Es folgte eine 10miitige
Inkubation bei 95C. Nach Abzentrifugation der Zellimmer wurde mit Z:l des Lysates eine
PCR unter Verwendung der Primer Lgh und Rgh durchigef(30 Zyklen, Annealing Tempe-
ratur 52C). Um den Erfolg der vorangegangenen Transformatioilerpiifen, wurden die
PCR-Produkte auf ein 1.5%iges Agarosegel in 0.5x TBE aufgetragen. Konnte das Insert auf
diese Weise nachgewiesen werden, wurde der Rest der jeweiligen Koloniglih BéMedium
suspendiert. Diese Suspension wurde auf weitere Tetracyclin-haltigeg(gtl) Agarplatten
ausgestrichen unidber Nacht in der Dunkelheit bei 3Z inkubiert. Einzelne Kolonien wurden
am folgenden Tag in 6 ml Tetracyclin-haltiges (2§/ml) LB-Mediumuberfihrt und ein weite-

res Mal 1ir 24 h bei 37C in der Dunkelheit inkubiert. Aus diesen Zellsuspensionen wurden die
Plasmide mittels degQiaprep Spin Miniprep Kits* (Qiagen) isoliert. Die Sequenzierung der

Inserts wurde bei MWG in Auftrag gegeben.

3.12 In Situ Hybridisierung

Mause der Linie FVB/N wurden decapitiert und die Gehirne tiefgefroren. Aus den Gehirnen
wurden am Kryostaten (Microm HM 500 OM) sagittale,/ 1/ dicke Schnitte aus dem Bereich
des Hippokampus angefertigt unilr fdie In Situ Hybridisierung auf Glasobjektiger (Super
Frost) aufgebracht.

Die Objekttager mit den gefrorenen Hirnschnitten wurden 45 min lang bei Raumtemperatur
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aufgetaut. Dann wurden sie 10 min lang in eiskaltem 4% PFA in PBS fixiert. Nach dreimaligem
Waschen in DEPC-behandeltem PBS wurden die Schnitte in 250 ml 0.1 M Triethanolamin-HCI
(pH 8.0) inkubiert, dem 630l Essig@ureanhydrid tropfenweise zugesetzt wurden. Die Schnit-
te wurden in DEPC-behandeltem 2xSSC gewaschen und anschlie3end in einer aufsteigenden
Ethanolreihe dehydriert. Danach folgten eitmfiminitige Inkubation in Chloroform und je
eine einmiritige Inkubation in 100% bzw. 95% Ethanol, in deren Anschluss die Objgjetr

an einem staubfreien Platz getrocknet wurden. Zah#ridisierung wurde auf jeden Objekt-
trager 10Qul Hybridisierungsmix (50% Formamid, 20 mM Tris-HCL pH 8.0, 300 mM NaCl, 5
mM EDTA pH 8.0, 10% Dextransulphat, 0.02% Ficoll 400, 0.02% Polyvinylpyrrolidon, 0.02%
BSA, 0.5 mg/ml tRNA, 0.2 mg/ml Tager DNA, 200 mM DTT) aufgetragen und die Schnitte
fur eine Stunde bei 6C in einer feuchten Kammer inkubiert.

Als Ausgangsmaterialif die Sonde diente linearisierte Plasmid-DNAu@ DNA wurden mit

6 ul NTP-Mix (je 10 mM rATP, rCTP und rGTP von Roche Molecular Diagnosticsyl2

0.5 M DTT, 2 ul RNasin (40 U/l von Promega), 26 3°S-thio-rUTP (12.5 mCi/mM von
Hartmann Analytics) und 21 T7 bzw. SP6 RNA-Polymerase (20 Jd/von Roche Molecular
Diagnostics) in einem Endvolumen von G0Transkriptionspuffer gélst und drei Stunden bei
37°C inkubiert.

Danach wurde die DNA durch Zugabe voniPRNase-freier DNase | (Roche Molecular Dia-
gnostics) und 15miitiger Inkubation bei 37 zersbrt. Die RNA wurde anschlieRend mit Hil-

fe eines RNeasy Kits (Qiagen) gereinigt und die Strahlung der Proben in einem Scintillation-
Counter (Beckman LS 6500) gemesseiir. te Hybridisierung wurde eine Probenmenge, die 7
Millionen cpm enthielt, in 10Q:! Hybridisierungsmix gedst und auf einem Objekiger verteilt.

Die Hybridisierung wurdéiber Nacht bei 60C durchgeiihrt.

Am nachsten Tag wurde die nicht hybridisierte Sonde in 4xSSC abgewaschen. Dann wurden
die Schnitte 20 min lang in NTE mit 20g/ml RNaseA bei 37C inkubiert. Es folgten weite-

re Waschschritte in 2xSSC/1 mM DTT, 1xSSC/1 mM DTT, 0.5xSSC/1 mM DTT, 0.1x SSC/1
mM DTT bei 64C und in 0.1xSSC. AnschlieRend wurden die Schnitte in einer aufsteigenden
Ethanolreihe mit einem Zusatz von 300 mM Ammoniumacetat dehydriert und die trockenen

Objekttrager schliel3lich in einer Kassette plaziert und eim@enfilm (BioMax MR von Ko-
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dak) aufgelegt. Der Film wurde nach 24 h bei*8Gentwickelt.

Die Objekttiager mit den Hirnschnitten wurden dann in KODAK NTB2 Emulsion getaucht und
je nach Intensit der Schwrzung auf dem ntgenfilm fir 6 bis 8 Wochen bei°€ in der Dun-
kelheit gelagert. Nach dieser Zeit wurden die Schnitte in KODAK D19 developer entwickelt,
fixiert (KODAK fixer), mit Toluolblau gegengéirbt und unter dem Lichtmikroskop betrachtet.

3.13 Chip-Hybridisierung

Die Chips wurden durch die Microarray-Gruppe des Max-Planck-Institut®$ychiatrie aus
PCR-Produkten der zwei Mausgenbanken MMSV (Mus musculus sequence verified) und BMAP
(Brain Molecular Anatomy Project) von Resgen auf Glasobjagtrn erstellt. Auf jedem Chip
wurden Sequenzen varber 17000 Genen mit Hilfe eines Chipwriter Pro (Virtek) aufgebracht.
Als Ausgangsmaterialir die Erstellung der Hybridisierungssonden wurden pro Chip /@0
»uUniversal Mouse Reference RNA® (Stratagene) sowie A(MNase | (Boehringer-Roche)
behandelter RNA aus entweder Glutamat-resistenten oder nicht-resistenten HT-22 Zellen in
einem Volumen von 17| DEPC-Wasser gékt. Rir den Versuch wurden 6 Chips mit cDNA-
Sonden hybridisiert, die aus RNA von Glutamat-resistenten HT-22 Zellen gewonnen wurden

und 6 Chips mit Sonden, die aus nicht-resistenten HT-22 Zellen erstellt wurden.

3.13.1 Herstellung Cy3- bzw. Cy5-markierter cDNA

Die RNA-Losungen wurden mit 21 Oligo dT Primern der Konzentration 5Q@/ml (Amer-
sham Pharmacia Biotech) gemischt uiid% min bei 70C im Thermoblock gesdlitelt. Nach
kurzer Zentrifugation wurden die Proben in 5 min auf Raumtemperatur abiekKu jedem
Ansatz wurden sodann,d 5x first strand buffer (Gibco), 4l 10x low T dNTP (5 mM dGTP,

5 mM dATP, 5 mM dCTP, 2 mM dTTP von Roche Molecular Diagnostics)l 8.1 M DTT
(Gibco), 1ul RNase Inhibitor (Boehringer-Roche) und:ESuperscript 1l (Gibco) pipettiert. Zu
den Referenz-RNA Proben wurden aul3erdepd Eluor d UTP Cy 5 (Amersham Pharmacia
Biotech) zugesetzt, @hrend die RNA aus den HT-22 Zellen mit dem gleichen Volumen Fluor

d UTP Cy 3 (Amersham Pharmacia Biotech) versehen wurde. Nach heftigeittebechund
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kurzer Zentrifugation wurden die Proben eine Stunde lang bdC 42 der Dunkelheit inku-
biert. AnschlieBend wurde die Reaktion durch die Gabe vphZ0 mM EDTA-LOsung und
nachfolgender einmiitiger Inkubation bei 42C gestoppt.

3.13.2 Aufreinigung der Proben

Zu den Cy3- bzw. Cy5-markierten cDNA-Aatzen wurden 1Q: einer 1 M NaOH-Llosung
gegeben und die Proben darir L5 min bei 65C lichtgeschitzt inkubiert. Danach wurden
die cDNA-LOsungen durch Zugabe von L0einer 1 M HCI-Losung neutralisiert. Die Proben
wurden dann auf Bio-6-&ulen (Biomol) aufgetragen und 4 min lang bei 4000 rpm zentrifugiert
(Sigma 1-13). Gleiche cDNA-Proben aus den Auffang@eih wurden gepoolt und das Volumen
mit TE-Puffer auf 48Qul aufgetlllt. Anschlie3end wurden die Proben mit Hilfe von Microcon
YM-30 Saulen (Millipore) auf ein Volumen von 2@l eingeengt. Die ulen wurden dann
umgedreht auf ein neues Reaktiongdefyesetzt und durch dreiniitige Zentrifugation bei

4000 rpm (Sigma 1-13 Zentrifuge) eluiert.

3.13.3 Hybridisierung

Das Volumen der Referenz-cDNA- und der Proben-cDN#sidingen wurde durch Pipettieren
bestimmt. Gleiche Volumina an Referenz-cDNA wurden in 12 Reaktioaggepipettiert (1
Gefal3 pro Chip) und die unterschiedlichen Prob&sdingen gleichiéig auf jeweils 6 dieser
GefalRe verteilt. Dann wurden die Proben mit einem Speedvaat@eppendorf Concentra-
tor 5301) auf ein Volumen von &l eingeengt und anschliel3end 40 Hybridisierungsmix
(50% Formamid, 6x SSC, 5x Denhard’s Solution (Sigma Aldrich), 0.5 % SDS und 50 mM
Natriumphosphatpuffer, pH 7.0),4 murine COT1-DNA (20ug/ul von Gibco) und 2ul Po-
ly(dA) (Amersham Pharmacia Biotech) zugegeben. Die Proben wurden dann 3 mirf@Gei 94
denaturiert und 3 min auf Eis géklt. Jeder Probenansatz wurde mit Hilfe eines Deckglases
gleichmalig und luftblasenfrei auf je einem der Chips verteilt. Die Chips wurden dann in was-
serdicht verschlieRBbare Kammern gelegt uindlié h bei 42C im Wasserbad inkubiert. Danach
wurden die Deckdlser durch Eintauchen der Chips in eine 2xSSC / 0.2% S&xbirhg abge-
spult und die Chips anschlieRend 15 min in einer auf@@emperierten 2xSSC / 0.2% SDS
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LOsung unter Sdltteln gewaschen. Es folgte ein weiterer Waschsciibér 15 min bei 60C

in 0.5xSSC und einerdf 1 min bei RT in 0.2xSSC. Zum Schluss wurden die Chips kurz in
0.05xSSC geschwenkt und die auf den Objékgern verbliebene Bsigkeit abzentrifugiert.

Die Hybridisierungssignale wurden in einem Laserscanner (Scanarray 4000 von Perkin Elmer)
ausgelesen und die Signifikanz der Expressionsunterschiede zwischen den Glutamat-resistenten

und nicht resistenten HT-22 Zellen von der Microarray-Gruppe des Max-Planck-Instituts f

Psychiatrie berechnet.

3.14 Geiate- und Materialliste

Tabelle 3.1: Geate- und Materialliste

Kategorie ‘ Produkt ‘ Firma
Antikorper 22C11 (sAPR) Roche Molecular Diagnostics
ApB1-16 (Gesamt-APP) Biosource
Anti-GSK Transduction Laboratories
Anti-GSKtyr Upstate Biotechnology
Anti-GSKser Cell Signaling
Anti-MAPK Cell Signaling
Anti-pMAPK Cell Signaling
Anti-PARP Cell Signaling
Anti-Bax Trevigen
Anti-Bcl-2 Trevigen
Anti-Hsp70 Stressgen
Anti-Seladin-1 Prof. Dr. I. Greeve, Universit Hamburg
Peroxidase-konjugierte Zweitangikper Amersham Pharmacia Biotech
Chemikalien | Natriumglutamat Sigma
Wasserstoffperoxid Aldrich
MTT Sigma

Western blotting detection reagents

Amersham Pharmacia Biotech

RNAzolB

Wak-Chemie Medical GmbH

1-Bromo-3-Chloropropan (BCP)

Wak-Chemie Medical GmbH

Rapid Hyb Puffer

Amersham Pharmacia Biotech

NTB2 Emulsion

Kodak

D19 Developer

Kodak

Fixierungsbsung (fixer)

Kodak

Fortsetzung auf der nédchsten Seite
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Fortsetzung von TabeIIe|3. 1|

Kategorie Produkt Firma

Chemikalien 5x first strand buffer Gibco
Denhard'’s Solution Sigma Aldrich
DTT Gibco

Enzyme DNase | (Northern Blots) GenHunter
DNase | (Chip-Experiment) Boehringer-Roche
RNase-freie Dnase | Roche Molecular Diagnostics
(In-Situ-Hybridisierung)
Rnase-Inhibitor RNasin Promega
RNase Inhibitor Boehringer-Roche
Omniscript Reverse Transkriptase Qiagen
Taq Polymerase Qiagen
T7 RNA-Polymerase Roche Molecular Diagnostics
SP6 RNA-Polymerase Roche Molecular Diagnostics
Superscript Il Gibco

Nukleotide dNTP Qiagen
Oligo-dT Primer Promega

Oligo dT Primer (Chip-Experiment)

Amersham Pharmacia Biotec

h

Primersynthese

MWG

a-33P-dATP

Hartmann Analytics

355 thio-rUTP

Hartmann Analytics

rATP, rCTP und rGTP

Roche Molecular Diagnostics

Universal Mouse Reference RNA

Stratagene

dGTP, dATP, dCTP und dTTP

Roche Molecular Diagnostics

Fluord UTP Cy 5

Amersham Pharmacia Biotec

Fluord UTP Cy 3

Amersham Pharmacia Biotec

n

COT1-DNA Gibco
Poly(dA) Amersham Pharmacia Biotec
Molekularbiologische Kits| Megaprime DNA Labelling System Amersham Pharmacia Biotec
GEAtrray Kits,,Mouse PathwayFinder-1“,| Biomol
»Mouse Apoptosis Q Series* untlouse
Cancer PathwayFinder Q Series"
RNAimage Kit GenHunter
Qiaex Il Kit Qiagen
PCR TRAP Cloning System GenHunter
Qiaprep Spin Miniprep Kits Qiagen
Rneasy Kit Qiagen
Saulen NICK Column Amersham
Bio-6-Saulen Biomol
Microcon YM-30 Saulen Millipore
Membranen Nitrozellulose-Membran Schleicher und Schuell

Fortsetzung auf der nichsten Seite
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Fortsetzung von Tabelle |3. I|

Kategorie

|

Produkt

Firma

Membranen

Nylon-Membran Roti-Nylon-Plus

Roth

Nylonmembran Hybond N

Amersham Pharmacia Biotec

Rontgenfiime | Rontgenfilm Super RX Fuji
Rontgenfiim BioMax MR Kodak

Gerate Mikrotiterplatten Lesegét MR 7000 Dynatech
Spectrophotometer DU 640 Beckman
UV Stratalinker 1800 Stratagene
(-~ Detektor LB122 Berthold
Hybridisierungsofen Hybaid Micro-4 MWG Biotech
Thermozykler Biometra
Kryostat HM 500 OM Microm
Scintillation-Counter LS 6500 Beckman
Chipwriter Pro Virtek
Speedvac Concentrator 5301 Eppendorf
Laserscanner Scanarray 4000 Perkin Elmer
Slot Blot Apparatur Schleicher & Schuell
Zentrifuge J2-MC Beckman
Zentrifuge Sigma 1-13 Sigma
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Kapitel 4
Ergebnisse

Hippokampale Maus-Neurone der Linie HT-22 wurden auf Resistenz gegen die oxidativen
Stressoren Glutamat und Wasserstoffperoxid selekfiererungen im Expressionsprofil der
resistenten gegéber den nicht resistenten Zellen wurden untersucht, um Anhaltspunkie daf
zu finden, welche Gene und Signalwege in die Vermittlung von oxidativer Resistenz involviert
sein knnten. Dabei wurden zum einen in der Literatur bereits a@glithe Kandidaten be-
schriebene Faktoren untersucht, zum anderen wurde mit Hilfe der Methoden des Differential
Displays und der Chip-Hybridisierung nach ®ederungen in bislang nicht mit oxidativem

Zelltod in Verbindung gebrachten Genen gesucht.

4.1 Das Zellmodell

4.1.1 Morphologie der neuronalen Zellen

HT-22 Neurone haben in ihrem Zetikper einen unter dem Lichtmikroskop gut zu erkennen-
den Zellkern und sie besitzen axonale Faize. Obwohl die resistenten HT-22 Zellen eine
ahnliche Morphologie aufweisen wie die nicht resistenten Zellen, so sind doch Unterschiede
feststellbar: Die Zellérper der Glutamat- und Wasserstoffperoxid-resistenten Zellen (Glu-Res
bzw. H,0O,-Res) sind deutlich gf3er als die der nicht-resistenten Zellen (HT-22 N) und weisen
mehr Vakuolen auf, deren Signifikanz man noch nicht kennt. Die Nuklei der resistenten Zellen

sind ebenfalls gif3er als die der nicht resistenten Zellen. AuRerdem findet man in den resisten-
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ten Kulturen einen @3eren Anteil an Zellen mit mehreren (bis Zinf) Kernen. Die axonalen
Fortsatze sind bei den D,-Res Zellen besonders lang ausgebildet (vgl. Abbildungen 4]1, 4.2
und[4.3).

Abbildung 4.1: Phasenkontrastaufnahme der nicht-resistenten HT-22 Zellen (HT-22 N)pRergr
rungsfaktor 200. Die Zellen weisen eine neuronale Morphologie mit axonalerazensauf.

Abbildung 4.2: Phasenkontrastaufnahme der Glutamat-resistenten HT-22 Zellen (Glu-Res), Ver-
grofRerungsfaktor 200. Audflig sind die im Vergleich zu HT-22 N Neuronen veb§erten Zellkrper.

Man beachte auRerdem die Zelle mit zwei Nuklei (Pfeilmarkierung und Auschnitté@engmg am
linken unteren Bildrand).
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Abbildung 4.3: Phasenkontrastaufnahme der Wasserstoffperoxid-resistenten HT-22 Zel@n (H
Res), Vergdl3erungsfaktor 200. Die Zelkper und die Zellkerne sind im Vergleich zu HT-22 N Neu-
ronen deutlich vergi3ert. AuRBerdem sind die axonalen Fatre aufllig lang ausgebildet. In vielen
Zellkdrpern sind zudem helledknige Strukturen zu sehen, die wahrscheinlich Vakuolen entsprechen
(Pfeilmarkierungen und Ausschnittsved§erung am rechten unteren Bildrand).

4.1.2 \Vergleich der Wachstumsgeschwindigkeiten

Theoretisch \eire es denkbar, dass Zellen eine Resistenz gegen Toxine entwickeln, indem sie ih-
re Wachstumsrate um ein Vielfaches@nkn. SolchgSuperkrebszellen* wrden sich schneller
teilen, als das Toxin seine satliche Wirkung auf sie atiden lonnte. Um diese Kiglichkeit zu
Uberpiifen, wurden Wachstumskurven erstellt. Wie in Abbild{ing 4.4 zu erkennen ist, wachsen
die resistenten Klone nicht schneller als die HT-22 N Zelldir. die H,O,-resistenten Zellen
konnte sogar ein deutlich verlangsamtes Wachstum festgestellt werden.

Das veénderte Resistenzverhalten der Zellen ist demnach nicht auf eib@liry der Wachs-
tumsgeschwindigkeit ziickzufihren.

Allerdings erreichten die Glu-Res Zellen im MTT-Test am Ende der Wachstumspbhsesh
Absorptionswerte als HT-22 N Zellen. Da die Absorptionsweérdeivalent zu der verstoff-
wechselten Menge MTT sind,0knte die Ursachelf diese Beobachtung entweder in einer
erhbhten Stoffwechselrate oder einem dichteren Wachstum der Glu-Res Zellen liegen. Obwohl

die Glu-Res Neurone nicht schneller wachsen als die HT-22 N Neurone, ishglim dass
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Abbildung 4.4: Wachstumskurven der resistenten und nicht resistenten HT-22 Zellen ermittelt durch
MTT-Tests. Die WachstumskurveiirfHT-22 N und Glu-Res Zellen stimmen weitgehérxerein. Al-
lerdings erreichen die Glu-Res Zellen insgesamt signifikahehe Absorptionswertéif t=120h, 144

h, 240 h und 264 h ({0.05, Two Way ANOVA), was entweder auf eine éhte Stoffwechselrate oder

ein zwar nicht schnelleres, aber insgesamt dichteres Wachstum schiésBerDie HO,-Res Zellen
wachsen deutlich langsamer als die HT-22 N und Glu-Res Neurone. Die Absorptionswerte unterschei-
den sich in den ersten 168 Stunden signifikant von den Werten der anderen beiden KIOr@0{p

Two Way ANOVA)

sie insgesamt einedhere Dichte erreichen. Dies bedeutet, dagkrend die HT-22 N Zellen
bereits in die Absterbepha@bergehen, die Glu-Res Zellen noch weiter wachsen. Um die Frage
zu klaren, ob die Zelldichte ausschlaggebeiddie erfohten Absorptionswerte im MTT-Test

ist, wurde fir einige Zeitpunkte die Zellzahl ermittelt. Dabei wurde festgestellt, dass die maxi-
male Zellzahl bei den Glu-Res Zellen um bis zu 308bhér lag, als bei den HT-22 N Zellen.

Die hoheren Werte im MTT-Test spiegeln demnach wahrscheinlich ein dichteres Wachstum der
Glu-Res Neurone wider und nicht unbedingt einedvieterung der Stoffwechselrate, obwohl

letzteres anhand der vorliegenden Daten nidiiiyausgeschlossen werden kann.
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4.1.3 Selektive Resistenz gegen oxidative Stressoren

Gegen oxidativen Stress resistente HT-22 Klone wurden durch Langzeitbehandlung mit Was-

serstoffperoxid bzw. Natriumglutamat etabliert (s. Abschnitt 3.1.17und]|3.1.2). Um die Toleranz

der so entstandenen,&,-Res und Glu-Res Neurone gedier den oxidativen Stressoren zu
testen, wurden Toxizttstests durchgeéhrt.

Wie in Abbildung 4.5 A zu erkennen ist, zeigen Glu-Res Zellen eine deutbblete Resistenz
gegeriiber Glutamat als die parentalen, nicht resistenten HT-22 N Zellen. Abbildung 4.5 B kann
entnommen werden, dass®h-Res Zellen deutlich toleranter auf Wasserstoffperoxid-Zugabe
reagieren als HT-22 N Zellen.

Interessanterweise zeigen die Ergebnisse des Tatdgimsts auch eine dihte Resistenz der
H,0,-Res und Glu-Res Zellen gedérer dem oxidativen Stressor, gegen den sie nicht selek-
tiert wurden: HO,-Res Zellen sind auch gegen Glutamat resistent und Glu-Res Zellen weisen
eine erldhte Toleranz gegéer Wasserstoffperoxid auf (vgl. Abbildung|4.5). Dies ist insofern
ein interessantes Ergebnis, als dass es darauf hindeutet, dass oxidativer Zelltod, obwohl durch

unterschiedliche Toxine ausgst, letztendlicluber gemeinsame Signalwege ablaufénrite.

Eine alternative Eridrung fir dieses Piinomen vare jedoch, dass die Glu-Res ung®4-Res

Klone eine nicht-selektive Resistenz gegen eine Vielzahl von Toxinen entwickelt haben. Um
zu Uberpiifen, ob es sich bei dem Verhalten der Zellendeldich um eine selektive Resistenz
gegen oxidativen Stress handelt, wurde die Reaktion der Zellen auf unterschiedliche Toxine, die
nicht in Verbindung mit oxidativem Stress stehen, untersucht.

Das Sphingolipid-Zersetzungsprodukt Sphingosin ist ein Inhibitor der Protein Kinase C und
ein bekannter Ausiser von Apoptose in hippokampalen Neuronen. Der in Abbildung 4.6 A
gezeigte Kurvenverlauf, der die Sensilditider Neuroneir Sphingosin widerspiegelt, isiirf

HT-22 N, Glu-Res und ED,-Res Neurone sekihnlich. Es wird deutlich, dass eine Sphingosin-
Konzentration von 2Q:M eine nahezu voll§indige Abbtung der Zellen aller drei Klone be-
wirkt.

Staurosporin, ein anderer, jedoch genereller Inhibitor von Protein Kinasen, ist ebenfalls in der

Lage, Apoptose in Neuronen aller drei Klone auézeh (s. Abbildung 4]6 B).if Staurosporin-
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Konzentrationen unter BM war allerdings eine um 10% bis 20% étite Uberlebensrate der
H,0,-Res Zellen im Vergleich zu HT-22 N Zellen feststellbar. Bei@&rting der Konzentration
auf 10:M kehrte sich der Effekt jedoch um und didberlebensrate der4®,-Res Zellen lag im
Durchschnitt 12% unter der der HT-22 N Zellen. Insgesamt gleichen sich die Kunurfeerl
fur den Toxiziaitstest jedoch so stark, dass man kaum von eineémderten Resistenzverhalten
der H,0,-Res Zellen gegdiber Staurosporin sprechen kann.

Bei Gramicidin A handelt es sich um einen NK*-Kanal, der aufgrund von Depolarisation
partiellen Zelltod hervorrufen kann. Auch die Zugabe dieses Toxihgé bei allen drei Zell-
klonen zu einem vergleichbaren Absinken tigerlebensrate (s. Abbildufg 4.6 C).

Die Ergebnisse der Toxi#tstests aus den Abbildungen]4.5 4.6 zeigen deutlich, dass die
H,0,-Res und Glu-Res Klone eine selektive Resistenz gdgemoxidativen Stressoren aufwei-
sen. Gegeitber anderen Toxinen sind sie in vergleichbarem Mass#lgnivie die parentalen
HT-22 N Zellen.
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Abbildung 4.5: Ergebnis der Toxizitstestsiir die drei Modellzellklone HT-22 N, Glu-
Res und HO.-Res mit A: Glutamat und B: Wasserstoffperoxid. Die bei unbehandelten
Zellen durch die MTT-Zugabe bewirkte Farbinteasitvurde mit einet)berlebensrate von
100% gleichgesetzt. Glu-Res Zellen weiséndlle getesteten Glutamatkonzentrationen ei-
ne Mhere Resistenz auf als HT-22 N Zellen (Abbildung A;@05, Two Way ANOVA).

Es ist zu erkennen, dass Glu-Res Zellen neben einer hohen Resistenz gegen Glutamat auch
eine erlbhte Resistenz gegen Wasserstoffperoxid aufweisen (Abbildung<B;001 fir
Konzentrationen von 300 und 6Q@M). Auch die H,O,-Res Zellen zeigen neben einer
signifikant erldhten Resistenz gegen Wasserstoffperoxid (Abbildung<8).p01 fir alle
getesteten Konzentrationen, Two Way ANOVA) eine hohe ToleranGlutamat (Abbil-
dung A, p<0.05 fur alle getesteten Konzentrationgber 1 mM, Two Way ANOVA). Die
Glutamat-Toleranz der $#D,-Res Zellenibersteigt sogar die der Glu-Res Zeller:(p001

flr Konzentrationefiber 1mM, Two Way ANOVA).
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Abbildung 4.6: Ergebnis der Toxizitstestsiir A: Sphingosin, B: Staurosporin und C: Gramicidin
A. Die drei Modellklone reagiereahnlich auf Zugabe der drei getesteten Toxine, die keinen oxidativen
Stress hervorrufen.



KAPITEL 4. ERGEBNISSE 42
4.2 Untersuchung aus der Literatur bekannter Alzheimer-

assoziierter Signalwege

Viele Signalwege werden auf Grund ihrer bereits bekannten Eigenschaften mit dem Nervenzell-
tod bei Morbus Alzheimer in Verbindung gebracht. Vertreter dieser Signalwege wurden unter-
sucht um festzustellen, ob diese Signalwege in die generelle Resistenz gegen oxidativen Stress

involviert sind.

4.2.1 Glykogen Synthase Kinase+3

Dem Enzym GSK-8 wird im Zusammenhang mit Morbus Alzheimer zunehmend Aufmerk-
samkeit geschenkt. Nicht nur ist es in der Lage, Tau-Protein zu phosphorylieren, was zur Ent-
stehung eines der pathologischen Merkmale der Krankheit, den Neurofibiitideln, fihrt,

es ist auch eine wichtige Komponente anderer Signalwege wie z.B. dem Wnt-Signalweg (s.
Abschnitt) und dem MAPK-Signalweg. Zuislich interagiert es direkt mit defstro-
genrezeptor (Dr. Sharon Goodenough, pérdiche Mitteilung). Aufgrund seiner viddftigen
Funktionen stellt GSK 3 ein interessantes Untersuchungsobjekt im Rahmen der in dieser Stu-
die bearbeiteten Fragestellung dar.

Mit Hilfe von Western Blot Experimenten wurden die Proteinspiegeldieses Enzym in den

drei Modell-Klonen verglichen. Dabei wurden drei verschiedene Angigr zum Nachweis

von entweder Gesamt-GSK, durch Phosphorylierung an einem Tyrosinrest aktiviertem GSK
(GSKtyr) oder durch Phosphorylierung an einem Serinrest inhibiertem GSK (GSKser) verwen-
det.

Es stellte sich heraus, dass sowohl Glu-Res wie auyhHRes Neurone weniger Gesamt-GSK
Protein bilden als die nicht resistenten HT-22 N Zellen (s. Abbildung 4.7). Auch die Menge an
aktivem GSKtyr ist in beiden resistenten Klonen signifikant niedriger als in HT-22 N Neuronen
(s. Abbildund 4.8). Die Menge an durch Serin-Phoshorylierung inaktiviertem G5kt 8lage-

gen in den Glu-Res Zellen signifikanblher als in den HT-22 N Zellen. Auch in den®,-Res

Zellen ist der Spiegel an GSKser tendentiéhbr als in HT-22 N, die Efthung erreicht jedoch

keine statistische Signifikanz.
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Abbildung 4.7: Western Blot Ergebnisit GSK-Protein. A,B: Typische BeispielérfWestern Blots
gegen GSK-Protein, Auftragung von links nach rechts: HT-22 N, Glu-Res (A), HT-22,19, HRes
(B). C: Zusammenfassung aller Western Blot Ergebniss &5K-Protein. Aufgetragen ist die mittlere
Bandensirke, wobei der Wertifr HT-22 N mit 100% gleichgesetzt wurde. Der GSK-Spiegel ist in
beiden resistenten Klonen im Vergleich zu nicht-resistenten Zellen erniedrigt (* entsp+ioaQi,
One Way ANOVA).

§ S e

B 120 -
& 100 - * *
£ 80- #
Hyl
% 60
5
2 40
g |
8 20
0
HT-22 N Glu-Res H202-Res

Abbildung 4.8: Western Blot Ergebnisii GSKtyr-Protein. A: Typisches Beispiel eines Western
Blots, Auftragung von links nach rechts: HT-22 N, Glu-Res(4-Res. B: Zusammenfassung aller
Western Blot Ergebnisséif GSKtyr-Protein. Aufgetragen ist die mittlere Bandémke, wobei der Wert

fir HT-22 N mit 100% gleichgesetzt wurde. Der GSKtyr-Spiegel ist in beiden resistenten Klonen im
Vergleich zu nicht-resistenten Zellen erniedrigt (* entspricho@01, One Way Anova). Der GSKtyr-
Spiegel in den HO,-Res Neuronen ist zudem auch signifikant niedriger als der der Glu-Res Neurone
(# entspricht pz0.001, One Way ANOVA).
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Abbildung 4.9: western Blot Ergebnisif GSKser-Protein. A: Typisches Beispiel eines Western
Blots, Auftragung von links nach rechts: HT-22 N, Glu-Res(4-Res. B: Zusammenfassung aller
Western Blot Ergebnissdif GSKser-Protein. Aufgetragen ist die mittlere Bandarkst, wobei der
Wert fiir HT-22 N mit 100% gleichgesetzt wurde. Der GSKser-Spiegel ist in den Glu-Res im Vergleich
zu den HT-22 N eréht (* entspricht pz0.05, One Way Anova). Auch in den,B,-Res Neuronen ist

der GSKser-Spiegel tendentiether als in HT-22 N Zellen. Der Unterschied ist jedoch statistisch nicht
signifikant.

Diese deutlichen Unterschiede im Phosphorylierungsstatus und in der Gesamtmenge an GSK-
303 Protein zwischen HT22 N und Glu-Res bzw,®4-Res Zellen legt die Vermutung nahe,
dass dieses Enzym eine Rolle bei der Resistenzvermittlung gegen oxidativen Stress spielt. Um
die Hypothese, dass Inhibition von GSK-2u einer erbhten Toleranz von oxidativen Stres-
soren fihrt, raher zu untersuchen, wurde GSK B nicht resistenten HT-22 N Zellen durch
Vorbehandlung mit LiCl inhibiert. AnschlieRend wurde Glutamat bzw. Wasserstoffperoxid zu
den Zellen gegeben und amaghsten Tag ein MTT-Test durchgéft, bei dem unbehandelte
HT-22 N mit den mit LiCl-vorinkubierten Zellen verglichen wurden. Das Ergebnis ist in Ab-
bildung[4.10 dargestellt und zeigt, dass Zellen, bei denen GEkidbiert wurde, tat&chlich

eine tohere Toleranz gegéber Glutamat und Wasserstoffperoxid aufweisen als unbehandel-
te Zellen. Obwohl es zu einer signifikanten Bning detUberlebensrate kommt, bewirkt die
LiCl-Vorbehandlung jedoch keine absolute Resistenz gegen die getesteten Toxine.

Die Inaktivierung von GSK-3 scheint demnach zwar zu einer éhten Resistenz gegen oxi-
dativen Stress zuihren, jedoch nicht der einzige Mechanismus zur Generation des Resistenz-

verhaltens zu sein.
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Abbildung 4.10: Toxizitatstest éir HT-22 N mit und ohne LiCl-Vorbehandlung. Vorbehandlung

mit LiCl (10 mM) zur Inhibition von GSK-3Z erhbht die Resistenz von HT-22 N Neuronen gegen
Wasserstoffperoxid (A) und Glutamat (B). (* entspricht@05, Two Way ANOVA)
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4.2.2 Amyloid-Vorlauferprotein (APP)

APP ist ein Protein, dem bei der Alzheimer Pathologie eine entscheidende Rolle zukommit.
Durch seine Prozessierung kann das-Reptid entstehen, das digrfdie Krankheit typischen
Plaques im Gehirn bildet (s. Abschijitt 2]1.1). Einem anderen Produkt der APP-Prozessierung,
dem sAPR wird jedoch eine neuroprotektive Wirkung zugeschrieben (De Strooper und An-
naert 2000). Es @re also denkbar, dass eine &ederung im APP- bzw. sSARPSpiegel zum
Resistenzverhalten der Neurone gegen oxidativeadighing beitragendante. Die relativen
Mengen dieser Proteine wurden deshalb in den Modellzellen verglichen.

Western Blot Experimente mit Antikpern gegen den C-Terminus des APP-Proteins ergaben
keine messbaren Konzentrationsunterschi@éd&esamt-APP-Protein in resistenten und nicht-
resistenten Zellen (s. Abbildung 4]11).
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Abbildung 4.11: western Blot Ergebnisiit APP-Protein. A: Typisches Beispiel eines Western
Blots, Auftragung von links nach rechts: HT-22 N, Glu-Res(3-Res. B: Zusammenfassung aller
Western Blot Ergebnisséif APP-Protein. Aufgetragen ist die mittlere Bandérist, wobei der Wert
fur HT-22 N mit 100% gleichgesetzt wurde. Die Bandénstn fir die drei Klone sind nicht signifikant
unterschiedlich (One Way ANOVA).

Western Blot Analysen des Zellmediums zur Detektion von sABRjaben eine signifikante
Erhdhung der Konzentration dieses Proteindlitverstand der resistenten Zellen (s. Abbildung
[4.12). sAPR wird demnach tagschlich in Zellen, die gegen oxidativen Stress resistent sind,

vermehrt gebildet. Die Exdhung der sAPR-Konzentration ist dabei nicht auf eine vendtte
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Bildung des Vorhuferproteins APP ziickzufihren, da die APP-Spiegel in allen drei untersuch-

ten Zellklonen gleich sind (s. Abbildurig 4]11). Es muss sich deshalb um eiadedéung in

der Aktivitat dera-Sekretase handeln.
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Abbildung 4.12: Western Blot Ergebnisif SAPRy-Protein. A: Typisches Beispiel eines Western
Blots, Auftragung von links nach rechts HT-22 N, Glu-Res, H202-Res. B: Zusammenfassung aller We-
stern Blot Ergebnissaif SAPP-Protein. Aufgetragen ist die mittlere Bandarist, wobei der Wertiir

HT-22 N mit 100% gleichgesetzt wurde. Die Bandé@nkén fir Glu-Res und HO,-Res sind signifikant
erhbht im Vergleich zur Bandergstke ir HT-22 N (* entspricht pz0.05, One Way ANOVA).

4.2.3 Bcl-2/Bax Familie

Die Proteine der Bcl-2 / Bax Familie sind ebenfalls interessante Kandidatemfersuchungen

im Rahmen dieser Studie, da sie in die Regulation des Zelltods involviert sind. Die Wirkungen
von Bcl-2 und Bax sind gegedlfig: Wahrend Bcl-2 protektiv wirkt, iihrt die Aktivitat von

Bax eine Zelle in die Apoptose.

Vorausgesetzt, dass in dem hier verwendeten Zellmodell Unterschiede in der Expression die-
ser Gene vorliegen, ave eine nahe liegende Erwartung, dass Bcl-2-Proteinar&tsh den
resistenten Zellen gebildet wird,ahrend Bax dort in geringerer Menge vorliegt. Batslich

findet man sowohl auf Protein-Ebene als auch auf RNA-Ebene einen erniedrigten Bax-Spiegel
in den resistenten Zellen im Vergleich zu den HT-22 N Zellen (s. Abbildung #.13, 4.20 und

[4.22). Eine versirkte Bildung von Bcl-2 Protein in den resistenten Zellen konnte jedoch nicht



KAPITEL 4. ERGEBNISSE 48

nachgewiesen werden. Erstaunlicher Weise ist der Proteinspigdg®tk2 vielmehr in den re-
sistenten Zellen deutlich niedriger als in den nicht resistenten Zellen (s. Abbildurijg 4.14). Es
scheint demnach so, als sei der Bcl-2 / Bax Signalweg in den gegen oxidativen Stress resisten-
ten Modellzellen generell suppremiert. Dabei ist allij, dass diese Vanderung im Bcl-2 /

Bax Signalweg sowohliir Glu-Res als auchif H,O,-Res Neurone gilt. Der Effekt ist in den
H,0,-Res Zellen girker als in den Glu-Res Zellen. Ob dies jedoch mit dirdren Toleranz

der H,0,-Res Zellenfir oxidative Stressoren (s. Abbildupg}4.5) in Verbindung steht, ist unklar.
Der Bcl-2 / Bax Signalweg ist scheinbar ein Mechanismus, dem im Zusammenhang mit Resis-
tenzverhalten Aufmerksamkeit geschenkt werden sollte. Es ist allerdings nicht auszuschliel3en,
dass die gefundenen \&erderungen nichtif oxidative Resistenz selektiv sind. Untersuchungen

an Zellmodellen, die gegen andere Stressoren resistent sind, solltdredaufschluss geben
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Abbildung 4.13:Western Blot Ergebnidif Bax-Protein. A: Typisches Beispiel eines Western Blots,
Auftragung von links nach rechts: HT-22 N, Glu-Res®4-Res. B: Zusammenfassung aller Western
Blot Ergebnisseiir Bax-Protein. Aufgetragen ist die mittlere Bandé@mke, wobei der Wertifr HT-

22 N mit 100% gleichgesetzt wurde. In den resistenten Zellen wird signifikant weniger Bax-Protein
gebildet als in den nicht resistenten Zellen (* entsprichkD®01, One Way ANOVA). Der Unter-
schied zwischen H202-res und HT-22 N ist dabéigr als der zwischen Glu-Res und HT-22 N. Der
Bax-Spiegel in den EO.-Res Neuronen ist zudem auch signifikant niedriger als der in den Glu-Res
Neuronen (# entsprichtq0.001, One Way ANOVA).
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Abbildung 4.14: western Blot Ergebnisii Bcl-2-Protein. A: Typisches Beispiel eines Western
Blots, Auftragung von links nach rechts: HT-22 N, Glu-ResOd-Res. B: Zusammenfassung aller
Western Blot Ergebnisséif Bcl-2-Protein. Aufgetragen ist die mittlere Bandémke, wobei der Wert

fur HT-22 N mit 100% gleichgesetzt wurde. In den resistenten Zellen wird signifikant weniger Bcl-
2-Protein gebildet als in den nicht resistenten Zellen (* entsprieft.p01, One Way ANOVA). Der
Unterschied zwischen #D,-Res und HT-22 N ist dabei gBer als der zwischen Glu-Res und HT-22
N. Der Bcl-2-Spiegel in den £D2-Res Neuronen ist zudem auch signifikant niedriger als der in den
Glu-Res Neuronen (# entsprichtf.05, One Way ANOVA).

4.2.4 MAP Kinase

Der MAP Kinase (Mitogen-aktivierte Protein Kinase, MAPK) Signalwegdelau den wich-
tigsten, durch oxidativen Stress aktivierten Signalwegen und zeichnet sich durch eine hohe
Komplexitat aus. MAPK reguliert die Aktiviit verschiedener Transkriptionsfaktoren, wie z.B.
CREB (cAMP response element binding protein), EIk-1 (ETS-like gene) und c-Myc (cellular
homologue of myelocytomatosis virus 29 oncogene), urdtfso zu einer Vé&nderung der
Genexpression (Sweatt, 2001). MAPK kann auBerdem das bereits in Abschnjtt 4.2therw
GSK-33 Protein inaktivieren und auch zu einer vargten Sekretion von sARPfiihren (Dr.
Sharon Goodenough, pérdiche Mitteilung). Da iir Glu-Res und EO,-Res Neurone sowohl

eine erldhte Menge an inhibiertem GSK33Protein als auch eine ve#éskte Produktion von
SAPRy festgestellt werden konnte (s. Abbildungen 4.9 und]4.12), scheint eine RONSAPK

in der Vermittlung von oxidativer Resistenz in diesem Zellmodeibiich.

Western Blot Experimente ergaben keinen Unterschied im Gesamtproteinspiegel von MAPK

zwischen resistenten und nicht resistenten Zellen (s. Abbilflung 4.15). Die Menge an phos-
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Abbildung 4.15: Western Blot Ergebnisif MAPK-Protein. A: Typisches Beispiel eines Western
Blots, Auftragung von links nach rechts: HT-22 N, Glu-Res(4-Res B: Zusammenfassung aller
Western Blot Ergebnisséif MAPK-Protein. Aufgetragen ist die mittlere Bandeirke, wobei der Wert

fur HT-22 N mit 100% gleichgesetzt wurde. Die Proteinspiegel unterscheiden sich nicht signifikant
voneinander (One Way ANOVA).
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Abbildung 4.16: Western Blot Ergebnisif pMAPK-Protein. A: Typisches Beispiel eines Western
Blots, Auftragung von links nach rechts: HT-22 N, Glu-Res(3-Res B: Zusammenfassung aller
Western Blot Ergebnisséf MAPK-Protein. Aufgetragen ist die mittlere Bandeirge, wobei der Wert

fur HT-22 N mit 100% gleichgesetzt wurde. Der pMAPK Spiegel ist sowohl in den Glu-Res als auch

den H,O2-Res Zellen signifikant@her als in nicht resistenten Zellen (* entspricktq05, One Way
ANOVA).

phorylierter und somit aktivierter MAPK war jedoch in den Glu-Res un®#Res Neuronen
signifikant gbRer als in den HT-22 N Neuronen (s. Abbildyng 4.16).

Eine Modifikation im Phosphorylierungsstatus von MAP#hkte demnach dglicherweise zur
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Entstehung von Resistenz gegen oxidativen Stress beitragen. Ob@leieqsMAPK-Spiegel in
den resistenten Zellen tatshlich fur die beobachteten \Vé@nderungen in GSKser- und sA®P

Protein verantwortlich ist, muss durch weitere Untersuchungeragekéerden.

4.2.5 PARP

Auch das Enzym Poly(ADP-Ribose) Polymerase (PARP) wird in der Literatur mit Zelltod in
Verbindung gebracht. Dabei ist umstritten, ob PARP eine pro- oder antiapoptotische Funktion
audibt. In jedem Fall ist PARP ein interessantes Untersuchungsolijetidse Studie.

Obwohl in einigen Western Blotgif Glu-Res Zellen eine Eidihung im PARP-Spiegel festge-
stellt werden konnte (s. Abbildurig 4]17 A), erwies sich der Unterschied insgesamt als nicht
signifikant (s. Abbildung 4.17 B). Da in den,B,-Res Zellen keine tendentielle Erihung des
PARP-Spiegels feststellbar war, scheint dieses Enzym zumindest nicht zur generellen Vermitt-

lung von oxidativer Resistenz beizutragen.
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Abbildung 4.17: Western Blot Ergebnisii PARP-Protein. A: Beispiel eines Western Blots, Auf-
tragung von links nach rechts: HT-22 N, Glu-Res(d-Res; B: Zusammenfassung aller Western Blot
Ergebnisseifr PARP-Protein. Aufgetragen ist die mittlere Bandarigt, wobei der Wertifr HT-22 N

mit 100% gleichgesetzt wurde. Der PARP-Spiegel ist in den Glu-Res Zellen im Vergleich zu HT-22 N
und H,O,-Res Zellen tendentiell ednt. Es besteht jedoch kein signifikanter Unterschied (p¢,0.05, One
Way ANOVA).
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4.2.6 Seladin-1

Uber das Protein Seladin-1 ist noch nicht allzu viel bekannt, da es erst vor relativ kurzer Zeit
entdeckt wurde. Es erwies sich in den bislang durdiiggén Versuchen jedoch als protektiv
gegen AG-Toxizitat und allgemeinen oxidativen Stress und ihm wird eine Rolle bei der Regula-
tion des Zelltods zugeschrieben (s. Abschinitt 5.5). Die Verbindung von Seladin-1 zu oxidativem
Stress im allgemeinen und Morbus Alzheimer-assoziiertem Nervenzelltod im besonderen macht
diese Oxidoreduktaséif die in dieser Studie untersuchte Fragestellung besonders interessant.
Fur die in dieser Arbeit verwendeten Glu-Res ungkRes Neurone konnte keine signifikante
Veranderung im Proteinspiegel von Seladin-1 im Vergleich zu HT-22 N Neuronen festgestellt
werden (s. Abbildung 4.18). Die Resistenz gegen oxidativen Stress scheint demnach in den
hier verwendeten Modellzellen nichiber eine versirkte Bildung von Seladin-1 vermittelt zu
werden. Posttranslationale Modifikationen und damit verbundene Aktdtderungenénnen

mit dem hier verwendeten Aniikper jedoch nicht ausgeschlossen werden.
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Abbildung 4.18: Western Blot Ergebnisif Seladin-1-Protein. A: Typisches Beispiel eines We-
stern Blots, Auftragung von links nach rechts: HT-22 N(4-Res, Glu-Res; B: Zusammenfassung
aller Western Blot Ergebnissé@rf Seladin-1-Protein. Aufgetragen ist die mittlere Bandénkst, wobei

der Wert fir HT-22 N mit 100% gleichgesetzt wurde. Zwischen den Seladin-1-Spiegeln besteht kein
Unterschied (One Way ANOVA).
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4.2.7 Hitzeschock-Proteine

Als Antwort auf Stress bilden Zellen eine Vielzahl von Proteinen, die sogenannten Hitzeschock-
Proteine (Hsp), die den durch Stress induziertenaBiungen entgegenwirken sollen. Dies
geschieht z.B., indem die Bildung von Chaperonen eingeleitet wird, welche bewirken, dass
abnormal gefaltete Proteine ihre urgpliche Konfiguration zuirck erhalten.

Bei Zellen, die unter Dauerstress gehalten werden, wie die in dieser Studie verwendeten Glu-
Res und HO,-Res Zellen, stellt sich die Frage, ob die Hitzeschock-Antwort in irgendeiner
Form modifiziert ist. Es &re denkbar, dass die Hsp in den gestressten Zellen als Schutzmecha-
nismus konstitutiv gebildet werden, oder dass die Hitzeschock-Antwarkestaugillt als die

in den nicht kontinuierlich gestressten Zellen. Ebenso ist es jeddadfich, dass in Folge der
Adaption an den Dauerstress weniger Hitzeschock-Proteine gebildet werden als in den nicht
resistenten Zellen.

Die Untersuchung aller bekannten Hsp wurde im Rahmen dieser Studie nicht angestrebt, da
maoglichst viele verschiedene Signalwege untersucht werden sollten. Stellvertréteduk f
Hitzeschock-Proteine wurde deshalb nur die Bildung von Hsp70 im WestertiilBtopift.

Aus Abbildung[4.1IP ist zu entnehmen, dass Glu-Res up@,HRes Neurone dieses Protein
nicht konstitutiv bilden. Wie am Beispiel der Glu-Res Zellen gezeigt, ist die Induktion ei-
ner Hitzeschock-Antwort noch immerdaglich. Zu einer drastischen Veaskung der Hsp70-
Bildung in den resistenten Zellen kommt es nicht, obwohl die Bande der Glu-Res Zellen in dem
in Abbildung[4.1I9 dargestellten Western Blot etwasletr ist als die der HT-22 N Zellen.

Ein weiteres Indiz daifr, dass eine Veratkung der Hitzeschock-Antwort in den hier verwen-
deten Zellen nicht zur Resistenz gegen oxidativen Stresfggifand sich beim Vergleich der
Mengen an gebildeter Hsp86-RNA in Glu-Res und HT-22 N Zellen durch das Gen Expres-
sion Array ,Maus PathwayFinder-1*. Abbildurjg 4]20 ist zu entnehmen, dass Glu-Res Zellen
deutlich weniger RNA{ir dieses Hsp bilden als HT-22 N Neurone.

Die Untersuchung der Hsp erfolgte im Rahmen dieser Arbeit nur stichprobenartig und ist so-
mit unvolls&éndig. Es kann daher nicht ausgeschlossen werden, dass weitere Unterschiede in
den Proteinspiegeln einzelner Hsp zwischen resistenten und nicht resistenten HT-22 Neuro-

nen bestehen. Dass das Resistenzverhalten der hier verwendeten Modellzellen auf eine generell



KAPITEL 4. ERGEBNISSE 54

A

B 1600 -

1400 -
1200 -
1000 -
800 -
600 -
400 ~
200 -
0 | N =N .
HT-22 N Glu-Res H202-Res HT-22N  Glu-Res

Bandenstéarke [%]

Abbildung 4.19: Western Blot Ergebnisii Hsp70-Protein. A: Beispiel eines Western Blots, Auf-
tragung von links nach rechts: HT-22 N, Glu-Res(4-Res ohne Hitzeschock; HT-22 N, Glu-Res
nach Hitzeschock (15 min bei 4@). B: Quantifizierung des Western Blots. Resistente Zellen zeigen
keine konstitutive Hitzeschock-Antwort. Allerdings kann die Hitzeschock-Antwort induziert werden.

versarkte Hitzeschock-Antwort zuckzufihren ist, erscheint jedoch unwahrscheinlich.

4.2.8 Gen Expression Arrays

Eine Moglichkeit, die Expression vieler Gene zu vergleichen, besteht in der Verwendung von
Gen Expression Arrays (GEArrays). Es handelt sich hierbei um zwei identische Membranen,
auf die spezifische cDNA Fragmente einiger Gene, die im Zusammenhang mit bestimmten
Signaltransduktionswegen stehen, aufgebracht sind. Indem nun die Membranen mit radioaktiv
markierter cDNA aus den zu vergleichenden Zellklonen hybridisiert werden, kann das Expres-
sionsprofil der Zellkloner die auf der Membran aufgetragenen Gene verglichen werden.

Der gleichzeitige Vor-und Nachteil dieser Methode ist die Limitierung der getesteten Gene.
Ein Vorteil ist dies deswegen, weil Signalwege, die dlie jeweilige Fragestellung interessant
sind, gezielt untersucht werdedrnen. Ein Nachteil entsteht daraus, dass auf diese Weise die
Entdeckung neuer Gene praktisch ausgeschlossen ist.

Im Rahmen dieser Arbeit wurden drei verschiedene GEArrays verwehdetise PathwayFin-

der-1",,,Mouse Cancer PathwayFinder Q Series" yhtbuse Apoptosis Q Series von Biomol.
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Die dazugebirigen Membranen wurden mit cDNA aus Glu-Res und HT-22 N Neuronen hybri-
disiert.

Maus PathwayFinder-1 GEArray

Der ,Mouse PathwayFinder-1* GEArray dient zur Auffindung von Expressionsunterschieden

in acht wichtigen bekannten Signaltransduktionswegen. Diese Signalwege sind:

¢ der mitogene Signalweg

e Stress Signalweg

e NFxB Signalweg

e NFAT Signalweg

¢ Anti-Proliferation / TGF Signalweg
e Wnt Signalweg

e p53-Signalweg

e CREB Signalweg

Es waren cDNA Fragemente von jeweils ein bis sechs wegweisenden Genen dieser Signalwege
sowie von den Haushaltsgenen GAPDH und Aktin als Ladekontrollen auf den Membranen
aufgetragen. In Abbildurjg 4.0 A sind die hybridisierten Membranen dieses GEAuag3 4

22 N (links) und Glu-Res (rechts) gezeigt. Die Signale waren nigtdilfe aufgebrachten Gene

stark genug, um sinnvoll miteinander verglichen werdendunlen. In Abbildung 4.20 B sind

daher nur die Gene higeksichtigt, die 1. ein Signal ergaben, dasden Vergleich stark genug

war und 2. einen Expressionsunterschied zwischen HT-22 N und Glu-Res aufwiesen.

Auffallig ist, dass die Expression von mindestens drei der mit dem p53 Signalweg in Verbin-
dung gebrachten Gene in den Glu-Res Zellen sdiner ist als in HT-22 N Zellen: p53, Bax

und Gadd45. p53 kann sowohl Bax als auch Gadd45 aktiviereéinr§vid Bax apoptotische



KAPITEL 4. ERGEBNISSE 56

A

40
20

-20
-40

-80
-100

X
=
@
@
<
=2
(0]
et
5
2
o
c
S
2
]
°
c
<L

p53
bax
gadd45
c-myc
p57 Kip2
hsp86
IL-2
NFkappa
B

Abbildung 4.20: GEArray ,Maus PathwayFinder-1* A: Membranen des GEArrgylaus
PathwayFinder-1* hybridisiert mit?P-markierter cDNA aus HT-22 N (links) und Glu-Res Zellen
(rechts). Die Hybridisierungssignalérfp53 sind exemplarisch durch einen Rahmen markiert. B: Zu-
sammenfassung der unterschiedlich exprimierten Gene

Vorgange in der Zelle unterstzt, bewirkt Gadd45 einen Stillstand des Zellzyklus. Die geringe-

re Menge an Bax-mRNA besigt das in Abbildung 4.13 gezeigte Western Blot Ergebnis. Dort
wurde gezeigt, dass auch der Proteinspiegel von Bax in den Glu-Res Zellen geringer ist als in
den HT-22 N Zellen.

Dem p53-Signalweg wird generell eine wichtige Rolle bei der Tumor Suppression zugeschrie-
ben. Die schvwaichere Expression der dazugelgen Gene in den hier verwendeten resistenten
Zellen kdnnte bedeuten, dass der sonst durch oxidativen Silessden p53-Signalweg aus-

geloste Zelltod in den Glu-Res Neuronen untéickt wird.

Weitere mit Tumoren in Verbindung stehende Gene sind c-Myc und p57 (Kip2). Amche-

se Gene wurde eine verminderte Expression in den Glu-Res Neuronen gefunden. Das Protein,
das durch das c-Myc Gen kodiert wird, ist ein Transkriptionsfaktor, der die Expression von
Zielgenen sowohl aktivieren als auch untéicken kann. Seinelberexpression, die Merkmal

vieler humaner Krebserkrankungen isthit zu einem Anhalten des Zellzyklus in der G2-Phase
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(Felsher et al., 2000). Eine Verbindung zu p53 wurde aufgezeigt, indem Felsher und Kollegen
feststellten, dass ein Funktionsverlust von p53 dem c-Myc induzierten Zellzyklusstopp entge-
genwirkt (Felsher et al., 2000). Auch p57 (Kip2) kann bewirken, dass der Zellzyklus angehal-
ten wird. Der Zellzyklusstopp geschieht in diesem Falle in der G1-Phase. p57 (Kip2) ist die
Bezeichnungiir einen Cyclin-ab&ngigen Kinase Inhibitor. Die Inhibition von Kinasen ist ein
wichtiger Mechanismusdijber den der Effekt von Wachstumsfaktoren auf eine Zelle vermindert
werden kann.

Eine Expressioremderung von mit Tumorbildung in Verbindung gebrachter Gene wie z.B. p53
und c-Myc wird auch im Zusammenhang mit einer Reaktion der Zelle auf Stress diskutiert.

Die verminderte Expression dieser Gene in den Glu-Res Zellen deutet darauf hin, dass Sig-
nalwege, die bei gestressten Zellen normaler Weise zum Wachstumsstopp oder dbhénd f

in diesen Zellen unterdckt werden und so dglicherweise zur Resistenz gegen oxidativen

Stress beitragen.

Wichtige Stressgene sind auch die bereits in Abschnitt}4.2. @lerten Hitzeschock-Proteine.
Obwohl fir Hsp70 im Western Blot Versuch keidaderung im Proteinspiegel zwischen Glu-
Res und HT-22 N Zellen feststellbar war (s. Abbild{ing 4.19), wurdghtouse PathwayFinder-

1“ GEArray eine verringerte Expression von Hsp86 in den Glu-Res Zellen festgestellt. Da
die Hitzeschock-Antwort als solche recht komplex ist, stehen diese Ergebnisse nicht unbe-
dingt im Widerspruch zueinander. Esare erforderlich, die Expression weiterer Vertreter der
Hitzeschock-Proteine an dem Zellmodell zu testen, um sich ein Bild davon machénmzerk

inwieweit dieser Signalwedif die Resistenzvermittiung von Bedeutung séinite.

Interleukin 2 (IL-2) ist ein Hormon, das vor allem durch seine Rolle bei der Generation und
Regulation der Immunantwort bekannt wurde. Es wird jedoch auch @jgiches Wachstums-
hormon diskutiert (Lowenthal et al., 1985). Auch das IL-2 Gen war in den Glu-Res Neuronen

schwacher exprimiert als in den HT-22 N Zellen.
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Der nukleare FaktoxB (NFxB) war der erste entdeckte Transkriptionsfaktor, dessen Ativit
durch oxidativen Stress induziert werden kann (Schreck et al., 1991). Lange war unklar, ob
NFxB eher anti- oder proapoptotische Funktion besitzt. Mittlerwaberwiegt die Ansicht,

dass es sich um einen Faktor mit protektiven Eigenschaften handelt. Die Induzierbarkeit sei-
ner Aktivitat durch oxidativen Stress macht NB zu einer interessanten Zielstruktuir fdie
Untersuchungen an dem hier verwendeten Zellmodell.

Wie im Falle einer Expressioaaderung erwartet, wird NdB in den Glu-Res Neuronendgsker
exprimiert alsin den HT-22 N Neuronen. Die BhHung des NEB-Spiegels kann also alsagli-

cher Resistenzmechanismus der Glu-Res Zellen gegen oxidativen Stress in Betracht gezogen

werden.

Maus Cancer PathwayFinder GEArray

Da der,Maus PathwayFinder-1* GEArray viele Expressionsunterschiede in Tumor assoziierten
Genen aufzeigte, erschien es sinnvoll, einen weiteren GEArray duttirauf, mit dem speziell
Tumor-assoziierte Signalwege untersucht werden konnten. In Abbildunp 4.21 A ist eine der
beiden Membranen de#louse Cancer PathwayFinder Q Series‘ dargestellt. Abbilflung 4.21

B zeigt eine Zusammenfassung der mit diesem Array entdeckten Expressionsunterschiede.
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Abbildung 4.21: GEArray ,Maus Cancer PathwayFinder". A: Beispiel einer hybridisierten Mem-
bran B: Zusammenfassung der unterschiedlich exprimierten Gene. Fehlerbalken konnten nicht erstellt
werden, da nur bei einer Membran die Hybridisieruagfeide Klone funktioniert hat.
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Birc5 (Survivin) ist ein Apoptose Inhibitor Protein, das Zellzyklus-abbig exprimiert wird.

Es assoziiert @whrend der G2/M Phase der Mitose mit den Mikrotubuli der Kernteilungsspindel
(Lietal., 1998). Wird die Interaktion zwischen Birc5 und den Mikrotubuli gesverliert Birch

seine antiapoptotische Wirkung und es kommt zu eingjlgdn Aktivitat von Caspase 3, einem
Enzym, das in Apoptosevadigge involviert ist (Tamm et al., 1998). Eituberexpression von

Birc5 geht mit vielen humanen Kerbserkrankungen einher (LaCasse et al., 1998).

Obwohl Birc5 dem Zelltod entgegenwirkt, ist seine Expression in den Glu-Res Zellen erstaunli-
cher Weise erniedrigt. Dieses Ergebnis wurde mit Hilfe des Maus Apoptose GEArragBdiest

(s. Abbildung 4.2P). Das Argument, dass sich die Mehrzahl der resistenten Neurone in einer
anderen Zellzyklusphase befunden habénriten als die nicht resistenten Neurone, scheint
daher eher unwahrscheinlicAhnlich der beobachteten verringerten Bcl-2-Bildung (s. Abbil-
dung 4.14) widerspricht dieses Ergebnis den Erwartungen otk ndglicherweise ein Indiz

dafur sein, dass ein Zellschicksal-entscheidender Signalweg in den Glu-Res Neuronen weit-
gehend ausgeschaltet ist. Sowohl die Ursache als auch die Bedeutung der erniedrigten Birc5

Expression in den Glu-Res Zellen ist unklar und bedarf weiterer Untersuchungen.

Die Protein-Serin/Threonin Kinase AKT 2 wurde als Onkogen in verschiedenen Tumoren be-
kannt. Kirzlich wurde jedoch auch das Verhalten von AKT 2 im Zusammenhang mit verschie-
denen Arten von Stress untersucht (Yuan et al., 2002; Bacus et al., 2002). Dabei wurde festge-
stellt, dass AKT2 dem durch Stress bedingten programmierten Zelltod entgegen wirken kann.
Es wurden Hinweise daf gefunden, dass diéber die Aktivierung des Phosphatidylinositol 3-
Kinase Signalwegs geschehen kann oder indem AKT2 die Stress KinasébhB¥Kdktivierung

des NFB Signalwegs inhibiert.

In den Glu-Res Zellen wurde eine im Vergleich zu HT-22 N Zellenbate Expression von

AKT2 festgestellt, was i@glicherweise zu der edinten Resistenz dieser Neurone gegen oxida-

tiven Stress beitragerdknte.

Der gio3te Expressionsunterschied, der im Rahmen, Mesise Cancer PathwayFinder* GE-

Arrays zu Tage trat, lag in dem Geiirfein Proto-Onkogen namens Ets2, das als Transkriptions-
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faktor fungiert. Die Menge an Ets2-cDNA betrug in den Glu-Res Neuronen etwa 270% von der
in den HT-22 N Zellen gefundenen cDNA Menge. In anderen Arbeiten konnte gezeigt werden,
dass die konstitutive Expression von Ets2 Zellen vor Apoptosétseh kann (Sevilla et al.,
1999). Ein Signalwegjber den Ets2 dabei dem Zelltod entgegenwirkt, ist ein Bestandteil des
Bcl-2 Signalwegs. Zu den Zielgenen von Ets2 @elBcl-x;, ein Mitglied der Bcl-2 Familie,
welches in der Lage ist, das proapoptotische Protein Bax zu inhibieren (Sevilla et al., 1999;
Sevilla et al., 2001). Die eidhte Expression von Ets®dknte zusammen mit dem erniedrigten
Bax-Proteinspiegel (s. Abbildurg 4]13) dasprechen, dass der durch Bax vermittelte Zelltod

in den Glu-Res Zellen stark reduziert wird.

Die p85y Untereinheit der Phosphatidylinositol3 Kinase (PIK3R1) ist ein Onkogen, das in vie-
len Tumoren mutiert ist (Philp et al., 2001). Eine Zérsing des PIK3R1-Gens auf einem der
beiden Chromosomertifirt zu einer erniedrigten Apoptoserate, dieer eine verstrkte Phos-
phatidylinositol (3,4,5)-Triphosphat Produktion augggtird und mit einer erbhten Aktivitat

von Akt verbunden ist (Ueki et al., 2002).

In den Glu-Res Neuronen wurde eine séaolwere Expression von PIK3R1 festgestellt als in
den nicht resistenten HT-22 N Zellen. Dies entspricht den Erwartungen, die sich aufgrund der
bislang durchgefhrten Studiendr den Fall einer Expressioc@sderung zwischen den beiden

Klonen ergeben.

CD44 ist ein Glykoprotein und eines der aguifigsten vorkommenden Zellaa$ionsmolelle.

Seine Verbindung zu Tumoren besteht darin, dass man bei einigen Krebszellen eine charakte-
ristische Kombination von CD44 Varianten findet, die aus der Expression verschiedener Exons
desselben Gens resultieren. Die CD44 Varianten beeinflussenddie Sier Metastasebildung

der Tumore (Wallach-Dayan et al., 2001).

Da CD44 ein Transmembranmoldkst, wird vermutet, dass es in die Transduktion von extra-
zellularen Signalen ins Zellumen verantwortlich seiimkte. Eine gestte Weiterleitung von
Signalen in die Zelle kann zu der Bildung von Tumoré&hrien.

CD44 ist auch im Zusammenhang mit der Immunreaktion von Zellen bekannt, da in aktivierten
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T-Zellen die Expression von CD44 angeregt wird. Bei derdie Glu-Res Zellen festgestell-

ten leichten Erbhung der CD44 ExpressioroRnte es sich daher um einen Nebeneffekt der
Stimulation der Zellen mit Glutamat handeln. Der Beitrag einer aektgdn CD44 Expression

zum Aufbau von Resistenz scheint eher unwahrscheinlich, da bislang eine Ausschaltung dieses
Gens und nicht seine veéskte Expression mit einer @vhten Resistenz in Verbindung gebracht
wurde (McKallip et al., 2002).

Itga5 und Itga6 sind die alpha 5 bzw. alpha 6 Untereinheit von Integrin, einem Membranre-
zeptor, demahnlich wie CD44 eine Rolle bei der Zellaa$ion und Migration zugeschrieben
wird. Auch die Expression dieser Gene ist in den Glu-Res Zellen im Vergleich zu HT-22 N
Zellen erldht. Integrin wurde bereits mehrfach eine antiapoptotische Funktion nachgewiesen
(Georges-Labouesse et al., 1996; Wijesekera et al., 1997; Corley et al. 2001)nuid Haher

auch zu der erbhten Resistenz gegen oxidativen Stress in Glu-Res Zellen beitragen.

Vegf (vascular endothelial growth factor) spielt eine Rolle bei der Angiogenese, d.h. der Bildung
neuer Blutged3e. Unter pathologischen Bedingungen, wie z.B.dsuk oder der Bildung von
Tumoren, ist die Expression von Vegf oft étit (De Falco et al., 2002). Vegf wirkt antiapop-
totisch, indem es die Expression von Hsp90oéith welches wiederum die Bcl-2 Expression
moduliert (Dias et al., 2002).

Die Vegf Expression ist in den Glu-Res Neurongihér als in den HT-22 N Zellen. Eine
Erhdhung des Bcl-2 Spiegels konnte bei Glu-Res Zellen zwar nicht festgestellt werden (s.
Abbildung[4.14), eine protektive Wirkung von Vegf durch einen anderen Mechanismus kann
jedoch nicht ausgeschlossen werden. Besonders interessant ist die nachgewiesene Verbindung
von einer versirkten Vegf Expression mit Isélmie, welche ebenfalls mit der Bildung von oxi-
dativem Stress einhergeht. Die Expressiémerung von Vegf in den gegen oxidativen Stress
resistenten Glu-Res Zellerbknte also ein Teil eines zelleigenen Schutzmechanismus gegen

oxidative Scldigungen sein.
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Das Gen,Sekretiertes Phosphoprotein 1“ (SPP1) kodiartdas Protein Osteopontin (OPN),
welches in vielen humanen Karzinoma und in béstigtem Gewebe gebildet wird. Vergleicht
man dieUberlebensrate von Zellen mit und ohne ORNitro, so stellt man bei den Zellen ohne
OPN eine geringertlberlebensrate fest als bei den OPN-produzierenden Zellen (Crawford et
al., 1998).

In den Glu-Res Neuronen ist SPParger exprimiert als in den HT-22 N Neuronen. In An-
betracht der in der Literatur beschriebenen antiapoptotischen Wirkung des Genprodukts ist es
denkbar, dass die veéskte SPP1 Expression zur Resistenz in den Glu-Res Zelleagieitr
Interessant ist auch, dass OPN ein Ligand von CD44 ist, welches ebenfalls in den Glu-Res
Zellen versarkt exprimiert wird. Da die veratkte Expression von CD44 aber auch ein Ne-
beneffekt der Glutamatbehandlung se@mkte, sollte auchiir die ertbhte SPP1 Expression in
Betracht gezogen werden, dass es sich um einen resistenzmggd®m oder zumindest CD44-

unablangigen Effekt handelt.

Maus Apoptose GEArray

Eine weitere Gruppe von Signalwegen igt tlie Suche nach Genen, die zur Resistenz gegen
oxidativen Stress beitragen, ebenfalls von besonderem Interesse. Es handelt sich um Signalwe-
ge, die in direkte Verbindung mit Apoptose gebracht werden. Entsprechend wurden die Expres-
sionsprofile @ir die Gene degMaus Apoptose* GEArrays von Glu-Res und HT-22 N Neuronen
miteinander verglichen (s. Abbildufg 4]22).

Ein wichtiges Resultat degviaus Apoptose* GEArrays bestand in der Feststellung, dass die
gefundenen Expressidasderungen die bisherigen Hinweise auf eine Be@ahitigung des
p53-Signalweges in den Glu-Res Neuronen uniiézenh. Schon bei Verwendung dddouse
PathwayFinder-1* GEArrays wurde festgestellt, dass einige Gene des p53-Signalwegs in Glu-
Res Neuronen schéeher exprimiert sind als in den nicht resistenten Vergleichszellen. Dabei
handelte es sich um die Gene von p53 selbst sowie von einigen Proteinen, die von p53 beein-
flusst werden. Auch die Expression der Gene ATM und Mcll ist in Glu-Res Zellen modifiziert.
Bei den Genprodukten von ATM und Mdm2 handelt es sich um Proteine, die in der Signal-

transduktionskaskade oberhalb von p53 einzuordnen sind und somit das Bild @ederén
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Abbildung 4.22: GEArray ,Maus Apoptose* A: Beispiel einer hybridisierten Membran B: Zusam-
menfassung der unterschiedlich exprimierten Gene. Fehlerbalken konnten nicht erstellt werden, da nur
bei einer Membran die Hybridisierungrfbeide Klone funktioniert hat.

Signalweges vervollandigen.

Es wurde festgestellt, dass das Gen ATM in den Glu-Res Zellenasztter exprimiert wird als

in HT-22 N Zellen. ATM ist eine Proteinkinase, die nach toxischen Einwirkungen auf die Zel-
le, z.B. in Form von ionisierender Strahlung, p53 phosphorylieren und somit aktivieren kann
(Canman et al., 1998). Eine verminderte Expression von ATM deutet darauf hin, dass die Akti-
vierung von p53 in den Glu-Res Zellen eingesatkt wird.

Mdm2 ist ein Onkoprotein, das direkt an p53 binden kann und so dessen aidtiegintachtigt

(Xiao et al., 1995). Die Feststellung, das dieses Protein in den Glu-Res Neuraraar six-
primiert ist als in den HT-22 N Neuronen, passt gut zu dem bisherigen Bild der Inhibition des

p53-Signalweges in den Glu-Res Neuronen.

Auch fur eine verminderte Expression der Gene des Bcl-2 / Bax Signalweges wurden erneut
Hinweise gefunden. Wieder wurde eine verminderte Expression von Bax festgestellt, was die
bisherigen Ergebnisse aus Western Blot und Maus PathwayFinder-1 GEArrayidie&in
weiteres proapoptotisches Mitglied dieses Signalweges ist Bak, das in den Glu-Res Zellen eben-
falls schwacher exprimiert ist als in HT-22 N Zellen.

Mcl1 ist ein Gen, das groRe Sequehianlichkeiten mit Bcl-2 aufweist und dem genau wie Bcl-

2 antiapoptotische Funktionen zugeschrieben werden (Kozopas et al., 1993).iAutibskes

Gen wurde in den Glu-Res Zellen eine verminderte Expression festgestellt, genaugodaie f
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Bcl-2 verwandte Protein Ald (Bcl2Al1d).

Apoptose kann durch Bindung bestimmter Cytokine, wie z.B. Tumor Nekrose Faktor (TNF), an
ihre Rezeptoren ausgrdt werden. In der TNF-Rezeptor Familie wurden in letzter Zeit einige
neue Mitglieder gefunden, darunter auch der Death Receptor-6 (DR6). DasiiGdie$en

» Todesrezeptor* erwies sich als in Glu-Res Zellen stiver exprimiert als in HT-22 N Zellen.

Es kann daher die Bglichkeit in Betracht gezogen werden, dass in den Glu-Res Neuronen
die Signalweiterleitungiber solche Rezeptoren eingesutit ist und Apoptosevoémge so gar

nicht erst ausgékt werden.

TRAF4 (TNF Rezeptor-assoziierten Faktor 4) gelzu einer Proteinfamilie, deren Mitglieder

mit TNF-Rezeptoren interagieren und als Verbindungsglied zwischen diesen und den von ihnen
aktivierten Signalwegen fungieren. TRAF Proteine gelten als wichtige Regulatoren von Apop-
tose und zell@rer Stressantwort, wobei einige Mitglieder dieser Proteinfamilie proapoptotisch
wirken und andere antiapoptotisch. Traf4 wird eine antiapoptotische Wirkung nachgesagt (Ye
et al., 1999; Busuittil et al., 2002).

Es wurde festgestellt, dass TRAF4 in Glu-Res Neuronarkst exprimiert wird als in HT-

22 N Zellen. Damit wurde ein zweiter Hinweis darauf gefunden, dass in den Glu-Res Zellen
der TNF-Signaltransduktionsweg in einer Weise moduliert séimke, der zuntUberleben der

Neurone in Stress-Situationen badt.
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4.3 Suche nach neuen Genen

Die bis hierhin aufgafhrten Versuche dienten dazu, Modulationen zwischen resistenten und
nicht resistenten Zellen in bekannten Signaltransduktionswegen aufzudecken. Es wurden dabei
solche Signalwege untersucht, von denen nach heutigem Wissensstand eine Expredsions
rung am wahrscheinlichsten schien. Daslmste Ziel dieser Arbeit bestand darin, Expressions-
unterschiede in Genen aufzudecken, die bislang nicht in direkten Zusammenhang mit Stress
oder der Regulation von Zelltod in Verbindung gebracht werden. Zoseh dieser Aufgabe

wurden die Methoden des Differential Displays und der Chip-Hybridisierung angewendet.

4.3.1 Differential Display

Die Idee des Differential Displays (DD) besteht darin, das Expressionprofil von Zellen zu ver-
gleichen, indem man aus diesen Zellen RNA isoliert, daraus markierte cDNA unter gleichen Be-
dingungen herstellt und diese cDNA dann nebeneinander auf einem Galgauttnterschiede

in der Bandensirke deuten auf eine v@amderte Expression des Gens hin, das von dieser Bande
reptasentiert wird. Die ldentitt des Gens wirdber eine Sequenzanalyse festgestellt.

Mit der DD-Methode wurden die Expressionsprofile von HT-22 N und Glu-Res Neuronen mit-
einander verglichen. Banderiirfdie auf dem Gelphoto zwischen HT-22 N und Glu-Res deutli-
che Unterschiede béglich der Intensit zu erkennen waren (s. Abbildupg 4.23), wurden aus
dem Gel ausgeschnitten und analysiert.

Insgesamt wurde die cDNA aus 19 verschiedenen Banden einer weiteren Analyse unterzogen.
Von den ausgeschnittenen 19 Banden waren 11 bei den HT-22 N Neur@niesr stusgeagt

als bei den Glu-Res Neuronetiirfdie restlichen 8 war das Veitinis umgekehrt. Die &nge

der isolierten cDNAs betrug zwischen 100 und 500 bp.

4.3.2 \Verifizierung der Gene aus dem Differential Display

Da erfahrungsgeéf? die Anzahl der falschpositiven Resultate beim Differential Display recht
hoch ist, war es sinnvoll, vor der Sequenzierung die Expressionsuntersadnieiie 19 Kandi-

datengene mit Hilfe einer anderen Methoddiberpiifen.
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Abbildung 4.23: Auszug aus einem Differential Display Gelphoto. Die jeweils linken beiden Ban-
den bestehen aus cDNA der HT-22 N Zellen, die rechten Banden aus cDNA der Glu-Res Zellen. Eine
Bande, die fir die weitere Analyse verwendet wurde, ist rechts isoliert dargestellt.

Die Uberpiifung der DD-Ergebnisse erfolgte zohst mittels Slot Blot Technik. Bei dieser
Technik werden gleiche Mengen RNA aus den zu vergleichenden Zellen auf kiéickeehRl

einer Membran aufgebracht. Diese RNA wird mit aufgereinigter, markierter cDNA aus einer
der 19 ausgeschnittenen Banden hybridisiert. Die anschlie3ende Hybridisierung mit einer Sonde
fur das Haushaltsgen GAPDH dient der Ladekontrdltedie geblottete RNA. Mit Hilfe dieser
Methode konnte der Expressionsunterschigdfder 19 DD-Genkandidaten verifiziert werden

(fur Beispiele siehe Abbildungén 4|24 und 4.25). Die Gene von 4 dieséitiggsh cDNAS

waren in den Glu-Res Zellen schaher exprimiert als in den HT-22 N Zelleriyrf2 Gene war

das Verlaltnis umgekehrt.

Bei den anschlielBenden Sequenzierungen stellte sich heraus, dass es sich bei zwei der Sequen-
zen mit hoher Wahrscheinlichkeit um unterschiedliche Abschnitte desselben Gens handelt. Es
handelt sich dabei um djg¢Mus musculus adult male cerebellum cDNA, RIKEN (AK005204)"
(AMC), das den Ergebnissen des DDs und des Slot Blots zufolge in den Glu-Res Neuronen
schwacher exprimiert ist als in den HT-22 N Neuronen. In Abbild{ing }4.26 ist die Sequenz
dieser cDNA aufgdfhrt.
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Abbildung 4.24: verifizierung des im DD gefundenen Expressionsunterschi@ogals AMC-Gen

mit Hilfe der Slot Blot Technik. Oben ist jeweils die RNA aus HT-22 N Neuronen, unten RNA aus Glu-
Res Neuronen auf die Membran aufgebracht. A: Ergebnis der Hybridisierung mit der cDNA-Sionde f

das AMC-Gen B: Ergebnis der Hybridisierung derselben Membran wie in A mit einer GAPDH-Sonde
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Abbildung 4.25: Verifizierung des im DD gefundenen Expressionsunterschiidsafs Proteasom-
Gen mit Hilfe der Slot Blot Technik. Oben ist jeweils die RNA aus HT-22 N Neuronen, unten RNA
aus Glu-Res Neuronen auf die Membran aufgebracht. A: Ergebnis der Hybridisierung mit der cDNA-

Sonde @ir das Proteasom-Gen B: Ergebnis der Hybridisierung derselben Membran wie in A mit einer
GAPDH-Sonde

Eine der im DD gefundenen cDNA-Sequenzen war zu 97% mit dem AMC-Sequenzabschnitt
von Base 761 bis Base 1058 identitisch, die andere cDNA entsprach zu 98% den Basen 1467 bis
1562 der AMC-cDNA. Die Unterschiede zwischen den gefundenen Sequenzen und den in den
Datenbanken gespeicherten Sequenzamten entweder auf Fehler bei der Sequenzanalyse
zurickzutihren sein oder auf ein mit dem AMC verwandtes, bislang in den Datenbanken jedoch
nicht gespeichertes Gen hindeuten.
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Mus musculus Adult Male cerebellum cDNA, RIKEN

1
61
121
181
241
301
361
421
481
541
601
661
721
781
841
901
961
1021

gagagaggag
gaggaacctc
acagtgggct
tacattgtca
caagccgaga
gctcgtttga
agacagcttg
ggcagaagtt
acttcatctg
aaccctctga
tcatctggcg
ctttaaccct
ggggcttttce
gacattgcca
gttggtaggt
tactttgggg
tgtcttcctt
gtttgcttct

cagcgggctt
tgtccgcgag
ccctgetgge
tccagaggct
ctgttctgga
gaatgcagga
aagaagagaa
acaaaagaaa
tcatccccaa
cgggtgaagg
gctgaaacta
caactcaatt
tctgttctaa
ttaggccaca
tgaaggcttc
tagaagtcct
ataaatggtg
gtatatttat

gtcgttggtyg
gccggcegcetg
cagctatggc
ctcccttcga
acctgatgtt
agatctaaat
aagaagacag
ttcaggaagg
aggaaaatct
gggtggaacc
agactcttgt
gccttacgceca
actacttgta
ctctagacaa
ttgctgttta
tgctggcagg
aacccaccag
tttatgtaca

gcggtggcgg
gagaccgaga
tggtacatcc
ctgagggctt
gttgttaagc
gcccaagttg
aagattgaaa
cctcaggaag
gacaaaaagc
tgctcctgga
tagtgtcgcet
cactttcaca
ctttaagggc
gacagccatg
gcagacttca
atggtctctg
tgaggattac
gaactttg

tggccgccat
gcctgcgatt
tcttcagctg
tgaggcagag
ggcaagaggce
aaaaacataa
tgtgggacag
aagatggtcc
ctttgcgagg
gacctggacg
ctgacattag
gtgactggcc
tttggtcagce
gcttttatgg
taaagaaggc
tgacgggatg
tgatgttcac

ggatcgcgat
cctgcacgtg
catcctactc
acagctggac
tttagcagct
ggaaaaacta
catgcaagaa
tggaccttct
aggtggttat
caggggccca
caaggtgaac
aaggagaggt
atgagatata
ctgctggcta
ccagtgatga
cgttgaatga
agttgacggg

68

Abbildung 4.26: Datenbank-Sequenz der AMC-cDNA. Das Startcodon ist durch Fettdruck hervor-
gehoben.

Fiir eine cDNA konnte kein&bereinstimmung mit in den Sequenzdatenbanken gespeicherten

Genen gefunden werden. Die Sequenz dieser cDNA lautet:

CTGTAACTGCTGTGCTCATGAGTTTGTATCTCCAAAATTACAGCCACAGTCTTTCTACT
GAAAGACGGAGGGCATTTTTGTGCATTTCCTGTAGAGTGGTAAGGCTCTGGTTTTCATG

Die weiteren cDNAs wiesen starke Sequenz-Homologien mit folgenden Genen auf:

e Mus musculus, proteasome (prosome, macropain) 26S subunit, ATPase 3 (BC005783)
(100%Ubereinstimmung mit Basen 1202 bis 1518)

e Mus musculus proliferin 2 (PIf2), mMRNA (NM 011118.1)
(100%Ubereinstimmung mit Basen 696 bis 824)

e Mus musculus adult male lung cDNA, RIKEN (AK004725)
(99% Ubereinstimmung mit Basen 2701 bis 2823)

Die unterschiedliche Expression des AMC-Gens und des Proteasom-Gens (Sequenz s. Abbil-
dung4.27) in den Glu-Res und HT-22 N Zellen wurde mit Hilfe von Northern Blots ein weite-

res Mal verifiziert. Der Vorteil der Northern Blots geddrer den Slot Blots besteht darin, dass
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unspezifische Bindungen der Sonde an die RNA anhand des Bandenmusters auf dem Mem-
branphoto zu erkennen sindiiFeinen Northern Blot wird die RNA vor ddibertragung auf

eine Membran zuichst in einem Gel aufgetrennt. Bindet die Sonde spezifisch an eine RNA, so
sollte auf dem Photo nur eine Bande zu sehen sein. Bindet die Sonde unspezifisch an mehrere
RNA-Sequenzen, so sind auch auf dem Photo $chuwngen an unterschiedlichen Stellen auf

der Membran zu erkennen.

Mus musculus, Proteasome (prosome, macropain) 26S subunit, ATPase 3, clone MGC:12017

1

61
121
181
241
301
361
421
481
541
601
661
721
781
841
901
961
1021
1081
1141
1201
1261
1321
1381
1441
1501

cggacgcgtg
tgagaaaggc
catgcaggaa
ggcgaccgtg
cacggaagag
tgaagtattg
tgagaaaatc
ggacgttgac
gaagggcaag
tgggttggtg
ctatctgatc
ggacgagcgg
gctggtggaa
ccagccccca
ccgagcctgt
acagatgttt
gaaggcacca
cagtgaaaag
ggacggcttt
cctggatcca
caacgaggag
tgatgtgaac
ggccgtgtgt
tgaggactac
ctatgcctag
aggtgttttc

ggcgcgtcag
tgcgctgggce
atgaatctgc
tgggatgaag
attgtccagc
cgagtcaccc
aaagtgaaca
cccaatgacc
tgtgcggtga
gatgcagaaa
ctggagaccc
cccacggagce
gccattgtct
aaaggagtgc
gctgctcaga
attggagatg
tctattattt
gcaggagacc
cagcccaaca
gccctgcectge
gccagagcca
tatgaagagc
gtggaggcgg
atggagggca
gggacacctec
tgttcttcaa

gaatcgcggg
tccctcaggg
tgccgacgcec
ctgagcaaga
gcacacggct
atgaactcca
aaaccctgcecc
aggaggagga
tcaaaacttc
agctgaagcc
tgcccactga
aatacagtga
tgcctatgaa
tgatgtatgg
ccaaggccac
gcgccaagct
tcatagacga
gagaggtgca
ctcaagtgaa
gctcaggccg
gaatcatgca
tggctcggtg
gtatgatcgc
tcctggaggt
tagtctgtcc
aaaaaaaaaa

tgaagttctc
gctcgtgcgce
cgagagtcca
tggcattggg
gttagacagc
agccatgaaa
gtaccttgtc
tggtgccaac
tacccgacag
aggagacctg
atatgactct
catcgggggce
ccacaaagag
gccgcecctgga
cttcttgaag
ggtccgtgat
attggatgcc
gaggaccatg
ggtaattgca
cctagaccgce
gatccactca
cactgatgac
attgcgcagg
tcaggccaag
gctggtctga
aaaa

cacgggtgga
actcccagtt
gtgactcggc
gaggaggtgc
gagatcaaga
gacaaaatca
tccaatgtca
attgacctgg
acatacttcc
gtgggtgtga
cgggtgaagg
ctggacaagc
aagtttgaga
acagggaaga
ctggcaggcec
gcttttgccce
attggtacca
ctggagctac
gccactaaca
aagattgagt
cggaagatga
ttcaatggag
ggagccacgg
aagaaagcca
gggctaaagt

gagaagacgt
tcggcctcett
aggagaagat
tcaagatgtc
tcatgaagag
aagagaacag
tcgagttgct
actctcagag
tgccagtgat
acaaagactc
ccatggaggt
agatccagga
acttgggtat
ctctgcttgce
ctcagctggt
tggccaagga
aacgcttcga
tgaaccagct
gggtggacat
ttccaatgcce
atgtcagtcc
cccagtgcaa
aactcactca
acctacaata
tgataataaa

Abbildung 4.27: Datenbank-Sequenz der Proteasom-cDNA. Das Startcodon ist durch Fettdruck
hervorgehoben.

Wie in den Abbildungefn 4.28 urid 4]29 zu sehen ist, ergab die Northern Blot Hybridisierung
mit AMC- und Proteasom-cDNA Sonden jeweils eine spezifische Bande, die diéslcbre
Expression der Gene in den Glu-Res Neuronerébigst

Nachdem nun gezeigt war, dass die Expression des AMC- und des Proteasom-Gens in den Glu-
Res Neuronen schaeher ist als in den HT-22 N Neuronen, sollte die Expression dieser Gene
auchin vivo untersucht werden. Hierzu wurden In-situ-Hybridisierungen an Gehirnschnitten

von Mausen durchgéhrt.
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HT-22 N Glu-Res

Abbildung 4.28: Verifizierung der unterschiedlichen Expression des AMC-Gens mit Hilfe der Nor-
thern Blot-Methode.

HT-22 N Glu-Res

Abbildung 4.29: Verifizierung der unterschiedlichen Expression des Proteasom-Gens mit Hilfe der
Northern Blot-Methode.

Die Expression des AMC-Gens erwies sich als generell schwaitmend @ir das Proteasom-

Gen in allen Gehirnarealen deutliche Signale sichtbar waren. Brkss¢ Expression beider
Gene wurde im Hippokampus beobachtet (s. Abbildung]4.30). Die Ergebnisse der In-situ-
Hybridisierung lassen vermuten, dass die Gene dort sowohl in Interneuronen als auch in Py-
ramidenzellen exprimiert werden. Der Hippokampus ist eine Struktur, die besonders sensibel
fur Morbus Alzheimer-assoziierten oxidativen Nervenzelltod ist . Digske ein Hinweis dair

sein, dass AMC-Genprodukt und 26S Proteasonathigch Einfluss auf die Resistenz der Neu-
rone gegen oxidativen Stress nehmen. Neurone, bei denen eidtgeBensitivit fur oxida-

tiven Stress festgestellt werden kann, zeigen eine st Expression dieser Geneakvend

die Expression bei resistenten Neuronen sitiver ist.
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Abbildung 4.30: Ergebnisse der In situ-Hybridisierung. In A und C sind Hellfeldaufnahmen des
Hippokampus dargestellt. Die Zellkerne sind mit Toluidinblauagef. In B und D sind die gleichen
Bildausschnitte wie in A und C als Dunkelfeldaufnahmen gezeigt. Helle Punkte entsprechen Hybridi-
sierungssignaleriif das Proteasom-Gen (B) bzw. das AMC-Gen (D). Die Gene sind sowohl in Inter-
neuronen als auch in Pyramidenzellen exprimiert. Die Balken in A-D entsprechemiSDie CAl-

und die CA3-Region sowie der Gyrus dentatus (DG) sind zur Orientierung in den Bildern beschriftet.
Die Hybridisierung mit Kontrollsonden ergab kein Hybridisierungssignal. Die Ansicht im Dunkelfeld
war komplett schwarz (Bilder nicht gezeigt).
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4.3.3 Chip-Hybridisierung

Bei einer Chip-Hybridisierung kann die Expression von mehreren tausend Genen in zwei Zell-
populationen gleichzeitig verglichen werden. Im Rahmen dieser Arbeit wurden Glas-Chips ver-
wendet, die Sequenzen vdber 17000 verschiedenen Mausgenen aus den Genbanken MMSV
(Mus musculus sequence verified) und BMAP (Brain Molecular Anatomy Project) enthielten.
Die Chips wurden mit markierter cDNA aus HT-22 N bzw. Glu-Res Neuronen hybridisiert. Zur
Auswertung wurden die Microarray-Daten nach einem regressionsbasierten Verfahren (Yang et
al. 2002) unter Beruecksichtigung der Pin-Gruppen normalisiert und arrayweise standardisiert.
Globale Expressionsunterschiede zwischen Microarray-Hybridisierungen wurden nach dem fu-
er Microarraydaten modifizierten Rank Order PCA-Verfahren ermittelt (Landgrebe et al. 2002).
Differentiell exprimierte Gene wurden mit dem Pitman-Permuationstest (Pitman 1937) erfasst,
wobei nur Gene ausgewaehlt wurden, die mindestens um den Faktor 4 reguliert waren. Tabelle
4.7 zeigt die Genejif die die Auswertung des Chip-Experiments einen signifikanten Expres-

sionsunterschied ergab.

Tabelle 4.1: Chip-Liste

Genbank- Genname Regulierungsrichtung | Differenz | Signifikanz
Identifizierung fur Glu-Res

AI837881 RIKEN cDNA 2010012N15 gene 1 5,38 41,52
Al429516 small inducible cytokine A19 1 5,22 37,28
Al413682 Mus musculus common-site 1 3,94 15,30

lymphoma/leukemia GEF (Clg) mRNA,

complete cds

Al451582 RIKEN cDNA 0710008D09 gene 1 3,90 14,89
AI840311 EST T 3,71 13,05
Al425960 expressed sequence AV019094 1 3,22 9,31
AI850094 gelsolin 9 T 3,20 9,20
Al414907 RIKEN cDNA 2610528K11 gene 1 3,17 9,00
Al849101 death-associated kinase 2 T 3,10 8,56
Al413568 complexin 1 1 3,05 8,31
Al429294 Mus musculus, clone IMAGE:4924122, T 2,98 7,87
MRNA
Al838267 myosin, heavy polypeptide 3, skeletal 1 2,95 7,71

muscle, embryonic

Fortsetzung auf der nédchsten Seite
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Fortsetzung von Tabelle |4. 1|
Genbank- Genname Regulierungsrichtung | Differenz | Signifikanz
Identifizierung fur Glu-Res
Al447728 RIKEN cDNA 3021401A05 gene 1 2,85 7,20
Al323449 EST 1 2,81 6,99
Al846508 ESTs 1 2,79 6,93
Al413898 Mus musculus, clone MGC:27690 1 2,73 6,63
IMAGE:4921222, mRNA, complete cds
Al325912 RIKEN cDNA 5830400A04 gene 1 2,73 6,63
Al835246 EST 1 2,72 6,58
Al836898 NA T 2,66 6,30
Al843729 ESTs T 2,64 6,25
Al427874 RIKEN cDNA 4930548H24 gene T 2,64 6,25
Al429298 DnaJ (Hsp40) homolog, subfamily C, T 2,64 6,24
member 2
Al413853 DNA segment, Chr 11, ERATO Doi 759, T 2,64 6,24
expressed
Al450989 NA T 2,60 6,07
Al849150 RIKEN cDNA 0610011D08 gene 2,59 6,00
AI838971 signal recognition particle 14 kDa 1 2.58 6.00
(homologous Alu RNA binding protein)
Al845460 ESTs T 2,57 5,92
Al326263 calsequestrin 1 1 2,52 5,75
Al429299 3-oxoacid CoA transferase T 2,52 5,72
Al841066 expressed sequence AU040105 T 2,52 5,72
AI325518 glutathione reductase 1 1 2,51 5,70
Al851566 NA 1 2,49 5,63
Al414725 ESTSs, Moderately similar to S12207 T 2,46 5,49
hypothetical protein [M.musculus]
Al836456 RIKEN cDNA 2810028A01 gene 1 2,45 5,48
Al841677 RIKEN cDNA 5730576P14 gene 1 2,44 5,44
Al836623 expressed sequence AA408566 1 2,44 5,43
Al413908 EST 1 2,44 5,42
Al848328 deoxycytidine kinase 1 2,44 5,42
Al415470 ESTs 1 2,44 5,41
Al414982 expressed sequence R75174 1 2,42 5,35
Al428312 ESTs T 2,40 5,28
Al413900 EST 1 2,40 5,28
AI839117 EST 1 2,39 5,24
Al451119 ESTs 1 2,38 5,19
Al426520 expressed sequence Al844814 T 2,37 5,18
Al850416 RIKEN cDNA 2310034L04 gene T 2,37 5,17
Al413354 COP9 (constitutive photomorphogenic) 1 2,33 5,02
homolog, subunit 7b (Arabidopsis
thaliana)
Fortsetzung auf der nédchsten Seite

73



KAPITEL 4. ERGEBNISSE

Fortsetzung von Tabelle |4. 1|
Genbank- Genname Regulierungsrichtung | Differenz | Signifikanz
Identifizierung fur Glu-Res
Al448380 ESTs 1 2,32 4,99
AI835972 EST T 2,31 4,97
Al836548 Mus musculus, Similar to T 2,31 4,94
isopentenyl-diphosphate delta isomerase,
clone MGC:8139 IMAGE:3589498,
mRNA, complete cds
Al450707 ESTs 1 2,30 4,93
AI839703 expressed sequence Al666798 1 2,30 4,92
Al835111 eukaryotic translation initiation factor 4A1 1 2,28 4,85
Al846983 microtubule-associated protein 1 B 1 2,28 4,85
Al852681 ESTs 1 2,28 4,84
AI839936 ring finger protein 13 1 2,27 4,83
Al447818 RIKEN cDNA 3110004L20 gene T 2,25 4,75
AI852977 EST T 2,25 4,75
Al835616 RNA binding motif protein 1 2,24 4,74
Al844544 ESTs 1 2,24 4,73
Al415268 ESTs 1 2,24 4,72
Al413691 RIKEN cDNA 2010107K23 gene 1 2,23 4,68
Al666329 expressed sequence AW240694 1 2,22 4,67
Al843048 associated molecule with the SH3 domain T 2,22 4,65
of STAM
Al854839 expressed sequence Al173274 T 2,21 4,62
Al854602 expressed sequence Al854602 2,21 4,61
Al449683 ESTs, Weakly similar to R10F2.5.p 1 2,20 4,59
[Caenorhabditis elegans] [C.elegans]
Al843361 EST 1 2,19 4,56
Al848749 RAS p21 protein activator 3 1 2,18 4,53
Al843959 EST 1 2,17 4,49
Al451583 EST 1 2,17 4,49
Al413899 expressed sequence AU022695 1 2,16 4,47
Al326172 eukaryotic translation initiation factor 3, T 2,15 4,45
subunit 7 (zeta, 66/67 kDa)
Al848748 Mus musculus, Similar to transmembrang 1 2,14 4,40
protease, serine 4, clone MGC:29209
IMAGE:5030266, mRNA, complete cds
Al839642 ESTs 2,13 4,38
AI850237 solute carrier family 21 (organic anion 2,12 4,35
transporter), member 14
Al451664 ESTs 2,10 4,30
Al427574 mitsugumin 29 2,09 4,27
Al415052 expressed sequence Al447437 T 2,09 4,27
Fortsetzung auf der nédchsten Seite
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Fortsetzung von Tabelle |4. 1|
Genbank- Genname Regulierungsrichtung | Differenz | Signifikanz
Identifizierung fur Glu-Res
AIB38577 expressed sequence AV028413 T 2,08 4,22
Al848272 ESTs 1 2,07 4,19
Al327152 expressed sequence AA408278 T 2.06 4,17
Al427044 SEC61, alpha subunit 2 (S. cerevisiae) 1 2,06 4,16
Al848208 ESTs, Highly similar to GLSK RAT T 2,05 4,15
GLUTAMINASE, KIDNEY ISOFORM
PRECURSOR [R.norvegicus]
Al841881 RIKEN cDNA 4432404A22 gene T 2,05 4,14
Al844975 coagulation factor Il (thrombin) T 2,04 4,13
receptor-like 2
Al413862 Mus musculus, Similar to hypothetical 1 2,04 4,11
protein FLJ12505, clone MGC:38004
IMAGE:5149750, mRNA, complete cds
Al844532 chromobox homolog 3 (Drosophila HP1 T 2,02 4,05
gamma)
Al413915 keratin complex 1, acidic, gene 4 1 2,01 4,03
Al843289 ESTs T 2,00 4,01
Al662389 RIKEN cDNA 4933439C10 gene 1 2,00 4,01
Al413603 ESTs 1 2,00 4,00
Al849111 expressed sequence C79125 1 1,99 3,97
Al843994 expressed sequence Al893889 1 1,99 3,97
Al851394 RIKEN cDNA 1300002C13 gene T 1,99 3,96
Al413856 RIKEN cDNA 4631426J05 gene T 1,99 3,96
Al450704 expressed sequence Al461788 T 1,98 3,95
Al449520 ESTs 1 1,98 3,95
Al448386 RIKEN cDNA 6330408J20 gene 1 1,98 3,95
Al450802 EST 1 1,97 3,93
Al847839 EST T 1,96 3,88
AI853180 ESTs 1 1,95 3,87
Al848848 RIKEN cDNA C920006C10 gene T 1,95 3,87
AI838871 synaptosomal-associated protein, 25 kDa T 1,95 3,85
Al415044 ESTs 1 1,94 3,84
Al449041 RIKEN cDNA 2310007F21 gene 1 1,94 3,84
Al324141 kinesin light chain 1 1 1,94 3,84
Al841577 heat shock protein, 74 kDa, A T 1,94 3,83
AI835277 EST 1 1,92 3,80
AI851706 mitogen activated protein kinase kinase T 1,92 3,79
kinase 12
Al842716 testis lipid binding protein T 1,92 3,79
Al841875 ESTs T 1,91 3,77
Fortsetzung auf der néchsten Seite




KAPITEL 4. ERGEBNISSE

Fortsetzung von Tabelle |4. 1|
Genbank- Genname Regulierungsrichtung | Differenz | Signifikanz
Identifizierung fur Glu-Res
AI850024 ESTs 1 1,90 3,73
Al425946 NA 1 1,90 3,73
Al848215 transforming, acidic coiled-coil containin 1 1,89 3,71
protein 3
Al838301 ESTs T 1,89 3,70
Al429725 ESTs 1 1,88 3,69
Al449750 ESTs T 1,88 3,69
AI839271 RIKEN cDNA 0610007A03 gene 1 1,87 3,65
AI849556 serine protease inhibitor, Kazal type 4 1 1,86 3,63
Al842822 ESTs T 1,86 3,62
Al844116 ESTs T 1,85 3,61
Al843512 ESTs, Moderately similar to 2109260A B 1 1,84 3,57
cell growth factor [H.sapiens]
Al841895 RIKEN cDNA 9130422110 gene T 1,83 3,57
Al450829 expressed sequence BB118941 T 1,83 3,56
AI840534 expressed sequence AU042952 1 1,83 3,55
Al849074 ESTs T 1,82 3,53
Al846146 Werner syndrome homolog (human) T 1,81 3,52
Al853254 RIKEN cDNA 5530401C11 gene 1 1,81 3,50
Al450163 RIKEN cDNA 1190004A11 gene 1 1,80 3,49
Al841536 NA 1 1,80 3,49
Al661106 ESTs 1 1,80 3,49
AI839729 bromodomain-containing 2 1 1,80 3,48
Al836065 ESTs 1 1,79 3,47
Al854481 ESTs T 1,79 3,46
AI839395 RIKEN cDNA 1500035H01 gene T 1,78 3,44
Al841326 adaptor protein complex AP-1, gamma 1 1 1,78 3,43
subunit
Al843282 ESTs T 1,77 3,40
Alg42432 ESTs, Highly similar to A56136 jagged 1,76 3,40
protein precursor - rat [R.norvegicus]
Al854120 RIKEN cDNA 1110020G17 gene 1 1,76 3,39
Al848966 actin-related protein 8 homolog (S. 1,75 3,36
cerevisiae)
Al842856 ESTs T 1,75 3,36
Al841869 expressed sequence Al836081 1,74 3,35
Al464383 ESTSs, Moderately similar to hypothetical 1,74 3,35
protein FLJ21062 [Homo sapiens]
[H.sapiens]
Fortsetzung auf der nichsten Seite
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Fortsetzung von Tabelle |4. 1|
Genbank- Genname Regulierungsrichtung | Differenz | Signifikanz
Identifizierung fur Glu-Res
Al464479 carbohydrate sulfotransferase 2 1 1,74 3,34
Al450148 NA 1 1,74 3,33
Al850823 ESTs T 1,73 3,32
Al845153 ESTs T 1,73 3,31
Al452234 NA T 1,73 3,31
Al848968 RIKEN cDNA 1700124P09 gene T 1,72 3,30
Al845024 RIKEN cDNA C920006C10 gene T 1,72 3,29
Al839852 EST 1 1,72 3,29
Al836718 expressed sequence Al838772 1 1,71 3,27
Al840657 RIKEN cDNA 2810007J24 gene T 1,70 3,25
Al840922 phosphatidylserine synthase 2 T 1,70 3,25
AI851888 expressed sequence Al848451 1 1,70 3,25
Al844606 ESTs T 1,69 3,23
Al851102 myosin binding protein C, cardiac T 1,69 3,23
AI835279 EST 1 1,69 3,22
AlB46798 follistatin-like 3 1 1,68 3,20
Al848811 ESTs T 1,67 3,19
Al836165 EST T 1,67 3,19
Al846656 ESTs T 1,67 3,19
AlB47627 RIKEN cDNA 2810428C21 gene T 1,67 3,19
Al849954 EST 1 1,66 3,17
Al430908 calpain, small subunit 1 T 1,66 3,15
AI847830 expressed sequence AU023707 1 1,65 3,15
Al843490 expressed sequence Al841723 1 1,65 3,14
Al449433 trichorhinophalangeal syndrome | T 1,65 3,14

(human)
Al841368 EST T 1,65 3,14
AI840013 casein kinase Il, alpha 2, polypeptide T 1,65 3,14
Al661088 expressed sequence Al661024 1 1,65 3,14
Al836136 DNA segment, Chr 5, ERATO Doi 260, T 1,65 3,13

expressed
AI854752 radixin 1 1,64 3,11
Al849442 expressed sequence Al848246 1 1,63 3,11
Al852581 expressed sequence AA408257 1 1,63 3,09
Al427461 ESTs 1 1,62 3,07
Al846493 ESTs 1 1,62 3,07
Al839968 NA 1 1,62 3,07
AlI835353 vaccinia related kinase 1 1 1,61 3,06
Al325957 ESTs, Weakly similar to A55817 T 1,61 3,06

cyclin-dependent kinase p130-PITSLRE

mouse [M.musculus]

Fortsetzung auf der nédchsten Seite
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Fortsetzung von Tabelle |4. 1|
Genbank- Genname Regulierungsrichtung | Differenz | Signifikanz
Identifizierung fur Glu-Res
AI839339 ubiquitin-conjugating enzyme E2L 3 T 1,60 3,03
Al834894 oxysterol binding protein-like 1A T 1,59 3,02
Al852457 DNA segment, Chr 19, ERATO Doi 744, T 1,59 3,02
expressed
Al465281 NA T 1,59 3,01
Al451136 ESTs 1 1,59 3,00
Al847817 tight junction protein 1 1 1,58 2,98
AI838669 proteasome (prosome, macropain) 26S T 1,58 2,98
subunit, non-ATPase, 12
AI835777 Mus musculus, Similar to 1 1,57 2,97
hydroxyacyl-Coenzyme A
dehydrogenase/3-ketoacyl-Coenzyme A
thiolase/enoyl-Coenzyme A hydratase
(trifunctional protein), beta subunit, clong
MGC:7126 IMAGE:3158015, mRNA,
complete cds
Al854455 EST 1,56 2,95
Al414278 ESTs, Moderately similar to T48683 1,56 2,95
hypothetical protein DKFZp761G0313.1
[H.sapiens]
AI848040 NA 1,55 2,93
Al452034 ESTs 1,55 2,93
Al848893 DEAD/H (Asp-Glu-Ala-Asp/His) box 1,55 2,92
polypeptide 10 (RNA helicase)
Al839512 translocator of inner mitochondrial 1 1,54 2,91
membrane 17 kDa, a
AlI840673 RAS protein-specific guanine 1 1,54 2,90
nucleotide-releasing factor 1
AlB46474 EST T 1,53 2,89
AI853973 expressed sequence Al853688 1 1,53 2,89
Al324118 RIKEN cDNA 2310047B08 gene 1 1,53 2,89
AI839119 EST Al465370 1 1,53 2,88
Al447874 NA T 1,53 2,88
Al448307 ESTs 1 1,52 2,88
Al450028 RIKEN cDNA 1810030N24 gene 1 1,52 2,87
AI324030 expressed sequence AU067654 T 1,52 2,86
Al854486 expressed sequence AL024003 T 1,51 2,85
Al848469 expressed sequence Al846872 1 1,51 2,85
Al666732 expressed sequence Al604847 T 1,51 2,85
Al413814 NA 1 1,51 2,84
AI851255 hypothetical protein MGC7474 1 1,50 2,83
Fortsetzung auf der nichsten Seite
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Fortsetzung von Tabelle |4. 1|
Genbank- Genname Regulierungsrichtung | Differenz | Signifikanz
Identifizierung fur Glu-Res
AlB46764 biglycan T 1,50 2,82
Al844460 discs, large homolog 3 (Drosophila) 1 1,49 2,82
Al451608 lecithin-retinol acyltransferase 1 1,49 2,81
(phosphatidylcholine-retinol-O-
acyltransferase)
Al451085 EST 1 1,49 2,81
AI838991 ATP-binding cassette, sub-family D 1 1,49 2,81
(ALD), member 3
Al850636 NA T 1,48 2,79
Al848257 p53 regulated PA26 nuclear protein T 1,48 2,79
Al852654 RIKEN cDNA 1200015E15 gene 1 1,48 2,78
Al854457 ESTs 1 1,47 2,78
AI836048 RIKEN cDNA 2410127E16 gene T 1,47 2,77
Al413687 expressed sequence Al854825 1 1,47 2,77
Al854103 2,4-dienoyl CoA reductase 1, 1 1,47 2,76
mitochondrial
Al848253 RIKEN cDNA 2310032M22 gene 1 1,47 2,76
Al852524 Mus musculus, Similar to nuclear receptor T 1,46 2,76
binding protein, clone MGC:6961
IMAGE:3154089, mRNA, complete cds
Al451234 RAD51 homolog (S. cerevisiae) 1 1,46 2,76
Al449385 NA 1 1,46 2,75
Al843671 expressed sequence AW552393 1 1,45 2,72
Al465447 RIKEN cDNA 2610307008 gene 1 1,44 2,72
Al843816 exostoses (multiple) 1 T 1,43 2,70
AI841009 EST T 1,43 2,70
Al426974 transcriptional regulator, SIN3A (yeast) 1 1,43 2,70
Al843793 centromere autoantigen B 1 1,43 2,70
Al844455 ESTs T 1,43 2,69
Al853630 RIKEN cDNA 1110005E01 gene T 1,42 2,68
Al451483 ESTs T 1,42 2,68
Al842993 EST 1 1,41 2,66
Al452326 calbindin-28K 1 1,40 2,64
AI854005 RIKEN cDNA 3732410E19 gene T 1,40 2,64
Al429553 RIKEN cDNA 2610042F04 gene T 1,40 2,63
Al429607 Mus musculus, clone MGC:7865 T 1,39 2,63
IMAGE:3501511, mRNA, complete cds
Al849214 transforming growth factor, beta 3 1 1,39 2,62
Al662090 solute carrier family 27 (fatty acid T 1,39 2,62
transporter), member 5
Fortsetzung auf der nichsten Seite
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Fortsetzung von Tabelle |4. 1|
Genbank- Genname Regulierungsrichtung | Differenz | Signifikanz
Identifizierung fur Glu-Res
AlB46424 ESTs T 1,39 2,62
Al447493 RIKEN cDNA 2610034F18 gene 1 1,39 2,62
Al325927 ESTs T 1,39 2,61
Al854445 G protein beta subunit-like T 1,38 2,61
Al854883 ESTs T 1,38 2,61
Al854514 ESTs, Weakly similar to A55929 zinc 1 1,38 2,61
finger protein nocA - fruit fly
[D.melanogaster]
Al841835 matrilin 2 1 1,38 2,61
AI852551 expressed sequence Al835008 T 1,38 2,59
AI854151 ESTs 1 1,37 2,59
AI853320 expressed sequence Al429796 T 1,37 2,58
Al427996 Sell (suppressor of lin-12) 1 homolog (C|. T 1,36 2,57
elegans)
AlB839784 ESTs T 1,36 2,57
Al414268 ESTs, Moderately similar to T48683 1 1,36 2,57
hypothetical protein DKFZp761G0313.1
[H.sapiens]
Al851286 ESTs, Weakly similar to S12207 1 1,36 2,57
hypothetical protein [M.musculus]
Al327112 isocitrate dehydrogenase 1 (NADP+), T 1,36 2,57
soluble
Al326157 EST 1,36 2,56
Al845994 DNA segment, Chr 10, ERATO Doi 214, 1,35 2,56
expressed
Al851869 RIKEN cDNA 2810451E09 gene 1,35 2,55
Al426169 ESTs 1,34 2,54
Al852072 cell division cycle 2-like 5 T 1,34 2,53
(cholinesterase-related cell division
controller)
Al842358 potassium voltage-gated channel, T 1,34 2,53
shaker-related subfamily, beta member 2
Al850648 ESTs, Moderately similar to 1 1,33 2,52
TROPOMYOSIN 5, CYTOSKELETAL
TYPE [M.musculus]
Al415625 expressed sequence AU016588 1 1,33 2,52
Al839184 expressed sequence AA960392 T 1,32 2,50
AI837410 RIKEN cDNA 2310010122 gene 1 1,32 2,50
Al848071 RIKEN cDNA 1200009022 gene 1 1,32 2,50
Al324948 secretory leukocyte protease inhibitor T 1,32 2,50
AI851485 spinocerebellar ataxia 10 homolog T 1,32 2,49
(human)
Fortsetzung auf der néchsten Seite
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Fortsetzung von Tabelle |4. 1|
Genbank- Genname Regulierungsrichtung | Differenz | Signifikanz
Identifizierung fur Glu-Res
Al448647 expressed sequence AL024349 1 1,32 2,49
Al414192 RIKEN cDNA 6330415M09 gene T 1,31 2,49
Al836154 expressed sequence AA589396 T 1,31 2,48
AlB43774 EST 1 1,31 2,48
Al447731 cytidine 1 1,31 2,48
monophospho-N-acetylneuraminic acid
synthetase
Al426258 EST 1 1,30 2,47
AI850803 EST T 1,30 2,46
Al854843 ESTs T 1,30 2,46
Al836962 ESTs 1 1,30 2,46
Al848307 guanine nucleotide releasing protein x T 1,28 2,44
Al849823 aldehyde dehydrogenase 9, subfamily A 1 1,28 2,43
Al841751 expressed sequence BB163080 T 1,28 2,43
Al450224 ESTs T 1,27 2,42
Al413229 ESTs 1 1,27 2,40
Al852181 integrin beta 4 T 1,26 2,39
Al848755 EST, Weakly similar to LEG6 MOUSE 1 1,26 2,39
GALECTIN-6 [M.musculus]
Al842115 DNA segment, Chr 19, Brigham and 1 1,26 2,39
Women’s Genetics 1357 expressed
AI852319 platelet derived growth factor receptor, 1 1,25 2,39
alpha polypeptide
Al894196 RIKEN cDNA 5330437A18 gene 1 1,25 2,38
Al840046 procollagen, type XVI, alpha 1 T 1,25 2,38
Al426670 ESTs 1 1,25 2,37
Al451949 RIKEN cDNA 2410012F02 gene 1 1,24 2,37
Al426929 expressed sequence C87158 1 1,24 2,36
Al449489 EST 1 1,23 2,35
Al838823 expressed sequence Al848729 1 1,23 2,35
AI839005 expressed sequence AA407828 1 1,22 2,33
AI850126 RIKEN cDNA 4921506J03 gene 1 1,21 2,31
Al449368 RIKEN cDNA 4921506J03 gene 1 1,20 2,30
Al851866 glutathione S-transferase, pi 2 1 1,20 2,29
Al842812 NA T 1,20 2,29
Al848728 H1 histone family, member 0 T 1,20 2,29
Al413637 RIKEN cDNA 1300019C06 gene 1 1,19 2,28
Al849416 RIKEN cDNA 1110018121 gene 1 1,18 2,26
Al426025 ESTs T 1,17 2,25
AI850802 zinc finger protein 95 T 1,16 2,24
Fortsetzung auf der nichsten Seite
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Fortsetzung von Tabelle |4. 1|
Genbank- Genname Regulierungsrichtung | Differenz | Signifikanz
Identifizierung fur Glu-Res
Al451458 ESTs 1 1,16 2,24
Al846651 ectodysplasin-A T 1,16 2,23
Al464514 ESTs T 1,14 2,21
Al846112 EST T 1,14 2,21
Al852566 ESTs 1 1,14 2,20
Al847870 caspase 6 T 1,13 2,19
AI850019 calcitonin-related polypeptide, beta 1 1,12 2,18
AI838603 ESTs, Moderately similar to Y552 1 1,12 2,18
HUMAN HYPOTHETICAL PROTEIN
KIAA0552 [H.sapiens]
Al847244 RIKEN cDNA 2310081H14 gene 1 1,11 2,16
Al837458 expressed sequence Al839884 T 1,11 2,16
Al836641 RIKEN cDNA 4930427E19 gene 1 1,11 2,16
AlI835625 ribosomal protein S6 T 1,11 2,16
Al323885 NA 1 1,11 2,15
AI853134 RIKEN cDNA 2610016C12 gene T 1,10 2,15
Al836151 X-linked nuclear protein T 1,09 2,13
Al413123 expressed sequence Al325283 T 1,08 2,11
Al429295 RIKEN cDNA 5031412106 gene 1 1,08 2,11
Al841358 EST T 1,07 2,11
AI847301 ribosomal protein L7a 1 1,06 2,09
AI851537 epithelial membrane protein 3 T 1,05 2,07
Al327224 EST 1 1,04 2,06
Al847382 EST T 1,04 2,06
Al413688 NA 1 1,04 2,05
Al842024 ESTs T 1,03 2,05
Al837833 ESTs 1 1,03 2,04
Al849568 Mus musculus, clone MGC:29379 1 1,02 2,03
IMAGE:5051685, mRNA, complete cds
Al854862 ESTs, Highly similar to KIAA0453 1 1,02 2,03
protein [H.sapiens]
Al415393 expressed sequence C79329 T 1,01 2,01
AI851374 expressed sequence C78376 T 1,00 2,01
Al414825 parathyroid hormone-like peptide T 1,00 2,00
Al449093 EST T 1,00 2,00
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Tabellg[ 4.]zeigt die Gene,ifr die ein Expressionsunterschied zwischen Glu-Res und HT-

22 N im Rahmen der Chip-Hybridisierung festgestellt werden konnte. Dabei [stBht

eine vermindertelfir eine verdirkte Expression des jeweiligen Gens in den Glu-Res im
Vergleich zu HT-22 N Zellen.
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Von den 335 in Tabellg 4.1 aufgéfrten Genen handelte es sich bei 176 um unidentifizierte
Sequenzen (ESTgsexpressed sequences” und NAs), weitere 53 entsprachen RIKEN cDNAs.
147 der aufgathrten Gene sind in den Glu-Res Neuronéirlstr exprimiert als in den HT-22

N Neuronen, 188 schacher.

4.3.4 \Verifizierung der Gene aus der Chip-Hybridisierung

Die Ergebnisse der Chip-Hybridisierung sind ein AnhaltspuikiGene, die in HT-22 N und
Glu-Res Neuronen unterschiedlich exprimiert séniten. Um sicher zu sein, dass &itislich

ein Expressionsunterschied besteht, ist@gndie Ergebnisse mit Hilfe einer anderen Methode
zu verifizieren.

Es wurde eine Stichprobe von sieben Genen aus der Liste aalljefiir die Primersequen-
zen ermittelt wurden, um eine semiquantitative PCR durtcign zu knnen. Die ausgeahlten

Gene waren:

e Death-associated Kinase 2 (Dapk2jvelche mit einer Signifikanz von 8,561 in den Glu-
Res Neuronen atker exprimiert war als in HT-22 N Neuronen.
Dapk2 ist eine von Calmodulin regulierte Proteinkinase, welche im Cytoplasma lokali-
siert ist. Der durch Dapk?2 katalysierten Proteinphosphorylierung wird eine Bedeutung

bei der Induktion von Apoptose zugeschrieben.

e Calsequestrin 1 (Casq)welches mit einer Signifikanz von 5,745 in den Glu-Res Neuro-
nen schvacher exprimiert war als in HT-22 N Neuronen.
Casq ist ein CH -bindendes Protein, das im Endoplasmatischen Retikulum und in Mito-
chondrien lokalisiert ist. Bislang wurde seine Funktion hadagittich mit Muskelaktionen

in Verbindung gebracht.

e 3-Oxoacid CoA Transferase (Oxct)welche mit einer Signifikanz von 5,718 in den Glu-
Res Neuronen atker exprimiert war als in HT-22 N Neuronen.
Oxct spielt eine Rolle bei der Energiegeneration und istin den Sterol-, Fett- unédufetts

Stoffwechsel integriert.
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e Glutathion Reduktase 1 (Gsr) welche mit einer Signifikanz von 5,703 in den Glu-Res
Neuronen schacher exprimiert war als in HT-22 N Neuronen.
Die Glutathion Reduktase ist ein Elektronentransporter. Eine Modulation ihrer Funktion

wird mit der Stressantwort von Zellen in Verbindung gebracht.

e p53 regulated PA26 nuclear protein (PA26-pending)welches mit einer Signifikanz
von 2,792 in den Glu-Res Neuroneadter exprimiert war als in HT-22 N Neuronen.
PA26-pending ist ein Mitglied der GADD-Familie, welche durch DNA-&digung und
Wachstumsstopp induzierbare Proteine ahtlies wird angenommen, dass PA26-pending
eine Rolle bei der negativen Regulation der Zellproliferation in Folge von DNA&&eh

gung spielt.

e Transforming Growth Factor, beta 3 (Tgfb3), welcher mit einer Signifikanz von 2,62
in den Glu-Res Neuronen schgher exprimiert war als in HT-22 N Neuronen.
Tgfb3 geldrt zur Familie der Cytokine undbertégt Signald@iber transmembrane Serin/

Threonin Kinasen.

e Glutathion S-Transferase, pi 2 (Gstp2) welche mit einer Signifikanz von 2,293 in den
Glu-Res Neuronen sctagher exprimiert war als in HT-22 N Neuronen.
Von der Glutathion-S-Transferase wird angenommen, dass sie eine Rolle bei der Stress-

antwort von Zellen spielt.

Mit Hilfe der semiquantitativen PCR konnte der im Chip-Experiment gefundene Expressions-
unterschiediir Gsr und Oxct beatigt werden (s. Abbildunggn 431 upd 4.32)irfssr konnte
aulRerdem gezeigt werden, dass die Expression in d&a-Res Neuronen ebenfalls scgher

ist als in den HT-22 N Neuronen. Der Expressionsunterschied war sogar @okérstls zwi-
schen Glu-Res und HT-22 N Zellen (s. Abbildyng 4.31).

Neben der Expression in den drei Modellklonen wurde gratalish auch die Expression in

mit LiCl behandelten HT-22 N Neuronen untersucht, um zu sehen, ob die Inhibition von GSK-
3/ einen Einfluss auf den Expressionsunterschied habentk. Dies war jedochuf keines der

untersuchten Gene der Fall.



KAPITEL 4. ERGEBNISSE 85

A B =140
gmo—
& 100 4
@ 801
500 bp 5 0]
T 40 A
°
200 bp—» § 20
100 bp —»

084
06 1
F 04|
0,24

HT-22N Glu-Res Hz02- HT-22N
Res + LiCl

Ratio Bandenstarke GSR /
Bandenstarke GAPDH

o

Abbildung 4.31: A: Gelphoto der Produkte der semiquantitativen PCR mit PriminGfutathion
Reduktase 1 (Gsr) (Spur 1-4) und GAPDH (Spur 5-6). Auftragung von links nach rechts: HT-22 N,
Glu-Res, HO,-Res, HT-22 N+ LiCl. Die Markerbanden liegen jeweils in einem Abstand von 100 bp
zueinander. Die étkste sichtbare Bande hat einedGe von 500 bp. Die Annealing-Temperatur f

die PCR betrug 56%. Es wurden 27 Zyklen durchgéirt. B: Im oberen Diagramm sind die Ban-
denséirken der Spuren 1-4 graphisch dargestellt, wobei der WeHT-22 N mit 100% gleichgesetzt
wurde. Im unteren Diagramm wurde die Ratio aus den Bandskest fir GSR und GAPDH gebildet.
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Abbildung 4.32:Gelphoto der Produkte der semiquantitativen PCR mit Prinigr8-Oxoacid CoA
Transferase (Oxct)(A) und GAPDH (B). Auftragung jeweils von links nach rechts: HT-22 N (Spuren 1
und 5), Glu-Res (Spuren 2 und 6); 8,-Res (Spuren 3 und 7), HT-22 N LiCl (Spuren 4 und 8). Die
Markerbanden liegen jeweils in einem Abstand von 100 bp zueinander. @lesta sichtbare Bande

hat eine Gol3e von 500 bp. Die Annealing-Temperatir flie PCR betrug 55C. Es wurden 22 Zyklen
durchgetihrt. C: Im oberen Diagramm sind die Bandémkéen der Spuren 1-4 graphisch dargestellt,
wobei der Wert fir HT-22 N mit 100% gleichgesetzt wurde. Im unteren Diagramm wurde die Ratio
aus den Bander#tken fir Oxct und GAPDH gebildet.

Die Primersequenzif Tgfb3 war offensichtlich zu unspezifisch, um eine Aussager einen
maoglichen Expressionsunterschied treffen dumken. Im Gel waren viele Banden sichtbar, die
zu eng aneinander lagen, um sie anhand ihré3&mit Sicherheit unterscheiden zinken.

Fur die tibrigen vier Gene konnte der mit Hilfe der Chip-Hybridisierung festgestellte Expres-
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sionsunterschied nicht bésigt werden. Dies énnte jedoch in der begrenzten Sensiéivider
semiquantitativen PCR bdgrdet sein. Um einen Expressionsunterschied ititeher Sicher-
heit ausschlieRen zubknen, viare es sinnvoll, die Expressionddte mit Hilfe einer weiteren

Methode, z.B. einefReal-Time PCR", zu vergleichen.
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4.4 Zusammenfassung der wesentlichen Ergebnisse

In dieser Arbeit wurden verschiedene Signalwege anhand von unterschiedlichen Methoden un-
tersucht. Es wurden sowoAinderungen im Proteinspiegel als auch Expressionsunterschiede
auf RNA-Ebenefiir einige Kandidatengene untersucht. Dementsprechend komplex ist die Dar-
stellung der Ergebnisse in diesem Kapitel. In den Tabgllegn 4.2 uhd 4.3 sind deshalb die wesent-

lichen Ergebnisse dieser Arbeit abschlie3end zusammengefasst.

Tabelle 4.2: Wesentliche V@nderungen auf Proteinebene

Name Expressiongénderung im Vergleich zu HT-22 N in
Glu-Res H,0O,-Res
GSK ! l
GSKtyr 1 l
GSKser T @)
pPMAPK 7 T
Bax l 1
sAPPalpha T T

Tabelle[4.2 Das Zeichen| steht fir einen erniedrigten, das Zeichénfur
einen erlbhten Proteinspiegel in den Glu-Res bzwQ4-Res Neuronen im
Vergleich zu HT-22 N Zellen.)() sympolisiert einen tendentiell @vhten Pro-

teinspiegel, dessen Erhung jedoch keine statistische Signifikanz erreicht.
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Tabelle 4.3: Wesentliche V@nderungen auf RNA-Ebene
Name Expressiongnderung im Vergleich

zu HT-22 N in Glu-Res
l

Bax und weitere Gen

11%

der Bcl-2 Familie
Est2

p53

Gadd45

NFkB

Gsr

Proteasom
AMC

— === = | |—

Tabelle[ 4.8 Das Zeichen| steht fir eine geringere, das Zeichérfir eine
verstirkte Expression des jeweiligen Gens in den Glu-Res im Vergleich zu
HT-22 N Neuronen.

4.5 Zuklnftige Versuche

Das Ziel dieser Arbeit war die Entdeckung von Genen und Signhalwegen, die in Neuronen, die
gegen oxidativen Stress resistent sind, anders exprimiert bzw. reguliert sind, als in sensitiven
Neuronen. Es wurden viele \&anderungen zwischen resistenten und nicht resistenten Neuro-
nen aufgezeigt, deren Bedeuturig fien Nervenzelltod bei Morbus Alzheimer oder anderen
neurodegenerativen Krankheiten es noaher zu untersuchen gilt.

Zunachst muss ausgeschlossen werden, dass es sich bei den beobachieeriviegen ledig-

lich um Nebeneffekte der Langzeitbehandlung der Zellen mit Glutamat bzw. Wasserstoffperox-
id handelt, die unalidngig von dem eigentlichen Resistenzverhalten sind.

Neben denn vitro Untersuchungen sind alsiohster Schritt Untersuchungen im Tiermodell
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sinnvoll. Dabei viaren z.B. Versuche mit Tieren, die ein Kandidatengbarexprimieren bzw.

bei denen die Expression eines Gens weitgehend verhindert wird, von besonderem Interesse.
Mit solchen Versuchendante gekhrt werden, ob die Expressidnsderung Einfluss auf den

Grad der Neurodegeneration nach Hereiting von oxidativem Stress hat.

Im Hinblick auf einen TherapieansatarfMorbus Alzheimer Patienten sind auch Untersu-
chungen an Tiermodellen sinnvoll, die eine Alzheirdbnliche Pathologie aufweisen, wie die

von Lewis und Kollegen verwendeten Doppelmutani@nXPP und Tau-Protein (Lewis et al.,
2001). Veanderungen, die in diesen Tiermodellen vor einer Neurodegeneratigtzschkonn-

ten mit gewisser Wahrscheinlichkeit eine vergleichbare Wirkung im Menschen haben.

Auch Untersuchungen an post mortem Geweben von Alzheimer Patieaten Vachst inter-

essant, um beispielsweise die Expression von Kandidatengenen in Gehirnarealen mit starker
und weniger starker Neurodegeneration zu vergleichen. Auf diese Weise nachgewiesene Ex-
pressionsunterschiede bilden einen vielversprechenden Therapied@mddurtbus Alzheimer,

da sie wahrscheinlich eindkpereigenes Resistenzprogramm gegen den mit dieser Krankheit
assoziierten Nervenzelltod widerspielen.

Die vorliegende Arbeit dient demnach dem Aufzeigen von Signalwegen, die in gegen oxidativen
Stress resistenten Zellen @é@dert sind. Weitetfhrende Experimente sind jedocbtig, um die

Bedeutung dieser Unterschiede €ine Neuroprotektiom vivo zu klaren.



Kapitel 5
Diskussion

Die Untersuchung von Zellen mit einer selektiven Resistenz gegen eine spezielle Art von Toxin-
einwirkung ist ein guter Ansatz, um biochemische Mechanismen aufzuzeigen, die zur Resistenz
fuhren bzw. die in die Wirkungsweise des Toxins involviert sind.

In dieser Arbeit wurden Zellen etabliert, die eine selektive Resistenz gegen oxidativen Stress
aufweisen (s. Abbildung 4.5 und 4.6). ¥mderte Signalwege in diesen Zellen im Vergleich zu
nicht resistenten Zellen sind relevaiit Krankheiten, die mit oxidativem Stress in Verbindung
gebracht werden, wie z.B. Morbus Alzheimer.

Fur die Suche nach Signalwegen, die in gegen oxidativen Stress resistenten Neurandartver
sind, wurden verschiedene Aitge gevahlt. Zum einen wurde auf RNA-Ebene nach Expressi-
onsanderungen gesucht, zum anderen wurden auf Proteinebene sowohl die gebildetete Menge
an Protein, als auch die Modulationen im Phosphorylierungsstatusirizelne Proteine be-
trachtet.

Den Ergebnisseraflt je nach Untersuchungsebene eine andere Gewichtung zu. Untersuchungen
auf RNA-Ebene liefern einen wichtigen Anhaltspuniit 'vahrscheinlich vémderte Vorgnge

in der Zelle. In vielen Bllen ist die gebildete Menge RNAquivalent zur gebildeten Protein-
menge und zur Aktivit dieses Proteins. Es kann jedoch nicht ausgeschlossen werden, dass
Veranderungen in der Translation oder posttranslationalen Modifikation den auf RNA-Ebene
beobachteten Unterschied wieder aufheben.

Aussagen auf Proteinebene sind deshalb wesentlich bedeutender, da die nachweisiodrver

90
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te Proteinmenge mit sehr hoher Wahrscheinlichkeit einen direkten Effekt au&ingegn der

Zelle hat. Haufig ist jedoch die Aktiviat von Proteinen al@mgig von posttranslationalen Modi-
fikationen, wie z.B. dem Phosphorylierungsstatus. Einél@gnProteinmenge ist deshalb zwar
sehr oft, aber nicht zwangslfig gleichbedeutend mit einer éfiten Aktivitat des jeweiligen
Proteins, da eventuell der Grol3teil des Proteins durch posttranslationale Modifikation oder Inhi-
bition durch ein anderes Protein inaktiviert seémkite. Im Umkehrschluss sind gleiche Protein-
mengen nicht unbedingt ein eindeutiger Beweididatass die damit in Verbindung stehenden
Signalwege unvéndert sind, da der Grol3teil des Proteins in einem der Zellmodelle so modifi-
ziert sein lonnte, dass seine Aktidt ertoht ist. Entsprechend ist ein Nachweis Vamderungen

im Phosphorylierungsstatus von ze#tén Proteinen der sicherste BewéisdineAnderung in

dem damit in Verbindung stehenden Signalweg.

5.1 GSK-33

Ein Enzym, fir das in dieser Arbeit Unterschiede im Phosphorylierungsstatus zwischen re-
sistenten und sensitiven Neuronen nachgewiesen werden konnten, ist die Glykogen Synthase
Kinase-3 (GSK-35). Ist GSK-33 an einem Serin-Rest phosphoryliert, ist sie inaktiv. Durch
Phosphorylierung an einem Tyrosin-Rest wird sie aktiviert. G3Kis? eine Serin-Threonin
Kinase, die eine Schikselrolle in mehreren Signalwegen der Zelle spielt. Sie ist von grol3er
Bedeutung iir Apoptosevorgnge in Neuronen im Allgemeinen und ganz besonders dirch f
den Alzheimer-assoziierten Nervenzelltod.

Ihren Namen verdankt GSKg3ihrer zuerst entdeckten Funktion im Glykogen-Metabolismus,
bei dem sie in der Abwesenheit von Insulin die Glykogen Synthase inhibiert (Woodgett, 1990).
Ist Insulin vorhanden, resultiert dies in der Aktivierung der Proteinkinase Akt, welche wieder-
um GSK-37 an einem Serin-Threonin-Rest phosphoryliert und somit inhibiert (Cross et al.,
1995; Moule et al., 1997). Dies eiglicht es der Glykogen Synthase, Glukose in Glykogen
umzuwandeln.

Die Inhibition von GSK-3 Uber die Proteinkinase Akt kann in Folge der Aktivierung von

Phosphatidylinositol 3-Kinase (PI13-Kinase) geschehen (Pap und Cooper, 1998; Crowder und
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Freeman, 2000; Hetman et al., 2000). Der PI3-Kinase / Akt-Signalweg ist eine zentrale Kom-
ponente det)berlebensmaschinerie von Neuronen (Yao und Cooper, 1995; Dudek et al., 1997;
Miller et al., 1997; Philpott et al., 1997; Crowder und Freeman, 1998). Dementsprechend wurde
fur die Aktivierung von GSK-3 eine Funktion in der Vermittlung von Apoptose angenommen
und auch nachgewiesen (Pap und Cooper, 1998; Hetman et al., 2000).

Es wurden auch Hinweise dafgefunden, dass GSK53durch PI-3 Kinase aliingige, aber

Akt unabléngige Signalwege reguliert werden kann (Delcommenne et al., 1998; Kobayashi
und Cohen, 1999).

Ein anderer Signalweg, bei dem GSK-8ine Rolle spielt, ist der Wnt-Signalweg (s. Abschnitt
[2.1.3). Sind Wnt-Liganden anwesend, so ist GSKitgaktiv, sind keine Wnt-Liganden vorhan-
den, liegt GSK-3 in seiner aktiven Form vor. In seiner aktiven Form ist GSKTzil eines
Multiproteinkomplexes, der das zytoplasmatische Prote@atenin fir die Degradierung mar-
kiert. Dies fihrt letztendlich dazu, dass die Wnt-Zielgene nicht exprimiert werden (s. Abbildung
2.2).

1993 entdeckten Ishiguro und Kollegen, dass G$Kentisch mit der Tau-Protein Kinase |
(TPK 1) ist, einem Enzym, das aufgrund sein@hkgkeit Tau-Proteim vitro zu phosphorylie-

ren Aufmerksamkeit erregt hatte. GSK-8&t eines der besten Kandidatenenzyme, daslie
Hyperphoshorylierung von Tau zur Bildung von Morbus Alzheimer typischen Fibrilledéln
verantwortlich sein &nnte. Es konnte sowolm vitro also auchin vivo gezeigt werden, dass
GSK-35 Tau Protein an den meisten Stellen phosphorylieren kann, die bei den Filirigelb

im Gehirn von Morbus Alzheimer Patienten ebenfalls phosphoryliert sind (Lovestone et al.,
1994; Hong et al., 1997; Munoz-Montano et al., 1997). Aul3erdem akkumuliert GSikn3
Zytoplasma von Zellen, die eine beginnende Bildung von Fibrillenleln aufweisen und seine
Verteilung im Gehirn korreliert mit den Vanderungen des Tau-Proteins (Shiurba et al., 1996;
Pei et al., 1999).

Interessant ist auch die Beobachtung, dass die Inkubation von ZellengmteAAktivierung

von GSK-33 zur Folge hat (Takashima et al., 1996). Inhibition der GSKAKktivitat oder
Blockierung seiner Expression verhindern die durchidduzierte Neurodegeneration von kor-

tikalen und hippokampalen Prareellkulturen (Takashima et al., 1993; Alvarez et al., 1999Db).
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Zusammengefasstist GSK3&in Enzym mit proapoptotischen Eigenschaften, dessen Relevanz
aufgrund seiner Induzierbarkeit durctvAind seiner Funktion im Wnt-Signalweg und der Tau-
Phosphorylierung speziellif den Alzheimer-assoziierten Nervenzelltod von Bedeutung zu sein
scheint.

Ein wichtiges Ergebnis dieser Arbeit ist daher die Erkenntnis, dass zwischen resistenten und
nicht resistenten HT-22 Neuronen Unterschiede sowohl im Gesamtspiegel von &&&akich

im Phosphorylierungsstatus bestehen (s. Absdhnitt|4.2.1). Sowohl Glu-Res alssucRé&s
Neurone bilden weniger GSKF3Protein als HT-22 N Neurone (s. Abbildupg 4.7). Die akti-

ve Form des Enzyms GSK53 GSKtyr, liegt in den resistenten Zellen ebenfalls in geringerer
Menge vor als in HT-22 N Zellen (s. Abbildufg 4.8). Der Spiegel der inaktiven Form, GSKser,
dagegen ist in den resistenten Zellen tendenti@hen als in den nicht resistenten Zellen (s.
Abbildung[4.9).

Entsprechend der eingangs angesteliberlegungen bémlich posttranslationalen Modifika-
tionen muss der Beobachtung, dass der Phosphorylierungsstatus von&isredstenten und
sensitiven Zellen unterschiedlich ist (vgl. Abschhitt 4.2.1), eine groRe Bedeutung beigemessen
werden. Tatachlich konnte ein direkter Effekt von GSKzawuf das Resistenzverhalten der Zel-

len nachgewiesen werden. Inhibition von GSK-@urch LiCl ertohte die Toleranz der HT-22

N Neuronen fir Glutamat und Wasserstoffperoxid (s. Abbildiing 4.10).

Der inhibitorische Effekt von LiCl auf GSK+3 st in der Literatur beschrieben (Klein und
Melton, 1996; Stambolic et al., 1996), allerdings sind Kreuzreaktionen von LiCl mit anderen
zellularen Proteinen nicht ganz auszuschlie3en. Deshalb sollte auch die Wirkung eines spezifi-
schen GSK-3 Inhibitors auf das Resistenzverhalten der HT-22 N Neurone getestet werden. Es
stellte sich dabei heraus, dass der verwendete GEKIl3ibitor (von Calbiochem) selbst eine
betrachtliche toxische Wirkung auf die Zellen hatte (Daten nicht gezeigt), so dass aus diesem
Experiment keine Rckschiisse auf eine agliche Bedeutung der GSK33nhibition auf das
Resistenzverhalten der Zellen gezogen werden konnten.

Die Hypothese, dass die GSK3Inhibition eine Rolle bei der Resistenzvermittlung gegen oxi-
dativen Stress spielt, wird jedoch auch noch auf andere WeisétgredAPK ist ein Enzym,

das GSK-@ an einem Serinrest phosphorylieren und somit inhibieren kann und auiaylichz
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dieses Enzyms wurdeiimderungen in Glu-Res und,®,-Res Neuronen gefunden, die mit den
beobachteten Phosphorylierungsansten von GSK-3 korrespondieren. Auch die Aktivt

der MAPK spiegelt sich in ihrem Phophorylierungszustand wider. Die Menge an phosphorylier-
ter und somit aktiver MAPK ist in den resistenten Zellen deutlidhf3gr als in nicht resistenten
Zellen (s. Abbildung 4.76). Ob zwischen dem @nken pMAPK-Spiegel und den \@mderun-

gen im Phosphorylierungsstatus von GSK-@n direkter Zusammenhang bestehtjsste in
Zukunft allerdings noch nachgewiesen werden.

Alles in allem wurden in dieser Arbeit deutliche Hinweiseitgtajefunden, dass die @rhte Re-
sistenz gegen oxidative Stressoren in dem verwendeten Zellmodell zum Teil auf eine Inhibition
von GSK 33 zurickgefihrt werden kann.

Die Tatsache, dass diese saderungen sowohl in Glu-Res als auch isOs+Res Neuronen
beobachtet wurden, impliziert, dass es sich um einen Resistenzmechanismus handtn k
der in vielen Zellen aktiviert werden kann. Inwiefern dieser MechanisiinusxXidativen Stress
spezifisch ist, masste anhand von Untersuchungen mit anderen Toxinen oder mittels anderer

Zellmodelle noch gelrt werden.

5.2 APP

Alle soweit untersuchten genetisch bedingten Alzheimer Erkrankungen haben gemeinsam, dass
die Gendefekte zu einer qualitativen oder quantitativegividerung der A-Produktion fihren.

A[ entsteht durch Prozessierung des Amyloid-&oférproteins APP (s. Abschriitt 2.L.1). Ein
anderes Prozessierungsprodukt von APP ist sARIBm im Gegensatz zuAneuroprotekti-

ve Eigenschaften zugeschrieben werden (De Strooper und Annaert, 2000). Entsprechend in-
teressant ist die Beobachtung, dass der sABPiegel in Glu-Res und H#D,-Res Neuronen

hoher ist als in HT-22 N Neuronen (s. Abbildupg 4.12). Die Ursache inid@nnte eventu-

ell in dem erldhten pMAPK-Spiegel liegen, daif pMAPK gezeigt werden konnte, dass es

zu einer versirkten Sekretion von sARPfuhren kann (Dr. Sharon Goodenough, pefghe
Mitteilung). Der erldohte sAPR-Spiegel im Medium der resistenten Neuronen dkgt, dass

eine Modulation der APP-Prozessierung nicht nur zu krankhafteanderungen im Organis-
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mus fihren, sondern tglicherweise auch vor toxischen Saden schitzen kann, je nachdem,
ob mehr A oder mehr sAP& gebildet wird.

Die Idee, die APP-Prozessierung in dem Sinne zu modulieren, dass die BildungiveerA
mindert und die Entstehung von sA#Rersarkt wird, ist im Hinblick auf einen riaglichen
Therapieansatzif Morbus Alzheimer Patienten nicht neu. Es fehlen jedoch Kenntiiisse
die Funktion von APP und sARPIm gesunden Organismus. Die éhie sAPR-Sekretion in
Glu-Res und HO,-Res Neuronerélsst vermuten, dass die APP-Prozessierung auadntere,
mit oxidativem Stress in Verbindung stehende neurodegenerative Erkrankungen von Bedeutung
sein lonnte. Ob die verarkte Bildung von sAPR tatsachlich einen direkten Einfluss auf das
Resistenzverhalten von Neuronen hat, bleibt zu untersuchen. Reurl{j der Funktion von
APP, seinen Prozessierungsmechanismen und der Wirkungsweise vom sélR&in Zukunft

jedenfalls hohe Aufmerksamkeit geschenkt werden.

5.3 Bcl-2/Bax-Signalweg

Die Familie der Bcl-2 Proteine reguliert einen in der Evolution konservierten Signalweg, der
Uber das Zellschicksal entscheidet. Die Regulation der Apoptose diifmdgidie Kontrolle der
mitochondrialen Permeab#it und der Freisetzung von Cytochrom C. Die antiapoptotischen
Proteine Bcl-2 und Bcl-xL sind in deétul3eren Mitochondrienmembran lokalisiert und verhin-
dern die Cytochrom C Freisetzung. Die proapoptotischen Proteine Bax, Bid, Bad und Bim sind
im Zytosol lokalisiert. Als Antwort auf sogenannte Todesstimuli bewegen sich diese Proteine
jedoch auch zu den Mitochondrien, wo sie die Freisetzung von Cytochrom C wahrscheinlich
durch einen spannungsabigigen Anionenkanal bewirken (Shimizu et al., 1999). Das freige-
setzte Cytochrom C initiiert die Aktivierung von Caspasen und den Abbau spezifischer Prote-
insubstrate, was letztendlich zur Apoptogért.

Der genaue Mechanismus zur Regulierung des Zellschicksals durch Bcl-2 und Bax ist noch
unklar. Es wird angenommen, dass die relativen Mengen der beiden Proteine dabei eine ent-
scheidende Rolle spielen. Die Mitglieder der Bcl-2 / Bax Famitiaken aufgrund ihrer Struk-

turahnlichkeitahnliche Konformationen einnehmen und sowohl Homo- als auch Heterodime-
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re bilden. Durch die Interaktion in Form der Heterodimer-Bildurigkte entweder Bcl-2 die
apoptotische Wirkung von Bax inhibieren oder umgekehrt, Bax die antiapoptotische Wirkung
von Bcl-2 aufheben. Es &e jedoch auch denkbar, dass die beiden Proteine das Zellschicksal
unablangig voneinander regulieren (Knudson und Korsmeyer, 1997).

Stimuli, die Apoptosdiber den Bcl-2 / Bax Signalweg atskn, sind z.B. Signale des Todes-
rezeptors Fas oder der Entzug VOberlebensfaktoren. Der Transkriptionsfaktor p53, der als
Folge von DNA-Schdigung aktiviert wird, leitet die Transkription von Bax ein.

Fur die antiapoptotische Wirkungsweise von Bcl-2 wurden mehrayglioche Mechanismen
vorgeschlagen: Bcl-2dante als Antioxidans wirken oder die Entstehung freier Sauerstoffradi-
kale inhibieren (Wiedau-Pazos et al., 1996; Tyurina et al., 1997)0Estk auch in den Ca-
Haushalt der Zelle eingreifen (Lam et al., 1994; Marin et al., 1996) oder eine Rolle im Transport
von Proteinen wie p53 haben (Ryan et al., 1994).

In anderen Arbeiten wurde gezeigt, dass der von Glutamat dstg@lervenzelltod durch eine
Uberexpression von Bcl-2 inhibiert werden kann (Behl et al., 1993; Kane et al., 1995). In den
in dieser Arbeit verwendeten Glu-Res ung®-Res Zellen konnte kein edhter Bcl-2 Spiegel
festgestellt werden. Entgegen den Erwartungen war der Bcl-2 Spiegel sogar im Vergleich zu den
nicht resistenten HT-22 N Zellen erniedrigt (s. Abbild{ing #.14). Interessanterweise wurde auch
fur die antiapoptotischen Gene Mcll und Bcl2A1d des Bcl-2 / Bax-Signalwegs in den Glu-Res
Neuronen eine verminderte Expression im Vergleich zu HT-22 N Neuronen gefunden (s. Abbil-
dung4.2P B). Ein von Bcl-2 vermittelter neuroprotektiver Mechanismus scheidet also in diesen
Zellmodellen sicherlich aus. Welche Bedeutung die erniedrigte Expression der genannten an-
tiapoptotischen Faktoren in den resistenten Neuronen hat, ist unidgtidflerweise handelt es

sich um einen Nebeneffekt der Langzeitbehandlung mit Glutamat bzw. Wasserstoffperoxid.
Unabléangig von den hier verwendeten Zellklonen wurden auch im Labor von David Schubert
am Salk Institute for Biological Studies, Kalifornien, Glutamat resistente HT-22 Klone etabliert.
In diesen Zellen wurde ebenfalls keine varkte Expression von Bcl-2 oder Mcll festgestellt
(Sagara et al., 1998). Allerdings war in jener Arbeit atioshBax keine Expressioasderung in

den resistenten Neuronen feststellbar. Die Expression dieses Gens sowie des ebenfalls in diesen

Signalweg involvierten proapoptotischen Gens Bak war in den hier verwendeten Glutamat-
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resistenten Zellen sctaeher als in den nicht resistenten Zellen (s. Abbildung]|4.13] 4.20 B und
4.22 B).

Demzufolge scheint der Bcl-2 / Bax-Signalweg als Ganzes in den resistenten Zellen inhibiert zu
sein. Obwohl nicht ausgeschlossen werden kann, dass es sich deshalb auch bei der geringeren
Expression der proapoptotischen Gene um einen Nebeneffekt der Langzeitbehandlung mit dem
Toxin handelt, Bnnte die verringerte Expression der proapoptotischen Gene auch Teil eines
Schutzprogramms gegen oxidative 8dlgungen sein. Interessant ist in diesem Zusammenhang
auch die verstrkte Expression des Transkriptionsfaktors Ets2 in den Glu-Res Neuronen (s.
Abbildung/4.21 B), zu dessen Zielgenen Bglgelbrt, welches wiederum Bax inhibieren kann.

Es ist also denkbar, dass die Inhibition von Bax und Bak uaabiy von den erniedrigten Bcl-

2-, Mcl1- und Bcl2A1d-Spiegel geschieht.

Es ware ebenfalls denkbar, dass die verminderte Expression von Bax mit der beobachteten
verminderten p53-Expression in Verbindung steht. p53 kann die Transkription von Bax einleiten
und es konnte bereits gezeigt werden, dass die Inhibition von p53 mit einer erniedrigten Bax-
Expression einhergeht (Culmsee et al., 2001).

Auch wenn nicht klar ist, wie die gefundenen Expressionsunterschiede zu deuten sind, stellt der
Bcl-2 / Bax Signalweg dennoch einen interessanten potentiellen Ansatzpumdroprotek-

tive Wirkstoffe dar.

5.4 PARP

Poly(ADP-Ribose) Polymerase (PARP) ist ein Enzym, dem eine bedeutende Rolle in der Re-
gulation zelluérer Prozesse wie z.B. der DNA-Reparatur und dem Zelltod zugeschrieben wird.
PARP wird durch DNA-Strangliche aktiviert und katalysiert den Transfer von ADP-Ribose
von dem Substrat NAD zu Kernproteinen. Man nimmt an, dass die Bildung langer verzweig-
ter Poly(ADP-Ribose)-Polymere an den Zielproteinen zu Struktur- bzw. Funk&ticlesungen
dieser Proteinelinrt, die den DNA-Reparaturprozess erleichtern (Lindahl et al., 1995).

Der erste Hinweis darauf, dass PARP auch in Zelltod-Prozesse involviertdamek bestand

in der Beobachtung, dass schwere DNA-&bfn zu einer massiven Aktivierung von PARP
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fuhren. Das hat dramatiscenderungen in den Konzentrationsspiegeln von metabolischen
Zwischenprodukten wie z.B. NADund ATP zur Folge (Sims et al., 1983). PAR&nkte folg-

lich als Verbindungsglied zwischen starker DNA-&digung und dem Zelltod fungieren und
somit beispielsweise die Verbreitung fehlerhaft reparierter DNA verhindern. Berger stellte diese
Hypothese unter dem NamegRARP suicide hypothesis* erstmalig vor (Berger, 1985).

Seitdem wurde die Rolle von PARP im Zelltod-Prozess anhand vieler Modelle untersucht. Je
nach verwendeter Zelllinie und Todes-Stimulus wurde dem Fehlen von PARP ein protektiver
Effekt gegen Schdigungen, z.B. durch freie Radikale, oder einedadng der Andlligkeit

der Zelle gegen alkylierende Agenzen bzwStrahlung zugeschrieben. Der Befund, dass das
Fehlen von PARP Neuronen vor Salen durch Iscimie sclitzt, untersitzt jedoch klar die
»suicide“-Hypothese (Eliasson et al., 1997; Endres et al., 1997).

Die genaue Rolle, die PARP im apoptotischen Prozess spielt, ist nach wie vor nicht ganz ge-
klart. Man weil3 bislang, dass PARP in einértfen Phase der Apoptose Aehst aktiviert wird
(Rosenthal et al., 1997; Simbulan-Rosenthal et al., 1998) uitdispon Caspasen spezifisch ge-
spalten wird (Kaufmann, 1989; Kaufmann et al., 1993). Es bleibt atekl, ob die Aktivierung

von PARP und / oder seine Spaltung eine spezifische Rolle bei der Einleitung von Apoptose
spielen.

Fur die Resistenzvermittlung in den in dieser Arbeit verwendeten Neuronen scheint PARP von
geringer Bedeutung zu sein. Obwohl vereinzelt in den Glu-Res Neuronen etiteeekonzen-
tration dieses Proteins festgestellt werden konnte, ergab der statistische Vergleich jedoch keine

generellen Unterschiede zwischen den Proteinspiegeln in resistenten und sensitiven Neuronen.

5.5 Seladin-1

Seladin-1 ist ein wurzlich entdecktes Gen, das in solchen Regionen des Gehirngclanre-
guliert ist, die bei der Alzheimer Krankheit degenerieren. Umgekehrt weisen Zellen, die gegen
A[-Toxizitat resistent sind, einen etwa dreifachdrten Spiegel an Seladin-1-mRNA und
-Protein auf (Greeve et al., 2000; livonen et al., 2002). Das Protein Seladin-1 istdzhijots

im Endoplasmatischen Retikulum (ER) und teilweise auch in Strukturen des Golgi-Apparates
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lokalisiert (Greeve et al., 2000). Die verminderte Seladin-1 Transkription bei Morbus Alzhei-
mer wurde als mit hyperphosphoryliertem Tau-Protein assoziert beschrieben (livonen et al.,
2002). Die genaue Funktion von Seladin-1 ist noch nicht ahdggeklart. Hinweise auf die
Funktion ergeben sich aus der Gensequenz, die gkbRéchkeit mit der von Flavin-Adenin-
Dinukleotid-(FAD-) abkngigen Oxidoreduktasen aufweist. Au3erdem verhindert die funktio-
nale Expression von Seladin-1 in humanen Neuroglioma H4 Zellen die Aktivierung von Caspa-
se 3 nach A-Toxizitat bzw. oxidativen Stress (Greeve et al. 2000).

Seladin-1 scheint demnach ein wichtiger Faktor zum Schutz von Zellen gegéimzitat

und oxidativen Stress zu sein und spielt wahrscheinlich eine Rolle bei der Regulation des Zell-
tods. Die genaue Bedeutung von SeladiritiMorbus Alzheimer und / oder die Inhibition von
Apoptose allgemein ist jedoch noch unklar.

In diesem Zusammenhang interessant ist die Beobachtung, dass sich der Seladin-1 Proteinspie-
gel der in dieser Arbeit verwendeten Glu-Res un@®ktRes Neurone nicht von dem der sensiti-

ven Neurone unterscheidet. Seladin-1 scheint demnach kein essentieller Faktor zur Vermittlung
von oxidativer Resistenz oder zur Inhibition von Apoptose zu sein. Um jedoch eine Beteiligung
von Seladin-1 an dem Resistenzverhalten der Glu-Res w@d-Res Neuroneallig ausschlie-

Ben zu Knnen, niisste die Aktiviait dieses Enzyms in den drei verwendeten Modellklonen

verglichen werden.

5.6 Hitzeschock-Proteine

Stress, darunter auch oxidativer Stress, kann Zellen direkt oder indireddigen und dabei

zur Denaturierung von Proteineiihfren. Zellen reagieren auf Stress mit einer Stressantwort,
die durch sogenannte Hitzeschock-Proteine (Hsp) vermittelt wird. Der Name dieser Proteine
hat seinen Ursprung in dem zuerst entdeckten Stressor Hitze, der diese Reaktion der Zelle
ausbst (Ritossa, 1962). Zu den Hsp @eén unter anderem die Chaperone, die dazu beitra-
gen, dass Proteine ihre funktionale Konfiguration erhalten bzw. wiedererhalten, falls sie diese
z.B. aufgrund von Stress verloren haben (Hartl und Martin, 1995).

Denaturierte Proteinedknen ihre Funktion nicht oder nur mit geringer Effizienzidhen. Au-
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Rerdem neigen sie dazu, zu aggregieren und aaipitieren, wie es bei einigen Krankhei-

ten, den sogenannten Proteinopathien, der Fall ist. Morbus Alzheimértgehdieser Gruppe

der Proteinopathien. Im Verlauf der Krankheit aggregiert dasP&ptid zu senilen Plaques (s.
Abschnitt[2.1). Oxidativer Stress, der im Verlauf der Krankheinsig entsteht (s. Abschnitt
[2.2.1), kann die Vorgnge zuatzlich beschleunigen, indem er zu Protein-Missfaltungen oder
-Entfaltungen fihrt, die die Proteinaggregatioartiern.

Aus diesem Grunde bilden die Hsp interessante Untersuchungsobjekte beim Studium von Pro-
teinopathien wie z.B. Morbus Alzheimer sowie der Reaktion von Zellen auf Stress im Allge-
meinen.

Von Hsp70 konnte gezeigt werden, dass sélberexpression Fibroblasten vor Strahlung und
Wasserstoffperoxid sciizen kann (Simon et al., 1995). Deshalb wurde die Expression von
Hsp70 in dem hier verwendeten Zellmodell untersucht. Dabei zeigte sich, dass weder Glu-Res
noch H,O,-Res Zellen Hsp 70 konstitutivaatker exprimieren als HT-22 N Zellen (s. Abbildung
[4.19). Die Resistenz gegen oxidativen Stress ist also nicht auf einénkéesBildung dieses
Proteins zuickzufuhren. Dieses Ergebnis deckt sich mit Untersuchungen an anderen Glutamat
resistenten HT-22 Zellen, in denen ebenfalls keine vermehrte Expression von Hsp70 festgestellt
werden konnte (Sagara et al., 1998).

Die Gruppe der Hsp ist heterogen, deshalb ist die Untersuchung eines ihrer Vertreter nicht re-
prasentativ fir die gesamte Gruppe. Dies zeigt sich auch in der Arbeit von Sagara und Kollegen,
die ebenfalls in ihren Glutamat-resistenten HT-22 Neuronen keinémtn Hsp70 Spiegel, je-

doch eine versirkte Expression von Hsp32 fanden (Sagara et al., 1998). Entsprechend ist die
innerhalb dieser Arbeit festgestellte &aderte Expression von Hsp86, einem Chaperon mit
ATPase Aktivitat, in Glu-Res Zellen nicht als Inkonsistenz zu betrachten, wenngleich es zu-
mindest auf den ersten Blick erstaunlich ist, dass Hsp86 in den resistenten Zelléclsehw
exprimiert wird als in nicht resistenten Zellen (s. Abbildyng 4.20). Einéletén Expression

hatte als Schutzmechanismus tlie Zellen gegen die Einwirkung von oxidativem Stress ge-
deutet werden@&nnen. Eine Verringerung der Expression ist jedoch als Adaption der Neurone
auf die anhaltende Toxineinwirkung ebenfalls arklar. Wirden zu viele antiapoptotisch wir-

kende Molekile in den permanent gestressten Zellen gebildet,#nlen diese die Einleitung
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von Apoptose grunddzlich, also auch in Folge anderer Einwirkungen als oxidativem Stress,
verhindern oder zumindest sehr vidgern. Die Mbglichkeit, gescldigte Zellen zu eliminie-

ren, ware damit in erheblichem MaRe verringert. In Abbild{ing 4.6 wurde jedoch gezeigt, dass
Glu-Res und HO,-Res Zellen nicht gegen jede Art von Toxineinwirkung resistent sind und
Abbildung[4.19 zeigt, dass Glu-Res Neurone in der Lage sind, auf Hitzestress mit einer nor-
malen Hitzeschock-Antwort zu reagieren. Diese Ergebnisse spretiheiief Selektiviat des
Zellmodells: Es wurden keine Zellen erschaffen, deren Signalwege alle &adest sind, dass
Apoptose verhindert wird, sondern es handelt sich um Neurone, die selektiv gegen oxidativen

Stress resistent sind und daher nurdveterungen in bestimmten Signalwegen aufweisen.

5.7 p53 und andere Tumor-assoziierte Signalwege

p53 ist ein Tumor Suppressor Protein, das neben seiner Bedeutung bei der Kontrolle des Zellzy-
klus (Reich und Levine, 1984), der Differenzierung (Oren et al., 1982) und der DNA-Reparatur
(Kastan et al., 1991) auch eine Rolle bei der Apoptose spielt (Yonish-Rouach et al., 1991; Shaw
etal., 1992). p53 kann zudem als Transkriptionsfaktor fungieren und so die Expression von Ge-
nen regulieren, die in die genannten Vange involviert sind (Fields und Jang, 1990; Raycroft
etal., 1990).

Es konnte gezeigt werden, dass p53 eine Rolle bei einigen neurodegenerativen Erkrankungen
spielt, darunter auch Morbus Alzheimer (de la Monte et al., 1997), Morbus Parkinson (Blum
et al., 1997) und Schlaganfall (Crumrine et al., 1994). In post mortem Gewebe von Alzheimer
Patienten konnte ein ebhter p53-Spiegel im Vergleich zu Geweben gleichaltriger Personen
gefunden werden (de la Monte et al. 1997). Einedbta p53 Immunoreaktiat wurde vor

allem in dystrophischen Fibrillen, welche die Amyloid-Plaques umgeben und in vielen Tau-
haltigen Neuriten beobachtet. Die Daten deuten darauf hin, dass détenpb3-Spiegel die
Anfalligkeit der Neuroneiir den induziertepSelbstmord” durch Apoptose widerspiegelt.
Entsprechend dnnte eine erniedrigte p53-Expression mit einetbatbn Resistenz einherge-

hen. Dieser Annahme entsprechend wurde mit Hilfe der Gen Expression Arrays eine vermin-
derte Expressionif p53 in Glu-Res Neuronen (s. Abschihitt 4]2.8) festgestellt. Eine Korrela-
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tion zwischen der Expression von p53 und neuronalem Zelltod, aastgirch Glutamat und
DNA-zersbrende Toxine, konnte auch schon in anderen Studien aufgezeigt werden (Hughes et
al., 1997; Sakhi et al., 1997; Uberti et al., 1998; Xiang et al., 1998; Inamura et al., 2000).

Die Verbindung zwischen p53 und Apoptose wurde durch die Arbeit von Culmsee und Kollegen
erhartet, in der neuronale Zellen durch Gabe eines spezifischen p53-Inhibitors vor Apoptose,
ausgebst durch DNA-zergirende Toxine, A-Peptid bzw. Glutamat, gesigtzt werden konn-

ten (Culmsee et al., 2001). Der erniedrigte p53 Spiegel ging dabei einher mit einer erniedrigten
Expression des p53 Zielgens Babr tlas auch in dieser Arbeit eine erniedrigte Expression in
den Glu-Res Neuronen festgestellt wurde. Auch andere Arbeiten zeigten, dass p53 die Produk-
tion und / oder die mitochondriale Translokation des proapoptotischen Bax Proteins stimuliert
(Wood and Youle, 1995; Jordan et al., 1997; Chen et al., 1999; Sheikh und Fornace, 2000).

Die Hinweise darauf, dass p53 in Apoptose involviert ist, sind sehr stark. Allerdings scheint
p53 auch in protektive Signalwege, wie z.B. die bereitsadmte DNA-Reparatur, involviert

zu sein (Kastan et al., 1991). Nach welchen Mechanismen p53 agiert, ist noch nictltigndg
geklart. Es ist denkbar, dass eine Zelle, deren DNA gédight wurde, zuachst versucht, diesen
Schaden durch einen p53-vermittelten Prozess zu reparieren. Wenn das &gjt)sodluziert

p53 den Zelltod durch Apoptose.

Mit Hilfe der Gen Expression Arrays wurde neben der verminderten Expredsig@b8 auch

eine reduzierte Expression anderer Tumor assoziierter Gene in Glu-Res Neuronen festgestellt.
Diese Gene kodiereriif die Proteine Bax, Gadd45, c-Myc und p57 (Kip2) (s. Abschnitt 4.2.8).
Dies lasst die genannten Proteine auf den ersten Blick als guten Ansatzpiunleuiroprotek-

tive Wirkstoffe erscheinen. Bei défberlegung, diese Entdeckungeir inen Therapieansatz

zu nutzen, darf jedoch nicht au3er Acht gelassen werden, dass p53 und die anderen genann-
ten Genprodukte auch Teile von Signalwegen sind, die bei Tumorzell@andent sind. Diese
Tatsache als solche ist nicht besonders verwunderlich, da Tumorzellen ebenfalls Zellen sind,
die sich als gegen Stress resistent erweisen. Bei Tumoren richtet sich die Resistenz gegen die
korpereigene Abwehr und u.U. sogar einige Therapieformen.

Das Eingreifen in diese Tumor-assoziierten Signalwege, um Neuronen gegen oxidativen Stress

zu sclitzen, wie z.B. bei Alzheimer- oder Schlaganfallpatienten, ist demnach jedoch extrem
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kritisch. Schnell Bnnte das Eingreifen in diese Signalwege in einer unkontrollierten Zelltei-
lung resultieren. Um irgendwann in der Lage zu sein, solche Signalwege als Therapieansatz in
Erwagung zu ziehen, ist es erforderlich, die Tumor assoziierten Signalwege noch besser zu ver-
stehen. Erst wenn das komplexe Netzwerk der Signaltransduktionswege in einer Zelle weiter
aufgekhrt ist, ist es u.U. raglich, gezielte Veinderungen in Tumor-assoziierten Signalwe-
gen vorzunehmen, die die Resistenz der Neuronen gegen toxische Einwirkungjeeneohne

gleichzeitig das Risiko katastrophaler Nebenwirkungen in sich zu bergen.

5.8 NFxB

Der nukleare FaktorB (NFxB) ist ein Transkriptionsfaktor, der usprglich in seiner Funkti-

on als Aktivator von Genen des Immunsystems bei &mizingsprozessen entdeckt wurde (Sen
und Baltimore, 1986). Siger wurde ihm besonderes Interesse zuteil, daB\#fer erste identifi-
zierte Transkriptionsfaktor war, dessen Aktatibuch durch oxidativen Stress induziert werden
kann (Schreck et al., 1991). Dies macht ihn zur potentiellen pharmazeutischen Zielstiwktur f
mit oxidativem Stress assoziierte Krankheiten, also aticMbrbus Alzheimer.

Der NFx<B Signalweg wird heute zu den wichtigsten antiapoptotischen Signalwegen der Zel-
le gezahlt. Zu seinen Zielgenermhlen u.a. die Geneaif Zytokine, Wachstumsfaktoren und
Zelladhasionsfaktoren (Baldwin, 1996). In dieser Studie wurde eine &stst Expression von
NFxB in den Glu-Res Neuronen im Vergleich zu HT-22 N festgestellt. Dies deutet darauf hin,
dass auch in den hier verwendeten resistenten Neuronen eine Protdddratiesen Signalweg
stattfinden Bnnte.

NF«xB ist ein heterodimeres Protein, das aus zwei Untereinheiten mit Molekulargewichten von
50 kDa bzw. 65 kDa zusammengesetzt ist. In seiner inaktiven Form ist es mit dem zytoplasmati-
schen ProteindB assoziiert. Verschiedene Stimuli, wie z.B. IL-1, Glutamat odéy Bewirken

eine Phosphorylierung und somit den Abbau der inhibitorischen EinkBit Dadurch wird
NFxB freigesetzt und kann in den Zellkeiibergehen, wo es durch Bindung =@B-responsive
Elemente auf der DNA die Transkription von Zielgenen induziert.

Die Expression sowie der Proteinspiegel veB kind in den Glu-Res im Vergleich zu den sensi-
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tiven HT-22 Neuronen nicht vandert (nicht gezeigte Daten aus GEArsMaus PathwayFinder-
1* und Western Blots). \@re dies der Fall geweseratte das die Bedeutung der beobachteten
erhbhten NF<B Expression (s. Abbildurig 4.0) deutlich vermindert.

Zur weiteren Kérung der Bedeutung des NB-Signalwegesiir die Resistenzvermittlung in
dem hier verwendeten Zellmodellanen zuatzliche Untersuchungen auf Proteinebebém
Unabtangig von deren Ausgang stellt NB jedoch in jedem Fall eine interessante Zielstruktur

fur neuroprotektive Wirkstoffe dar.

5.9 Differential Display

Mit Hilfe der Methode des Differential Display wurde ein Expressionsunterschied in zwei in-
teressanten Genen, dem AMC-Gen und der 26S Untereinheit des Proteasoms, festgestellt. Au-
Rerdem konnte mittels In-Situ-Hybridisierungen eine starke Expression dieser Gene im Hippo-
kampus der Maus nachgewiesen werden. Der Hippokampus ist besondglig &iinf oxidati-

ven Zelltod und weist im Gehirn von Alzheimer-Patienten einen grol3en Teil degenerierender
Neurone auf.

Uber die Funktion des AMC-Gens ist bislang nichts bekannt, folglich kdren die Bedeutung
seiner schacheren Expression in Glu-Res Neuronen im Vergleich zu HT-22 N Neuronen nur
spekuliert werden. Im idealen Falleave das Genprodukt von AMC in Signalwege involviert,

die Apoptose in Folge von oxidativem Stress @ash. Um diese Frage zuaken, niisste die
Expression von AMC auch in anderen Modellen getestet und der Einfluss von Inhibition bzw.
Uberexpression von AMC auf das Resistenzverhalten von Zellen untersucht werden.
Weiterhin ist zu khren, ob @ir dieses Gen auch ein humanes Homolog existiert, da ein sol-
ches in den Sequenzdatenbanken nicht aufgéfst. Ein erster Versuch, ein solches Homolog
durch Southern Blot Analyse nachzuweisen, deutet darauf hin, dass dieaehlieltsexistiert
(Resultate nicht gezeigt). Die Sonde hybridisierte mit einem humanen DNA-Fragement, das
durch Behandlung der DNA mit dem Restriktionsenzlyst | entstanden ist sowie mit einem
Maus-DNA-Fragment, das durch Inkubation mit dem RestriktionserZgmRVenstand. Die

Existenz eines humanen AMC-Homologs hat eine entscheidende Bedeiututig Relevanz
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des hier gefundenen Ergebnissésrieurodegenerative Erkrankungen beim Menschen.

Die 26S Untereinheit des Proteasoms ist ebenso wie das AMC-Gen in Glu-Res Neuronen
schwacher exprimiert als in HT-22 N Neuronddber die Funktion der ATP-afiimgigen Ubi-

quitin / Proteasom Kaskade ist mehr bekanntidler das AMC-Gen. Das 26S Proteasom ent-
steht, indem das 20S Proteasdber einen ATP-aldmgigen Weg mit anderen Untereinheiten
assoziiert (Eytan et al., 1989). Das 26S Proteasom ist im Zytoplasma und im Nukleus aller
eukaryontischen Zellen lokalisiert und ist in der Lage, ubiquitinylierte Proteine zu hydrolysie-
ren. Die Proteasom Akttt ist fur die Aufrechterhaltung des normalen Zellzyklus wichtig,
indem es die zeitlich abgestimmte Degradierung verschiedener Zellzyklusinhibitoren und Tran-
skriptionsfaktoren bewirkt. Zu diesefalzlen verschiedene Cycline (Sudakin et al., 1995), das
Tumorsuppressorprotein p53 (Maki et al., 1996) sowie die Transkriptionsfaktoren c-Jun (Treier
et al., 1994) und c-Myc (Ciechanover et al., 1991).

Die verminderte Expression des Proteasom-Gens scheint jedoch keine gravierenden Auswir-
kungen auf die Aufrechterhaltung des Zellzyklus in Glu-Res Neuronen zu haben, da sich die
Wachstumsgeschwindigkeit der Glu-Res Neuronen nicht von der der HT-22 N Zellen unter-
scheidet (s. Abbildung 4.4). Die Anreicherung der genannten Zellzyklusregulatoren wird in den
Glu-Res Neuronen wahrscheinligher einen anderen Mechanismus als die Proteasoémgbh

ge Degradierung verhindert. Einaglicher Regulationsmechanismusnkte die Inhibition der
Transkription sein, da zumindesirfp53 und c-Myc eine verminderte Expression dieser Gene

in Glu-Res im Vergleich zu HT-22 N Neuronen festgestellt werden konnte (s. Abbildung 4.20).
Dem Proteasom konnte intfineren Arbeiten auch eine Rolle bei Stress-induzierten Signal-
transduktionswegen nachgewiesen werden, indem es z.B. eine Rolle bei der Signal-induzierten
Degradierung vondBa, dem zytoplasmatischen Inhibitor von NB, spielt (Palombella et al.,
1994). In den Glu-Res Zellerlirt die verminderte Proteasom Expression jedoch nicht zu ei-
nem erldhten kBa-Spiegel, wie anhand von Western Blot Experimenten festgestellt werden
konnte (Daten nicht gezeigt).

Auch wenn aus dieser Arbeit nicht hervorgeht, ob und auf welche Weise die geringe Expres-
sion des 26S Proteasoms zur Resistenz gegen oxidativen Streagtbsitrist das Ergebnis

als solches doch sehr interessant. Das Proteasom ist generell ein wichtiger Koordinator von
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Zellzyklus- und Apoptose-Voingen und erwiesener Mal3en auch in die Reaktion von Zellen
auf Stress involviert. Weitere Untersuchungen siatigy um die Relevanz der erniedrigten Ex-

pression dieses Gens in den Glu-Res Zellen &dgein zu Bnnen.

5.10 Chip-Hybridisierung

Fur die Chip-Hybridisierung wurden Mikroarrays benutzt, die von Mikroarray-Gruppe des
Max-Planck-Insitutsiir Psychiatrie hergestellt wurden, indem PCR-Produkte der Mausgenban-
ken MMSV (Mus musculus sequence verified) und BMAP (Brain Molecular Anatomy Project)
auf Glasobjekttiger aufgebracht wurden. Die Ideatitder auf die Objekéiger aufgebrach-

ten cDNAs wurde nicht durch Sequenzieruigerpiift. Da erfahrungsgeéf? die Sequenzen

der klonierten cDNAs nicht immer mit den angegebenen NairEmeinstimmen, ist es wahr-
scheinlich, dass ein Teil der aufd@igirten Gennamen nicht mit den tathlich unterschiedlich
exprimierten Genefibereinstimmt. Dies énnte ein Grund déf sein, dass nur zwei von sie-

ben Expressionsunterschieden mit Hilfe der semiquantitativen PCRtigésterden konnten,

da die Primer iir die PCR anhand der in den Datenbanken unter dem jeweiligen Gennamen
aufgefihrten Sequenzen generiert wurden.

Um eine verassliche Aussagéber Expressionsunterschiede in den in Talpelle 4.1 aiifigesi
Genen treffen zudnnen, ist es notwendig, die Sequenz der auf den Chip aufgebrachten cDNAs
zu Uberpiifen. Aul3erdem muss der Expressionsunterschied mit Hilfe anderer Methoden, wie
z.B. der semiquantitativen PCR oder der Realtime PCR, verifiziert werden. Die Realtime PCR
ist dabei die sensitivere Methode. Ein diérforderliches Géit stand jedoch im Rahmen dieser
Arbeit nicht zur Verfigung, so dass nicht nachgewiesene Expressionsunterschiede eventuell
auch auf die relativ geringe Sensit&étder semiquantitativen PCR #gkzufihren sein knnen.
Nachgewiesen werden konnten bislang Expressionsunterschiede in den Genen der Glutathion
Reduktase 1 (Gsr) und der 3-Oxoacid CoA Transferase (Oxciprénd Gsr in den Glu-Res
Neuronen schacher exprimiert ist als in den HT-22 N Neuronen, ist das &nis fur Oxct
umgekehrt. Ob diese Expressionsunterschiede Einfluss auf das Resistenzverhalten der Zellen

nehmen oder ob sie lediglich einen Nebeneffekt der Langzeitinkubation mit Glutamat darstel-
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len, muss durch weitere Experimente gekiwerden. Es @ren zum Beispiel Transfektions-
Experimente denkbar, bei denen die genannten Gene in gegen oxidativen Stress sensitiven Zel-
len Gberexprimiert werden bzw. Knock-out-Experimente, bei denen dieses Gene gezielt ausge-
schaltet werden. Eine Behandlung dieser Zellen mit oxidativen Stressoren wie beispielsweise
Glutamat oder Wasserstoffperoxidimde Aufschluss d@iber geben, ob das Resistenzverhalten

der Zellen durch Expressionsunterschiede in den Kandidatengeréardeerwird.

Besonders interessant ist die beobachtete Expregsidasung iir Gsr, da dieses Gen sowohl

in den Glu-Res als auch den®&,-Res Neuronen sctiwcher exprimiert ist als in den HT-22 N
Neuronen (s. Abbildunjg 4.81). Da in der Literatur jedoch bislang nicht eine geringere, sondern
eher eine verérkte Expression von Gsr mit einer étfien Resistenz gegen oxidative Stressoren

in Verbindung gebracht wird (Mockett et al., 1999; White et al., 1999; Pena-Llopis et al., 2001),
liegt die Vermutung nahe, dass es sich um einen resistenzangigien Nebeneffekt handelt.

Es konnte bereits in @theren Arbeiten gezeigt werden, dass die Inkubation von Zellen mit
oxidativem Stress hervorrufenden Substanzen zu einer Reduktion der Glutathion Reduktase
fuhren kann (Montilla-Lopez et al., 2002; Dincer et al., 2002).

Die Funktion voriiber einem Drittel der in Tabelle 4.1 aufgéften Gene ist bislang unbekannt.

Dies sind sehr interessante Kandidaté&ndie Suche nach Genen, die in gegen oxidativen Stress
resistenten und sensitiven Zellen differentiell reguliert sind, da giglicherweise in bislang
unbekannte Signalwege involviert sind. Es ist durchagglioh, dass ein oder mehrere dieser
Gene einen Ansatzpunkiifeine Therapie von mit oxidativem Stress in Verbindung stehenden

neurodegenerativen Krankheiten wie z.B. Morbus Alzheimer darstefienti&n.



Literaturverzeichnis

Aberle, H., Bauer, A., Stappert, J., Kispert, A. & Kemler, R. (1998}catenin is a target for
the ubiquitin-proteasome pathwazMBO J16, 3797-3804.

Alvarez, A., Toro, R., Caceres, A. & Maccioni, R. (1999a), ‘Inhibition of tau phosphorylating
protein kinase cdk5 prevents beta-amyloid-induced neuronal dé&BS Lett459 421—
426.

Alvarez, G., Munoz-Montano, J., Satrustegui, J., Avila, J., Bogonez, E. & Diaz-Nido, J. (1999b),
‘Lithium protects cultured neurons agairnsamyloid-induced neurodegeneratioREBS
Lett. 453 260-264.

Alzheimer, A. (1907), Uber eine eigenartige Erkrankung der Hirnrinddllg. Zschr. Psychiatr.
Psychisch-Gerichtl. Medif4, 146-148.

Ankarcrona, M., Dypbukt, J., Bonfoco, E., Zhivotovsky, B., Orrenius, S., Lipton, S. & Nicote-
ra, P. (1995), ‘Glutamate-induced neuronal death: A succession of necrosis or apoptosis

depending on mitochondrial functiorleuron15, 961-973.

Bacus, S., Altomare, D., Lyass, L., Chin, D., Farrell, M., Gurova, K., Gudkov, A. & Testa, J.
(2002), ‘AKT2 is frequently upregulated in HER-2/neu-positive breast cancers and may

contribute to tumor aggressiveness by enhancing cell survidatpgen&1, 3532—-3540.

Baldwin, A. (1996), ‘The NF<B and kB proteins: New discoveries and insight&nnu. Rev.
Immunol.14, 649—-681.

Barry, M. & Eastman, A. (1993), ‘Identification of desoxyribonuclease Il as an endonuclease

involved in apoptosis’Arch. Biochem. Biophy800, 385—696.

108



LITERATURVERZEICHNIS 109

Behl, C. (1997), ‘Amyloids-protein toxicity and oxidative stress in Alzheimer’s disea&s|l
and Tissue Re290, 471-480.

Behl, C., Davis, J., Lesley, R. & Schubert, D. (1994), ‘Hydrogen peroxide mediates amyloid
protein toxicity’, Cell 77, 817-827.

Behl, C., Hovey, L., Krajewski, S., Schubert, D. & Reed, J. (1993), ‘Bcl-2 prevents killing of
neuronal cells by glutamate but not by amylgigrotein’, Biochem. Biophys. Res. Comm.
197, 949-956.

Berger, N. (1985), ‘Poly(ADP-ribose) in the cellular response to DNA damd&pjat. Res.
101, 4-15.

Blum, D., Wu, Y., Nissou, M., Arnaud, S., Alim-Louis-Benabid & Verna, J. (1997), ‘p53
and Bax activation in 6-hydroxydopamine-induced apoptosis in PC12 dBligin Res
751, 139-142.

Bonfoco, E., Krainc, D., Ankarcrona, M., Nicotera, P. & Lipton, S. (1995), ‘Apoptosis and
necrosis: two distinct events induced, respectively, by mild and intense insults with N-
methyl-D-aspartate or nitric oxide/superoxide in cortical cell culturegbc Natl Acad
SciU S A92, 7162-7166.

Boutros, M., Paricio, N., Strutt, D. & Mlodzik, M. (1998), ‘Dishevelled activates JNK and
discriminates between JNK pathways in planar polarity and wingless signa@edy’
94, 109-118.

Braak, E., Braak, H. & Mandelkow, E. (1994), ‘A sequence of cytoskeleton changes related
to the formation of neurofibrillary tangles and and neuropil threatista Neuropathol.
87, 554-567.

Braak, H. & Braak, E. (1998), ‘Evolution of neuronal changes in the course of Alzheimer’s
disease’,). neural Transm105 (Suppl. 53) 127-140.



LITERATURVERZEICHNIS 110

Busuttil, V., Bottero, V., Frelin, C., Imbert, V., Ricci, J., Auberger, P. & Peyron, J. (2002),
‘Blocking NF-kappaB activation in Jurkat leukemic T cells converts the survival agent

and tumor promoter PMA into an apoptotic effect@ncogen&1, 3213-3224.

Butterfield, D. & Kanski, J. (2001), ‘Brain protein oxidation in age-related neurodegenerative
disorders that are associated with aggregated protétehanisms of Aging and Deve-
lopmentl222 945-962.

Canman, C., Lim, D., Cimprich, K., Taya, Y., Tamai, K., Sakaguchi, K., Appella, E., Kastan,
M. & Siliciano, J. (1998), ‘Activation of the ATM kinase by ionizing radiation and phos-
phorylation of p53’,Science281, 1677-1679.

Chen, R., Saunders, P., Wei, H., Li, Z., Seth, P. & Chuang, D. (1999), ‘Involvement of
glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase (GAPDH) and p53 in neuronal apoptosis: evi-
dence that GAPDH is upregulated by p5BWNeuroscil9, 9654-9662.

Ciechanover, A., DiGiuseppe, J., Bercovich, B., Orian, A., Richter, J., Schwartz, A. & Brodeur,
G. (1991), ‘Degradation of nuclear oncoproteins by the ubiquitin system in vRrog
Natl Acad Sci USR8, 139-143.

Citron, M., Vigo-Pelfrey, C., Teplow, D., Miller, C., Schenk, D., Johnston, J., Winblad, B., Ve-
nizelos, N., Lannfelt, L. & Selkoe, D. (1994), ‘Excessive production of amyloid 3-protein
by peripheral cells of symptomatic and presymptomatic patients carrying the swedish fa-
miliar Alzheimer disease mutatiorProc. Natl. Acad. Sci. US81, 11993-11997.

Citron, M., Westaway, D., Xia, W., Carlson, G., Diehl, T., Levesque, G., Johnson-Wood, K., Lee,
M., Seubert, P., Davis, A., Kholodenko, D., Motter, R., Sherrington, R., Perry, B., Yao, H.,
Strome, R., Lieberburg, I., Rommens, J., Kim, S., Schenk, D., Fraser, P., Hyslop, P. S. G.
& Selkoe, D. (1997), ‘Mutant presenilins of Alzheimer’s disease increase production of
42-residue amyloid beta-protein in both transfected cells and transgenic MatéVjed.
3,67-72.

Cookson, M. & Shaw, P. (1999), ‘Oxidative stress and motor neurone dis&aéi, Pathol.
9, 165-186.



LITERATURVERZEICHNIS 111

Corley, S., Ladiwala, U., Besson, A. & Yong, V. (2001), ‘Astrocytes attenuate oligodendrocyte
death in vitro through an alpha(6) integrin-laminin-dependent mechan@in’'36, 281—
294,

Crawford, H., Matrisian, L. & Liaw, L. (1998), ‘Distinct roles of osteopontin in host defense
activity and tumor survival during squamous cell carcinoma progression in davicer
Res58, 5206-5215.

Cross, D., Alessi, D., Cohen, P., Andjelkovich, M. & Hemmings, B. (1995), ‘Inhibition of gly-
cogen synthase kinase-3 by insulin mediated by protein kinadeaBure378 785—789.

Crowder, R. & Freeman, R. (1998), ‘Phosphatidylinositol 3-kinase and akt protein kinase are
necessary and sufficient for the survival of nerve growth-dependent sympathetic neurons’,
J. Neuroscil8, 2933-2943.

Crowder, R. & Freeman, R. (2000), ‘Glykogen synthase kinase€ivity is critical for neu-
ronal death caused by inhibiting phosphatidylinositol 3-kinase or akt but nor for death

caused by nerve growth factor withdrawal. ,Biol. Chem275, 34266-34271.

Crumrine, R., Thomas, A. & Morgan, P. (1994), ‘Attenuation of p53 expression protects against

focal ischemic damage in transgenic mickCereb Blood Flow Metath4, 887—-891.

Culmsee, C., Zhu, X., Yu, Q.-S., Chan, S., Camandola, S., Guo, Z., Greig, N. & Mattson, M.
(2001), ‘A synthetic inhibitor of p53 protects neurons against death induced by ischemic

and excitotoxic insults, and amylojgipeptide’,Journal of Neurochemistry7, 220-228.

de la Monte, S., Sohn, Y. & Wands, J. (1997), ‘Correlates of p53- and Fas (CD95)-mediated

apoptosis in Alzheimer’s diseasdgurnal of Neurological Sciencd$2, 73-83.

Delcommenne, M., Tan, C., Gray, V., Rue, L., Woodgett, J. & Dedhar, S. (1998),
‘Phosphoinositide-3-OH kinase-dependent regulation of gykogen synthase kinase 3 and
protein kinase B / AKT by the integrin-linked kinas@roc Natl Acad Sci USA5, 11211
11216.



LITERATURVERZEICHNIS 112

Dias, S., Shmelkov, S., Lam, G. & Rafii, S. (2002), ‘VEGF(165) promotes survival of leuke-
mic cells by Hsp90-mediated induction of Bcl-2 expression apoptosis inhibiogd
99, 2532-2540.

Dincer, Y., Akcay, T., Alademir, Z. & llkova, H. (2002), ‘Effect of oxidative stress on gluta-
thione pathway in red blood cells from patients with insulin-dependent diabetes mellitus’,

Metabolismb1, 1360-1362.

Dirnagl, U., Lindauer, U., Them, A., Schreiber, S., Pfister, H.-W., Koedel, U., Reszka, R., Frey-
er, D. & Villringer, A. (1995), ‘Global cerebral ischemia in the rat: Online monitoring of
oxygen free radical production using chemiluminescencevo, J Cereb Blood Flow
Metab15, 929-940.

Dudek, H., Datta, S., Franke, T., Birnbaum, M., Yao, R., Cooper, G., Segal, R., Kaplan, D.
& Greenberg, M. (1997), ‘Regulation of neuronal survival by the serin-threonine protein

kinase Akt’,Science75 661-665.

Duff, K., Eckman, C., Zehr, C., Yu, X., Prada, C., Perez-tur, J., Hutton, M., Buee, L., Harigaya,
Y., Yager, D., Morgan, D., Gordon, M., Holcomb, L., Refolo, L., Zenk, B., Hardy, J. &
Younkin, S. (1996), ‘Increased amylojg42 (43) in brains of mice expressing mutant
presenilin 1’,Nature383 710-713.

Eliasson, M., Sampei, K., Mandir, A., Hurn, P., Traystman, R., Bao, J., Pieper, A., Wang, Z.,
Dawson, T., Snyder, S. & Dawson, V. (1997), ‘Poly(ADP-ribose) polymerase gene disrup-
tion renders mice resistant to cerebral ischenhat Med3, 1089-1095.

Endres, M., Wang, Z., Namura, S., Waeber, C. & Moskowitz, M. (1997), ‘Ischemic brain injury
is mediated by the activation of poly(ADP-ribose)polymera3€ereb Blood Flow Metab
17,1143-1151.

Esler, W. & Wolfe, M. (2001), ‘A portrait of Alzheimer secretases - new features and familiar
faces’,Science293 1449-1454.



LITERATURVERZEICHNIS 113

Eytan, E., Ganoth, D., Armon, T. & Hershko, A. (1989), ‘ATP-dependent incorporation of 20S
protease into the 26S complex that degrades proteins conjugated to ubidrram’ Natl.

Acad. Sci USA6, 7751-7755.

Falco, S. D., Gigante, B. & Persico, M. (2002), ‘Structure and function of placental growth
factor’, Trends Cardiovasc Metl2, 241.

Felsher, D., Zetterberg, A., Thu, J., TIsty, T. & Bishop, J. (2000), ‘Overexpression of MYC cau-
ses p53-dependent G2 arrest of normal fibroblaBisi¢c Natl Acad Sci USA7, 10544—
10548.

Ferrari, G. D. & Inestrosa, N. (2000), ‘Wnt signaling function in Alzheimer’s dised®elin
Research Revieva3, 1-12.

Fields, S. & Jang, S. (1990), ‘Presence of a potent transcription activating sequence in the p53
protein’, Science249, 1046—-1049.

Flood, D., Reaume, A., Dorfman, K., Lin, Y., Lang, D., Trusko, S., Savage, M., Annaert, W.,
Strooper, B. D., Siman, R. & Scott, R. (2002), ‘FAD mutant PS-1 gene-targeted mice:
Increased A beta 42 and A beta deposition without APP overproduchiearobiol Aging
23, 335-348.

Fuchs, S., Adler, V., Buschmann, T., Yin, Z., Wu, X., Jones, S. & Ronai, Z. (1998), ‘JNK targets
p53 ubiquitination and degradation in non-stressed c&lishes DeVl2, 2658—-2663.

Games, D., Adams, D., Alessandrini, R., Barbour, R., Berthelette, P., Blackwell, C., Carr, T.,
Clemens, J., Donaldson, T., Gillespie, F., Guido, T., Hagopian, S., Johnson-Wood, K.,
Khan, K., Lee, M., Leibowitz, P., Lieberburg, I., Little, S., Masliah, E., McConlogue,
L., Montoya-Zavala, M., Mucke, L., Paganini, L., Penniman, E., Power, M., Schenk, D.,
Seubert, P., Snyder, B., Soriano, F., Tan, H., Vitale, J., Wadsworth, S., Wolozin, B. &
Zhao, J. (1995), ‘Alzheimer-type neuropathology in transgenic mice overexpressing V717

(-amyloid precursor proteinNature373 523-527.



LITERATURVERZEICHNIS 114

Georges-Labouesse, E., Messaddeq, N., Yehia, G., Cadalbert, L., Dierich, A. & Meur, M. L.
(1996), ‘Absence of integrin alpha 6 leads to epidermolysis bullosa and neonatal death in
mice’, Nat Genetl3, 370-373.

Gomez-Isla, T., Hollister, R., West, H., Mui, S., Growdon, J., Petersen, R., Parisi, J. & Hyman,
B. (1997), ‘Neuronal loss correlates with but exceeds neurofibrillary tangles in Alzhei-

mer’s disease’Ann Neurol4l, 17-24.

Greeve, |., Hermans-Borgmeyer, |., Brellinger, C., Kasper, D., Gomez-Isla, T., Behl, C., Levkau,
B. & Nitsch, R. (2000), ‘The human DIMINUTO/DWARF1 homolog seladin-1 confers
resistance to Alzheimer’s disease-associated neurodegeneration and oxidativelsteess’,
Journal of Neuroscienc20, 7345—7352.

Gotz, J., Chen, F., van Dorpe, J. & Nitsch, R. (2001), ‘Formation of neurofibrillary tangles in
P301I tau transgenic mice induced by A2 fibrils’, Science293 1491-1495.

Haass, C. (1997), ‘Presenilins: Genes for life and deatbyron18, 687—-690.

Hardy, J. (1996), ‘Molecular genetics of Alzheimer's diseag&tta Neurol Scand Suppl
165 13-17.

Hardy, J. & Higgins, G. (1992), ‘Alzheimer’s disease: the amyloid cascade hypoti&sisiice
256, 184-185.

Hartl, F. & Martin, J. (1995), ‘Molecular chaperones in cellular protein foldir@uyrr. Biol.
5, 92-102.

Herreman, A., Serneels, L., Annaert, W., Collen, D., Schoonjans, L. & Strooper, B. D. (2000),
‘“Total inactivation of~y-secretase activity in presenilin-deficient embryonic stem cells’,
Nature Cell Biology2, 461-462.

Hetman, M., Cavanaugh, J., Kimelman, D. & Xia, Z. (2000), ‘Role of glycogen synthase kinase-
3b in neuronal apoptosis induced by trophic withdraw@hge Journal of Neuroscience
20, 2567-2574.



LITERATURVERZEICHNIS 115

Hong, M., Chen, D., Klein, P. & Lee, V.-Y. (1997), ‘Lithium reduces tau phophorylation by
inhibition of glycogen synthase kinase-3:,Biol. Chem272, 25326—-25332.

Hughes, P., Alexi, T. & Schreiber, S. (1997), ‘A role for the tumour suppressor gene p53 in

regulating neuronal apoptosi®euroreport8, v—Xii.

Hwang, D., Chae, K., Kang, T., Hwang, J., Lim, C., Kang, H., Goo, J., Lee, M., Lim, H.,
Min, S., Cho, J., Hong, J., Song, C., Paik, S., Cho, J. & Kim, Y. (2002), ‘Alterations in
behavior, amyloid beta-42, caspase-3, and Cox-2 in mutant PS2 transgenic mouse model

of Alzheimer’s diseaseFASEB J16, 805—-813.

livonen, S., Hiltunen, M., Alafuzoff, I., Mannermaa, A., Kerokoski, P., Pulj., Salminen,
A., Helisalmi, S. & Soininen, H. (2002), ‘Seladin-1 transcription is linked to neuronal

degeneration in Alzheimer’s diseasieurosciencd 13 301-310.

Inamura, N., Araki, T., Enokido, Y., Nishio, C., Aizawa, S. & Hatanaka, H. (2000), ‘Role of p53
in DNA strand break-induced apoptosis in organotypic slice culture from the cerebellum’,
J Neurosci Re§0, 450-457.

Ip, Y. & Davis, R. (1998), ‘Signal transduction by the c-Jun N-terminal kinase (JNK): From
inflammation to developmentCurr. Opin. Cell Biol.10, 205-219.

Irizarry, M., McNamara, M., Fedorchak, K., Hsiao, K. & Hyman, B. (1997), ‘APPsw transgenic
mice develop age-relateddAdeposits and neuropil abnormalities but no neuronal loss in
CAY’, J. Neuropathol. Exp. Neorob6, 965-973.

Ishiguro, K., Shiratsuchi, A., Sato, S., Omori, A., Arioka, M., Kobayashi, S., Uchida, T. &
Imahori, K. (1993), ‘Glycogen synthase kinase33s identical to tau protein kinase |

generating several epitopes of paired helical filameREBBS Lett325 167-172.

Jenner, P. & Olanow, C. (1996), ‘Oxidative stress and the pathogenesis of Parkinson’s disease’,
Neurology47, S161-S170.

Joachim, C., Morris, J. & Selkoe, D. (1989), ‘Diffuse senile plaques occur commonly in the

cerebellum in Alzheimer’s diseas&m. J. Pathol135, 309—-319.



LITERATURVERZEICHNIS 116

Jordan, J., Galindo, M., Prehn, J., Weichselbaum, R., Beckett, M., Ghadge, G., Roos, R., Lei-
den, J. & Miller, R. (1997), ‘p53 expression induces apoptosis in hippocampal pyramidal
neuron cultures’J Neuroscil7, 1397-1405.

Kane, D., Ord, T., Anton, R. & Bredesen, D. (1995), ‘Expression of bcl-2 inhibits necrotic
neural cell death’). Neurosci. Re<10, 269-275.

Kang, J., Lemaire, H., Unterbeck, A., Salbaum, J., Masters, C., Grzeschik, K., Multhaup, G.,
Beyreuther, K. & Muller-Hill, B. (1987), ‘The precursor of Alzheimer’s disease amyloid
A4 protein resembles a cell-surface recepthigfure325 733-736.

Kastan, M., Onyekwere, O., Sidransky, D., Vogelstein, B. & Craig, R. (1991), ‘Participation of
p53 protein in the cellular response to DNA dama@zincer Re$1, 6304-6311.

Kaufmann, S. (1989), ‘Induction of endonucleolytic DNA cleavage in human acute myeloge-
nous leukemia cells by etoposide, camptothecin, and other cytotoxic anticancer drugs: a
cautionary note’Cancer Res49, 5870-1878.

Kaufmann, S., Desnoyers, S., Ottaviano, Y., Davidson, N. & Poirier, G. (1993), ‘Specific proteo-
lytic cleavage of poly(ADP-ribose) polymerase: an early marker of chemotherapy-induced
apoptosis’Cancer Re$3, 3976-3985.

Kerr, J., Wylie, A. & Currie, A. (1972), ‘Apoptosis: a basic biological phenomenon with wide

ranging implications in tissue kineticdy. J. Cancer26, 239-257.

Kim, J., Choi, S., Kim, N., Jin, J., Choi, E., Carp, R. & Kim, Y. (2001), ‘Oxidative stress and
neurodegeneration in prion diseas#sin N Y Acad S@28 182-186.

Kitamura, Y., Shimohama, S., Kamoshima, W., Matsuoka, Y., Nomura, Y. & Taniguchi, T.
(1997), ‘Changes in p53 in the brains of patients with Alzheimer’s dise&sethem.
Biophys. Res. Commu32, 418-421.

Klein, P. & Melton, D. (1996), ‘A molecular mechanism for the effect of lithium on develop-
ment’, Proc. Natl Acad Sci USA3, 8455-8459.



LITERATURVERZEICHNIS 117

Knudson, C. & Korsmeyer, S. (1997), ‘Bcl-2 and Bax function independently to regulate cell
death.’,Nat Genetl6, 358—-363.

Kovacs, D., Fausett, H., Page, K., Kim, T., Moir, R., Merriam, D., Hollister, R., Hallmark,
0., Mancini, R., Felsenstein, K., Hyman, B., Tanzi, R. & Wasco, W. (1996), ‘Alzheimer-
associated presenilins 1 and 2: neuronal expression in brain and localization to intracellular

membranes in mammalian celllat. Med.2, 224—-229.

Kozopas, K., Yang, T., Buchan, H., Zhou, P. & Craig, R. (1993), ‘MCL1, a gene expressed
in programmed myeloid cell differentiation, has sequence similarity to BaR@¢ Natl
Acad Sci USA0, 3516—-3520.

LaCasse, E., Baird, S., Korneluk, R. & MacKenzie, A. (1998), ‘The inhibitors of apoptosis
(IAPs) and their emerging role in cance®ncogenel7, 3247-3259.

Lam, M., Dubyak, G., Chen, L., Nunez, G., Miesfeld, R. & Distelhorst, C. (1994), ‘Evidence
that Bcl-2 represses apoptosis by regulating endoplasmic reticulum-associated Ca2+ flu-
xes’, Proc Natl Acad Sci USA1, 6569-6573.

Landgrebe, J., Wurst, W. & Welzl, G. (2002), ‘Permutation validated principal components

analysis of microarray dataGenome Biolog®, research19.1-19.11.

Lewis, J., Dickson, D., Lin, W., Chisholm, L., Corral, A., Jones, G., Yen, S., Sahara, N., Skipper,
L., Yager, D., Eckman, C., Hardy, J., Hutton, M. & McGowan, E. (2001), ‘Enhanced
neurofibrillary degeneration in transgenic mice expressing mutant tau and 3&énce
293 1487-1491.

Lezoualc’h, F., Sagara, Y., Holsboer, F. & Behl, C. (1998), ‘High constitutivexlFactivity
mediates resistance to oxidative stress in neuronal célte, Journal of Neuroscience
18, 3224-3232.

Li, F., Ambrosini, G., Chu, E., Plescia, J., Tognin, S., Marchisio, P. & Altieri, D. (1998), ‘Control
of apoptosis and mitotic spindle checkpoint by surviviigture396, 580-584.



LITERATURVERZEICHNIS 118

Li, L., Yuan, H., Xie, W., Mao, J., Caruso, A., McMahon, A., Sussman, D. & Wu, D. (1999),
‘Dishevelled proteins lead to two signaling pathways. Regulation of LEF-1 and c-Jun N-

terminal kinase in mammalian cellsJ, Biol. Chem274, 129-134.

Li, Y., Xu, C. & Schubert, D. (1999), ‘The up-regulation of endosomal-lysosomal components

in amyloid G-resistant cells’Journal of Neurochemistry3, 1477-1482.

Lindahl, T., Satoh, M., Poirier, A. & Klunglad, A. (1995), ‘Posttranslational modification
of poly(ADP-ribose) polymerase induced by DNA strand breaksnds Biochem. Sci.
20, 405-411.

Lovestone, S., Hartley, C., Pearce, J. & Anderton, B. (1996), ‘Phosphorylation of tau by glyco-
gen synthase kinase-3 beta in intact mammalian cells: the effects on the organization and

stability of microtubules’Neuroscienc&3, 1145-1157.

Lovestone, S., Reynolds, C., Latimer, D., Davis, D., Anderton, B., Gallo, J., Hanger, D., Mu-
lot, S., Marquardt, B., Stabel, S. & Woodgett, J. (1994), ‘Alzheimer’s disease-like phos-
phorylation of the microtubule-associated protein tau by glycogen synthase kinase-3 in

transfected mammalian cell€urr. Biol. 4, 1077-1086.

Lowenthal, J., Zubler, R., Nabholz, M. & MacDonald, H. (1985), ‘Similarities between
interleukin-2 receptor number and affinity on activated B and T lymphocyiéatire
315 669-672.

MacGibbon, G., Lawlor, P., Walton, M., Sirimanne, E., Faull, R., Synek, B., Mee, E., Connor, B.
& Dragunow, M. (1997), ‘Expression of Fos, Jun and Krox family proteins in Alzheimer’s

disease’Exp.Neurol147, 316-332.

Maki, C., Huibregtse, J. & Howley, P. (1996), ‘In vivo ubiquitination and proteasome-mediated
degradation of p53(1)Cancer Re$6, 2649—-2654.

Marcus, D., Strafaci, J., Miller, D., Masia, S., Thomas, C., Rosman, J., Hussain, S. & Freed-
man, M. (1998), ‘Quantitative neuronal c-fos and c-jun expression in Alzheimer’s disease’,
Neurobiol. Agingl9, 393—-400.



LITERATURVERZEICHNIS 119

Marin, M., Fernandez, A., Bick, R., Brisbay, S., Buja, L., Snuggs, M., McConkey, D., von
Eschenbach, A., Keating, M. & McDonnell, T. (1996), ‘Apoptosis suppression by bcl-2 is
correlated with the regulation of nuclear and cytosolic Ca@¥icogenel 2, 2259-2266.

McKallip, R., Do, Y., Fisher, M., Robertson, J., Nagarkatti, P. & Nagarkatti, M. (2002), ‘Role
of CD44 in activation-induced cell death: CD44-deficient mice exhibit enhanced T cell

response to conventional and superantigdnsimmunol14, 1015-1026.

Miller, T., Tansey, M., Johnson, E. & Creedon, D. (1997), ‘Inhibition of phosphatidylinositol
3-kinase activity blocks depolarization- and insulin-like growth factor I-mediated survival
of cerebellar granule cells], Biol Chem272, 9847-9853.

Mockett, R., Sohal, R. & Orr, W. (1999), ‘Overexpression of glutathione reductase extends sur-
vival in transgenic Drosophila melanogaster under hyperoxia but not normbBAIBEB J
13, 1733-1742.

Monk, C., Webb, S. & Nelson, C. (2001), ‘Prenatal neurobiological development: molecular

mechanisms and anatomical chand#y Neuropsychdl9, 211-236.

Montague, J., Gaido, M., Frye, C. & Cidlowski, J. (1994), ‘A calcium dependent nuclease from
apoptotic rat thymocytes is homologous with cyclophilin: recombinant cyclophilins A, B,
and C have nuclease activity, Biol. Chem269, 18877-18880.

Montilla-Lopez, P., Munoz-Agueda, M., Lopez, M. F., Munoz-Castaneda, J., Bujalance-Arenas,
I. & Tunez-Finana, 1. (2002), ‘Comparison of melatonin versus vitamin C on oxidative
stress and antioxidant enzyme activity in Alzheimer’s disease induced by okadaic acid in

neuroblastoma cellsEur J Pharmacol51 237-243.

Moule, S., Welsh, G., Edgell, N., Foulstone, E., Proud, C. & Denton, R. (1997), ‘Regulation of
protein kinase B and glycogen synthase kinase-3 by insulin and beta-adrenergic agonists
in rat epididymal fat cells. Activation of protein kinase B by wortmannin-sensitive and
-insensitive mechanisms),Biol Chenm272, 7713-7719.



LITERATURVERZEICHNIS 120

Mudher, A. & Lovestone, S. (2002), ‘Alzheimer’s disease - do tauists and baptists finally shake
hands?’ TINS25, 22—-26.

Munoz-Montano, J., Moreno, F., Avila, J. & Diaz-Nido, J. (1997), ‘Lithium inhibits Alzheimer’s
disease like tau protein phosphorylation in neuroREBS Lett411, 183-188.

Nagy, Z., Esiri, M., Jobst, K., Morris, J., King, E., McDonald, B., Litchfield, S., Smith, A,
Barnetson, L. & Smith, A. (1995), ‘Relative roles of plaques and tangles in the dementia of
Alzheimer’s disease: correlations using three sets of neuropathological crii2eiagntia

6, 21-31.

Naslund, J., Haroutunian, V., Mohs, R., Davis, K., Davies, P., Greengard, P. & Buxbaum, J.
(2000), ‘Correlation between elevated levels of amyl@ideptide in the brain and cogni-
tive decline’,J. Amer. med. Asso283 1571-1577.

Neve, D., McPhie, Y. & Chen, Y. (2000), ‘Alzheimer’s disease: A dysfunction of the amyloid
precursor protein’Brain Res886, 54-56.

Nusse, R., Brown, A., Papkoff, J., Scambler, P., Shackleford, G., McMahon, A., Moon, R. &
Varmus, H. (1991), ‘A new nomenclature for int-1 and related genes: the wnt gene family’,

Cell 64, 231-232.

Oren, M., Reich, N. & Levine, A. (1982), ‘Regulation of the cellular p53 tumor antigen in
teratocarcinoma cells and their differentiated progemg| Cell Biol 2, 443-449.

Palombella, V., Rando, O., Goldberg, A. & Maniatis, T. (1994), ‘The ubiquitin-proteasome
pathway is required for processing the NF-kappa B1 precursor protein and the activation

of NF-kappa B’,Cell 78, 773—-785.

Pap, M. & Cooper, G. (1998), ‘Role of glycogen synthase kinase-3 in the phosphatidylinositol
3-kinase / Akt cell survival pathwayJ. Biol. Chem273 19929-19932.

Pei, J., Braak, E., Braak, H., Grundke-Igbal, I., Igbal, K., Winblad, B. & Cowburn, R. (1999),
‘Distribution of active glycogen synthase kinase 3beta (GSK-3beta) in brains staged for

Alzheimer disease neurofibrillary changesNeuropathol Exp Neurd8, 1010-1019.



LITERATURVERZEICHNIS 121

Peitsch, M., Polzar, B., Stephan, H., Crompton, T., MacDonald, H., Mannherz, H. & Tschopp, J.
(1993), ‘Characterization of the endogenousdeoxyribonuclease involved in nuclear DNA

degradation during apoptosis (programmed cell dea#NBO J.12, 371-377.

Pena-Llopis, S., Pena, J., Sancho, E., Fernandez-Vega, C. & Ferrando, M. (2001), ‘Glutathione-
dependent resistance of the European eel Anguilla anguilla to the herbicide molinate’,
Chemospherd5, 671-681.

Philp, A., Campbell, I., Leet, C., Vincan, E., Rockman, S., Whitehead, R., Thomas, R. & Phil-
lips, W. (2001), ‘The phosphatidylinositol 3'-kinase p85alpha gene is an oncogene in hu-

man ovarian and colon tumorE€ancer Re$1, 7426—7429.

Philpott, K., McCarthy, M., Klippel, A. & Rubin, L. (1997), ‘Activated phosphatidylinositol 3-
kinase and Akt kinase promote survival of superior cervical neurdiizll Biol 139, 809—
815.

Pitman, E. (1937), ‘Significance tests which may be applied to samples from any populations’,
Journal of the Royal Statistical Society (Series1B)19-130.

Portera-Cailliau, C., Hedreen, J., Price, D. & Koliatsos, V. (1995), ‘Evidence for apoptotic cell

death in Huntington disease and excitotoxic animal mod&IS'euroscil5, 3775-3787.

Pratico, D., Uryu, K., Leight, S., Trojanoswki, J. & Lee, V.-Y. (2001), ‘Increased lipid peroxi-
dation precedes amyloid plaque formation in an animal model of Alzheimer amyloidosis’,
The Journal of Neurosciené, 4183-4187.

Raycroft, L., Wu, H. & Lozano, G. (1990), ‘Transcriptional activation by wild-type but not
transforming mutants of the p53 anti-oncoger@Eience249, 1049-1051.

Reich, N. & Levine, A. (1984), ‘Growth regulation of a cellular tumour antigen, p53, in non-
transformed cells’Nature308 199-201.

Reynolds, C., Utton, M., Gibb, G., Yates, A. & Anderton, B. (1997), ‘Stress-activated protein
kinase / c-jun N-terminal kinase phosphorylates tau-protdinNeurochem68, 1736—

1744.



LITERATURVERZEICHNIS 122

Riederer, P., Sofic, E., Rausch, W., Schmidt, B., Reynolds, G., Jellinger, K. & Youdim, M.
(1989), ‘Transition metals, ferritin, glutathione and absorbic acid in Parkinsonian brains’,
J. Neurochemb2, 515-520.

Ritossa, F. (1962), ‘A new puffing pattern induced by temperature shock and DNP in drosophi-
la’, Experiential8, 571-573.

Roperch, J., Alvaro, V., Prieur, S., Tuynder, M., Nemani, M., Lethrosne, F., Piouffre, L., Gen-
dron, M., Israeli, D., Dausset, J., Oren, M., Amson, R. & Telerman, A. (1998), ‘Inhibition
of presenilin 1 expression is promoted by p53 and p21WAF-1 and results in apoptosis and

tumor suppressionNat. Med.4, 835-838.

Rosenthal, D., Ding, R., Simbulan-Rosenthal, C., Vaillancourt, J., Nicholson, D. & Smulson, M.
(1997), ‘Intact cell evidence for the early synthesis, and subsequent late apopain-mediated

suppression, of poly(ADP-ribose) during apoptodtXp Cell Re32 313-321.

Rossjohn, J., Cappai, R., Feil, S., Henry, A., McKinstry, W., Galatis, D., Hesse, L., Mult-
haup, G., Beyreuther, K., Masters, C. & Parker, M. (1999), ‘Crystal structure of the N-
terminal, growth factor-like domain of Alzheimer amyloid precursor protéWai Struct
Biol 6, 327-331.

Ryan, J., Prochownik, E., Gottlieb, C., Apel, I., Merino, R., Nunez, G. & Clarke, M. (1994),
‘c-myc and bcl-2 modulate p53 function by altering p53 subcellular trafficking during the

cell cycle’, Proc Natl Acad Sci USA1, 5878-82.

Sagara, Y., Dargusch, R., Chambers, D., Davis, J., Schubert, D. & Maher, P. (1998), ‘Cellular
mechanisms of resistance to chronic oxidative strésse Radical Biology & Medicine

24, 1375-1389.

Sakhi, S., Bruce, A., Sun, N., Tocco, G., Baudry, M. & Schreiber, S. (1997), ‘Induction of tumor
suppressor p53 and DNA fragmentation in organotypic hippocampal cultures following

excitotoxin treatment’Exp Neurol145, 81-88.



LITERATURVERZEICHNIS 123

Scheuner, D., Eckman, C., Jensen, M., Song, X., Citron, M., Suzuki, N., Bird, T., Hardy, J.,
Hutton, M., Kukull, W., Larson, E., Levy-Lahad, E., Viitanen, M., Peskind, E., Poorkaj,
P., Schellenberg, G., Tanzi, R., Wasco, W., Lannfelt, L., Selkoe, D. & Younkin, S. (1996),
‘Secreted amyloig-protein similar to that in the senile plaques of Alzheimer’s disease is
increased in vivo by the Presenilin 1 and 2 and APP mutations linked to familial Alzhei-
mer’'s diseaseNature Med 2, 864—870.

Schlondorf, J. & Blobel, C. (1999), ‘Metalloprotease-disintegrins: Modular proteins capable of
promoting cell-cell interactions and triggering signals by protein-ectodomain sheddling’,
Cell Sci112 3603-3617.

Schreck, R., Zorbas, H., Winnacker, E. &erle, P. (1991), ‘Reactive oxygen intermediates
as apparently widley used messengers in the activation of theB\franskription factor
and HIV-1’, EMBO J.10, 2247-2258.

Sen, R. & Baltimore, D. (1986), ‘Multiple nuclear factors interact with the immunoglobulin

enhancer sequence€ell 46, 705—-706.

Sevilla, L., Aperlo, C., Dulic, V., Chambard, J., Boutonnet, C., Pasquier, O., Pognonec, P. &
Boulukos, K. (1999), ‘The Ets2 transcription factor inhibits apoptosis induced by colony-
stimulating factor 1 deprivation macrophages through a Bcl-xL-dependent mechanism’,
Mol Cell Biol 19, 2624—-2634.

Sevilla, L., Zaldumbide, A., Carlotti, F., Dayem, M., Poghonec, P. & Boulukos, K. (2001), ‘Bcl-
XL expression correlates with primary macrophage differentiation, activation of functional
competence, and survival and results from synergistic transcriptional activation by Ets2
and PU.1’J Biol Chem276, 17800-17807.

Shaw, P., Bovey, R., Tardy, S., Sahli, R., Sordat, B. & Costa, J. (1992), ‘Induction of apoptosis
by wild-type p53 in a human colon tumor-derived cell lin€roc Natl Acad Sci USA
89, 4495-4499.

Sheikh, M. & Jr, A. F. (2000), ‘Role of p53 family members in apoptosisCell Physiol
182 171-181.



LITERATURVERZEICHNIS 124

Shimizu, S., Narita, M. & Tsujimoto, Y. (1999), ‘Bcl-2 family proteins regulate the release of
apoptogenic cytochrome c by the mitochondrial channel VDAGture399, 483-487.

Shiurba, R., Ishiguro, K., Takahashi, M., Sato, K., Spooner, E., Mercken, M., Yoshida, R.,
Wheelock, T., Yanagawa, H., Imahori, K. & Nixon, R. (1996), ‘Immunocytochemistry
of tau phosphoserine 413 and tau protein kinase | in Alzheimer patholBggin Res
737,119-132.

Shizuka-lkeda, M., Matsubara, E., Ikeda, M., Kanai, M., Tomidokoro, Y., Ikeda, Y., Watanabe,
M., Kawarabayashi, T., Harigaya, Y., Okamoto, K., Maruyama, K., Castano, E., George-
Hyslop, P. S. & Shoji, M. (2002), ‘Generation of amyloid beta protein from a presenilin-1
and beta APP complexBiochem Biophys Res Comm2@2, 571-578.

Simbulan-Rosenthal, C., Rosenthal, D., lyer, S., Boulares, A. & Smulson, M. (1998), ‘Transient
poly(ADP-ribosyl)ation of nuclear proteins and role of poly(ADP-ribose) polymerase in

the early stages of apoptosid’Biol Chem273 13703-13712.

Simon, M., Reikerstorfer, A., Schwarz, A., Krone, C., Luger, &tteR, M. & Schwarz, T.
(1995), ‘Heat shock protein 70 overexpression affects the response to ultraviolet light in
murine fibroblasts’J. Clin. Invest95, 926—933.

Sims, J., Berger, S. & Berger, N. (1983), ‘Poly(ADP-ribose) polymerase inhibitors preserve
nicotinamide adenine dinucleotide and adenosine 5'-triphosphate pools in DNA-damaged
cells: mechanism of stimulation of unscheduled DNA syntheBigichemistry22, 5188—

5194.

Stambolic, V., Ruel, L. & Woodgett, J. (1996), ‘Lithium inhibits glycogen synthase kinase-3

activity and mimics wingless signalling in intact cell€urr. Biol. 6, 1664—1668.

Steiner, H. & Haass, C. (2000), ‘Intramembrane proteolysis by preseniliastire Rev. Mol.
Cell Biol. 1, 217-224.

Strooper, B. D. & Annaert, W. (2000), ‘Proteolytic processing and cell biological functions of
the amyloid precursor protein], Cell Sci.113 1857-1870.



LITERATURVERZEICHNIS 125

Sudakin, V., Ganoth, D., Dahan, A., Heller, H., Hershko, J., Luca, F., Ruderman, J. & Hershko,
A. (1995), ‘The cyclosome, a large complex containing cyclin-selective ubiquitin ligase

activity, targets cyclins for destruction at the end of mitosi| Biol Cell 6, 185-197.

Suzuki, N., Cheung, T., Cai, X.-D., Odaka, A., Otvos, J., Eckman, C., Golde, T. & Younkin,
S. (1994), ‘An increased percentage of long amyloid beta protein secreted by familial
amyloid beta protein precursor (beta APP717) mutaftsience264, 1336—1340.

Sweatt, J. (2001), ‘The neuronal MAP kinase cascade: A biochemical signal integration system

subserving synaptic plasticity and memodournal of Neurochemistry6, 1-10.

Takashima, A., Honda, T., Yasutake, K., Michel, G., Murayama, O., Murayama, M., Ishiguro, K.
& Yamaguchi, H. (1998a), ‘Activation of tau protein kinase | glycogen synthase kinase-3
by amyloid 5 peptide (25-35) enhances phosphorylation of tau in hippocampal neurons’,
Neurosci. Res31, 317-323.

Takashima, A., Murayama, M., Murayama, O., Kohno, T., Honda, T., Yasutake, K., Nihonmat-
su, N., Mercken, M., Yamagichi, H., sugihara, S. & Wolozin, B. (1998b), ‘Presenilin 1
associates with glycogen synthase kinageaBid its substrate tauRroc. Natl. Acad. Sci.

USA95, 9637-9641.

Takashima, A., Noguchi, K., Michel, G., Mercken, M., Hoshi, M., Ishiguro, K. & Imahori, K.
(1996), ‘Exposure of rat hippocampal neurons to amyloid beta peptide (25-35) induces
the inactivation of phosphatidyl inositol-3 kinase and the activation of tau protein kinase

I/glycogen synthase kinase-3 betdgurosci Let03 33-36.

Takashima, A., Noguchi, K., Sato, K., Hoshino, T. & Imahori, K. (1993), ‘Tau protein kinase | is
essential for amyloid-protein-induced neurotoxicityRroc Natl Acad Sci USB0, 7789—

7793.

Tamaoka, A., Odaka, A., Ishibashi, Y., Usami, M., Sahara, N., Suzuki, N., Nukina, Mizusawa,
H., Shoji, S., Kanazawa, . & Mori, H. (1994), ‘APP717 missense mutation affects the ratio
of amyloid beta protein species (A beta 1-42/43 and A beta 1-40) in familial Alzheimer’s
disease brain']. Biol. Chem269, 32721-32724.



LITERATURVERZEICHNIS 126

Tamm, I., Wang, Y., Sausville, E., Scudiero, D., Vigna, N., Oltersdorf, T. & Reed, J. (1998),
‘IAP-family protein survivin inhibits caspase activity and apoptosis induced by Fas
(CD95), Bax, caspases, and anticancer drugahcer Re$8, 5315-5320.

Terry, R., Katzmann, R. & (eds.), K. B. (1998lzheimer’s diseas&lew York: Raven press.

Torriglia, A., Chaudun, E., Chany-Fournier, F., Jeanny, J., Courtois, Y. & Counis, M. (1995),
‘Involvement of Dnase Il in nuclear degeneration during lens cell differentiatigiol.
Chem.270, 28579-28585.

Treier, M., Staszewski, L. & Bohmann, D. (1994), ‘Ubiquitin-dependent c-Jun degradation in
vivo is mediated by the delta domairCell 78, 787—798.

Tyurina, Y., Tyurin, V., Carta, G., Quinn, P., Schor, N. & Kagan, V. (1997), ‘Direct evidence for
antioxidant effect of Bcl-2 in PC12 rat pheochromocytoma cefsth Biochem Biophys
344, 413-423.

Uberti, D., Belloni, M., Grilli, M., Spano, P. & Memo, M. (1998), ‘Induction of tumour-
suppressor phosphoprotein p53 in the apoptosis of cultured rat neurones triggered by ex-

citatory amino acids’Eur J NeuroscilO, 246—-254.

Ueki, K., Fruman, D., Brachmann, S., Tseng, Y., Cantley, L. & Kahn, C. (2002), ‘Molecular ba-
lance between the regulatory and catalytic subunits of phosphoinositide 3-kinase regulates

cell signaling and survivalMol Cell Biol 22, 965-977.

und P Cohen, T. K. (1999), ‘Activation of serum- and glucocorticoid-regulated protein kinase by
agonists that activate phosphatidylinositide 3-kinase is mediated by 3-phosphoinositide-

dependent protein kinase-1 (PDK1) and PDK&pchem B39, 319-328.

Vassar, R. & Citron, M. (2000), ‘Abeta-generating enzymes: Recent advances in beta- and

gamma-secretase researduron27, 419-422.

Wallach-Dayan, S., Grabovsky, V., Moll, J., Sleeman, J., Herrlich, P., Alon, R. & Naor, D.
(2001), ‘CD44-dependent lymphoma cell dissemination: a cell surface CD44 variant, rat-

her than standard CD44, supports in vitro lymphoma cell rolling on hyaluronic acid sub-



LITERATURVERZEICHNIS 127

strate and its in vivo accumulation in the peripheral lymph node€ell Scill4, 3463—
3477.

Weller, M., Schulz, J., Wullner, U., Loschmann, P., Klockgether, T. & Dichgans, J. (1997),
‘Developmental and genetic regulation of programmed neuronal ddat€ural Transm
Suppl50, 115-23.

White, A., Collins, S., Maher, F., Jobling, M., Stewart, L., Thyer, J., Beyreuther, K., Masters,
C. & Cappai, R. (1999), ‘Prion protein-deficient neurons reveal lower glutathione re-
ductase activity and increased susceptibility to hydrogen peroxide toxiaity’J Pathol
155 1723-1730.

Wiedau-Pazos, M., Trudell, J., Altenbach, C., Kane, D., Hubbell, W. & Bredesen, D. (1996),
‘Expression of bcl-2 inhibits cellular radical generatioffee Radic Reg4, 205-212.

Wijesekera, D., Zarama, M. & Paller, M. (1997), ‘Effects of integrins on proliferation and apop-

tosis of renal epithelial cells after acute injuri€idney Int52, 1511-1520.

Wodarz, A. & Nusse, R. (1998), ‘Mechanisms of Wnt signaling in developm@miu. Rev.
Cell. Dev. Biol.14, 59-88.

Wolozin, B., Iwasaki, K., Vito, P., Ganjei, J., Lacana, E., Sunderland, T., Zhao, B., Kusiak, J.,
Wasco, W. & D’Adamio, L. (1996), ‘Participation of presenilin 2 in apoptosis: Enhanced
basal activity conferred by an Alzheimer mutatio8Gience274, 1710-1713.

Wood, K. & Youle, R. (1995), ‘The role of free radicals and p53 in neuron apoptosis in Vivo’,
Neuroscil5, 5851-5857.

Woodgett, J. (1990), ‘Molecular cloning and expression of glycogen synthase kinase-3/factor
A’, EMBO J9, 2431-2438.

Xiang, H., Kinoshita, Y., Knudson, C., Korsmeyer, S., Schwartzkroin, P. & Morrison, R. (1998),

‘Bax involvement in p53-mediated neuronal cell deahNeuroscil8, 1363—-1373.



LITERATURVERZEICHNIS 128

Xiao, Z., Chen, J., Levine, A., Modjtahedi, N., Xing, J., Sellers, W. & Livingston, D. (1995),
‘Interaction between the retinoblastoma protein and the oncoprotein MDN&ture
375 694-698.

Xu, X., Yang, D., Wyss-Coray, T., Yan, J., Gan, L., Sun, Y. & Mucke, L. (1999), ‘Wild-type but
not Alzheimer mutant amyloid precursor protein confers resistance against p53-mediated

apoptosis’Proc Natl Acad Sci USAG6, 7547—-7552.

Yamatsuiji, T., Okamoto, T., takeda, S., Muryama, Y., Tanaka, N. & Nishimoto, I. (1996), ‘Ex-
pression of V642 APP mutant causes cellular apoptosis as Alzheimer trait phenotype’,
EMBO J15, 498-5009.

Yang, Y., Dudoit, S., Luu, P., Lin, D., Peng, V., Ngai, J. & Speed, T. (2002), ‘Normalization for
cDNA microarray data: a robust composite method addressing single and multiple slide

systematic variation™Nucleic Acids ReS80, el5.

Yao, R. & Cooper, G. (1995), ‘Requirement for phosphatidylinositol-3 kinase in the prevention
of apoptosis by nerve growth factoBgcience267, 2003—2006.

Ye, X., Mehlen, P., Rabizadeh, S., VanArsdale, T., Zhang, H., Shin, H., Wang, J., Leo, E.,
Zapata, J., Hauser, C., Reed, J. & Bredesen, D. (1999), ‘TRAF family proteins interact
with the common neurotrophin receptor and modulate apoptosis inducii@nsl Chem
274, 30202—-30208.

Yonish-Rouach, E., Resnitzky, D., Lotem, J., Sachs, L., Kimchi, A. & Oren, M. (1991), ‘Wild-
type p53 induces apoptosis of myeloid leukaemic cells that is inhibited by interleukin-6’,
Nature352 345-347.

Yost, C., Torres, M., Miller, J., Huang, E., Kimelman, D. & Moon, R. (1996), ‘The axis-inducing
activity, stability, and subcellular distribution gf-catenin is regulated in Xenopus em-

bryos by glycogen synthase kinase Ggnes De\l0, 1443-1454.

Yuan, Z., Feldman, R., Sun, M., Olashaw, N., Coppola, D., Sussman, G., Shelley, S., Nicosia,
S. & Cheng, J. (2002), ‘Inhibition of JNK by cellular stress- and tumor necrosis factor



LITERATURVERZEICHNIS 129

alpha-induced AKT2 through activation of the NF kappa B pathway in human epithelial
cells’, J Biol Chem277, 29973-29982.

Zheng-Fischhofer, Q., Biernat, J., Mandelkow, E., lllenberger, S., Godemann, R. & Mandel-
kow, E. (1998), ‘Sequential phosphorylation of Tau by glycogen synthase kinaaae3
protein kinase A at Thr212 and Ser214 generates the Alzheimer-specific epitope of an-
tibody AT100 and requires a paired-helical-filament-like confirmati&noir. J. Biochem.

252, 542-552.



Dank

Ich danke ganz herzlich Herrn Prof. Dr. Christian Behl, der mir diese Arbeit in seiner Gruppe
ermbglichte. Er fand immer die Zeit, auftretende Probleme zu diskutieren und ermutigte mich
dazu, die gewonnenen Ergebnisse vor Fachpublikumaseptieren.

Ein ganz besonderer Dank geht an Frau Dr. Sharon Goodenough, die mich in die Methoden der
Molekularbiologie einfihrte und mir bei allen Fragen geduldig weiterhalf. Ihre humorvolle Art
schuf eine sehr angenehme Atmoamh bei der der Spassalwend der Arbeit nicht zu kurz
kam.

Ich danke auch Dr. Bernd Moosmanir fdie Etablierung der Glutamat-resistenten Zellen, so-
wie Dr. Dieter Mantheyiir die Hilfe beim Differential Display. Ebenso geht ein Dank an alle
weiteren Gruppenmitgliedetf kritische Diskussionen und Anregungen. Den technischen An-
gestellten Isabel Birg und Barbara Berningchte ich tir ihre Freundlichkeit und Hilfsbereit-
schaft herzlich danken.

Der Mikroarray-Gruppe des MPUf Psychiatrie danke icliif die Hilfe bei dem Chip-Experiment.
Herrn PD Dr. Lutz und Herrn Prof. Dr. Dr. h.c. Neuweiler danke itih die Ubernahme der
Gutachten.

Ein ganz herzlicher Dank geht auch an meinen Freund Oliver Bibel, der immer grossasiferst
nis fur meine Arbeit und damit verbundene Einsatikungen der Freizeit aufbrachte. Bei Schwie-

rigkeiten mit dem Textverarbeitungsprogramm konnte ich immer auf seine Hitfen.

130



Lebenslauf

Persdnliche Daten

Schulausbildung

Studium

Name:
Geburtsdatum:
Geburtsort:

Nationalitt;

August 1980 - Juni 1984
August 1984 - Juni 1993

Oktober 1993 - April 2000

Oktober 1993 - Juni 1994

Oktober 1994 - April 2000

Monika Schfer

12. April 1974
dlich

deutsch

Katholische Grundschuiikch
Bdchengymnasiunulch
Abschluss: Abitur

Gesamtnote: 1.2

Rheinisch Weslische Technische
Hochschule (RWTH), Aachen

deher: Mathematik, Biologie
(Lehramt, Sekundarstufe II)

Fach: Biologie

Abschluss: Diplom mit Auszeichnung

Juni 2000 - Dezember 2002 Ludwig-Maximilians-Univeasit

131

Minchen
Promotion am Max-Planck

Institut fur Psychiatrie



	Inhaltsverzeichnis
	Zusammenfassung
	Einleitung
	Pathogenetische Merkmale der Alzheimer Krankheit
	Das Amyloid-Vorläuferprotein
	Die Amyloid - und die Tau-Hypothese
	Der Wnt-Signalweg
	Selektive Neurodegeneration

	Oxidativer Stress
	Amyloid  als Induktor von oxidativem Stress
	Glutamat als Induktor von oxidativem Stress

	Apoptose und Nekrose
	Gene im Zusammenhang mit Apoptose und oxidativem Stress
	Ziel der Arbeit

	Methoden
	Zellkultur
	Herstellung H2O2-resistenter Zelllinien
	Herstellung Glutamat-resistenter Zelllinien

	Toxizitäts-Tests
	Wachstumskurven
	Western Blots
	RNA-Isolation
	RNA-Aufreinigung
	Northern Blots / Slot Blots
	Northern Blotting
	Slot Blotting
	Markierung der Sonden
	Hybridisierung der Northern Blots / Slot Blots

	Reverse Transkription
	Polymerasekettenreaktion (PCR)
	Gen Expression Arrays
	Differential Display (DD)
	Reinigung und Reamplifikation von DD-Banden
	Klonierung

	In Situ Hybridisierung
	Chip-Hybridisierung
	Herstellung Cy3- bzw. Cy5-markierter cDNA
	Aufreinigung der Proben
	Hybridisierung

	Geräte- und Materialliste

	Ergebnisse
	Das Zellmodell
	Morphologie der neuronalen Zellen
	Vergleich der Wachstumsgeschwindigkeiten
	Selektive Resistenz gegen oxidative Stressoren

	Untersuchung aus der Literatur bekannter Alzheimer-assoziierter Signalwege
	Glykogen Synthase Kinase-3
	Amyloid-Vorläuferprotein (APP)
	Bcl-2 / Bax Familie
	MAP Kinase
	PARP
	Seladin-1
	Hitzeschock-Proteine
	Gen Expression Arrays

	Suche nach neuen Genen
	Differential Display
	Verifizierung der Gene aus dem Differential Display
	Chip-Hybridisierung
	Verifizierung der Gene aus der Chip-Hybridisierung

	Zusammenfassung der wesentlichen Ergebnisse
	Zukünftige Versuche

	Diskussion
	GSK-3
	APP
	Bcl-2 / Bax-Signalweg
	PARP
	Seladin-1
	Hitzeschock-Proteine
	p53 und andere Tumor-assoziierte Signalwege
	NFB
	Differential Display
	Chip-Hybridisierung

	Literaturverzeichnis
	Dank
	Lebenslauf

