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Einleitung

1 Einleitung

Bei der zelluldren Signalweiterleitung vermittelt durch Calcium (Ca®") handelt es sich um
einen grundlegenden, evolutionér urspriinglichen und ubiquitdren Mechanismus, der eine
Vielzahl alltdglicher Funktionen der Zelle reguliert. So konnen u.a. die Muskelkontraktion,
die neuronale Kommunikation, die Proliferation oder auch die Apoptose Ca’*-abhingig
gesteuert werden (zur Ubersicht Carafoli und Brini, 2001). Der regulire zytosolische Ca®'-
Gehalt [Ca®"); liegt zwischen 50 und 150 nM und kann bei einem Ca*"-Einstrom (Influx)
kurzfristig bis auf 5 pM ansteigen, was die Aktivierung verschiedenster Ca’ -abhingiger
Effektoren, wie Enzyme, Transkriptionsfaktoren u.a. zur Folge haben kann. Die Einhaltung
eines Ca’"-Homdostase muss daher streng kontrolliert werden (s. 1.1), was durch spezielle
Ca’’-Pumpen, -Kanile, Ca®"-bindende Proteine und durch Ca®" selbst erfolgt. Aufgrund
seiner chemischen Eigenschaften neigt Ca’" zur Komplexbildung mit niedermolekularen
Anionen und 16st sich dadurch z.B. schlechter als Magnesium in wéssrigem Milieu, womit
Ca®" selbst zur Erhaltung der Homdostase beitrigt. Ob und welche Stérungen des Ca®'-
Gleichgewichts in pathologischen, neurodegenerativen Prozessen, wie sie z.B. der
Parkinson-Krankheit (PD, engl.: Parkinson's Disease) ablaufen, ist von grofler Bedeutung
fiir die Aufklirung von Krankheitsursachen und letztendlich bei der Verbesserung von
Priavention und Therapiekonzepten. Interessant ist im Weiteren v.a. die Beantwortung der
Frage, welche altersabhingigen Verinderungen bei der Ca*"-Homdostase auftreten und, ob
diese bei der Entstehung von altersabhéngigen neurodegenerativen Krankheiten eine Rolle

spielen.

In der vorliegenden Dissertation wurden diese Fragestellungen unter Anwendung einer
neuen, auf dem griin fluoreszierenden Protein (GFP, engl.: green fluorescent protein)
basierenden Generation von optischen Ca2+-Indikatoren, ,Cameleon®, untersucht. Um
Verinderungen der Ca*'-Homdostase bei altersassoziierten neurodegenerativen Prozessen
zu analysieren, wurden primdre Mittelhirnzellen und SH-SY5Y-Neuroblastomazellen mit
dem am Tiermodel eine Parkinson-Symptomatik auslosenden experimentellen Neurotoxin,
dem Methyl-Phenyl-Pyridin (MPP"), behandelt. Weiterhin wurden gealterte primire
Fibroblasten, sowie Mittelhirne gealterter Miuse fir die Untersuchung der Ca’'-

Homoostase wihrend der normalen Alterung herangezogen.
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1.1 Physiologie der Ca**-vermittelten Signalgebung

Ca’" dient der Zelle, Signale von auBBen in das Innere weiterzuleiten und innerhalb der Zelle
und ihrer Kompartimente molekulare Prozesse zu steuern (Berridge et al., 2000; Berridge,
2005). Der Ca*"-Einstrom in das Zytosol erfolgt aus dem Extrazellulirraum oder aus dem
endoplasmatischen Retikulum (ER), angetrieben durch einen starken elektrochemischen
Gradienten. Die Strome werden tiber Pumpen und Kanéle (s. 1.1.1) gesteuert und kénnen
sich in Form von Wellen mit variabler Amplitude, Frequenz oder Stéirke iiber die ganze
Zelle ausbreiten oder als lokales Ereignis auftreten. Diese sogenannten Ca’'-
Mikrodoménen (Rizzuto et al., 1992, 1993; Cheng et al., 1993; Bootman et al., 1997), sind
entweder an der Zellmembran in der Nidhe von Ca2+-Inﬂux-Kanéilen, am ER oder
Mitochondrium in der Nahe dort lokalisierter Ca’’-Kanile zu finden. Neben Ca’'-
bindenden Proteinen, die als Effektoren dienen (s. 1.1.2), sind das ER und das
Mitochondrium als Ca®"-Puffer und Reservoir wesentliche Faktoren fiir die Ca*'-
Homoostase (Laude und Simpson, 2009). So wird diskutiert, dass das Mitochondrium tiber
die transiente Ca®"-Aufnahme Signale méglicherweise dekodiert bzw. integriert und damit
einen nicht unerheblichen Einfluss auf die Ca*’-Homgostase ausiibt (Robb-Gaspers et al.,
1998). AuBerdem besitzen Mitochondrien kurzfristig eine sehr hohe Ca’"-Kapazitit, da
Ca®" in den Mitochondrien in Form von Hydroxyapatit prizipitieren kann. Im Zytosol hat
Ca®" nur sehr begrenzte Diffusionsstrecken, da es, aufgrund der groBen Anzahl an Ca®'-
bindenden Proteinen, rasch gebunden wird. Uber diese Ca’"-aktivierten Ca®’-bindenden
Proteine werden verschiedenste zelluldre Prozesse von der Enzymaktivitit bis zu der

Genexpression reguliert (s. 1.1.2).

1.1.1 Mechanismen des Ca’*-Ein- und Ausstroms

Der Ca®"-Einstrom wird iiber (1) spannungsgesteuerte Kanile (VGCC, engl.: voltage gated
calcium channel) und (2) ligandengesteuerte (ionotrope) Rezeptoren (ROC, engl.: receptor
operated calcium channel) an der Zellmembran (z.B. glutamterge Rezeptoren) sowie iiber
(3) Rezeptoren des ER, dem Inositoltriphosphat(IP;)-Rezeptor und Ryanodinrezeptor
(RyR) verwirklicht. AuBerdem kann Ca®’ aus intrazelluldren Speichern iiber die Ca’'-
induzierte Ca”*-Freisetzung (CICR, engl.: Ca®"-induced Ca*"-release (s. Abb. 1) mobilisiert
werden (Galione and Churchill, 2002), was bedeutet, dass Ca®' bei einer IP5- oder RyR-
vermittelten Ca®’-Freisetzung diese selbst potenzieren kann. Durch einen noch wenig
verstandenen Mechanismus kann der Ca*"-Influx aus dem Extrazelluldrraum zusitzlich

auch iiber intrazellulire Ca®"-Speicher gesteuert werden (Liao et al., 2008).
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Abbildung 1: Schematische Darstellung der Mechanismen der zelluldren Ca**-Homdoostase.
Der Ca*-Flux Uber die Membranen der Zelle und ihrer Kompartimente erfolgt u.a. Uber die
verschiedenen dargestellten Kanale und Pumpen (s. auch Text 1.1.1): Der Efflux aus dem Zytosol
erfolgt Uber PMCA (Plasmamembran Ca”-ATPase), Na/Ca** (Natrium/Calcium-Austauscher),
SERCA (Sarko/Endoplasmatisches Retikulum Ca”*-ATPase), SPCA (Ca’*-ATPase des Golgi-
Apparat, nicht abgebildet). Der Influx kann aus dem Extrazellularraum Uber spannungs (VGCC)-,
rezeptor (ROC)-, oder speichergesteuerte (SOC, s. gerader Pfeil) Kanale erfolgen. Aufterdem kann
Ca®" aus intrazelluldren Speichern freigesetzt werden, vermittelt Gber Ryanodinrezeptoren (RyR)
und IPs-Rezeptoren (IP3-R). Auf diese Weise freigesetztes Ca®" kann wiederum Ca®" freisetzen
(gebogener Pfeil: CICR, gerader Pfeil SOC). Mitochondrien dienen der transienten Ca®*-Aufnahme
und Dekodierung. Der mitochondriale Flux wird Uber einen bislang noch postulierten Kanal (MCU:
mitochondrial Ca®*-Uniporter bzw. tber den mitochondrialen Na/Ca*-Austauscher und H/Ca*'-
Austauscher (nicht abgebildet) gesteuert. Diese und andere Ca®*-bindende Proteine (CBP) halten
[Ca2+]i im unteren nanomolaren Bereich. Wahrend des Alterns kommt es zu Fehlfunktionen. Der
Funktionsverlust dieser regulatorischen Faktoren kann die Ca”"-Homoostase empfindlich
beeintrachtigen, somit zu Veranderungen lokaler Ca**-Stréme und -Konzentrationen fiihren, was
letztendlich durch die Veranderung der Genexpression und von Enzymaktvitadten degenerative
Prozesse einleiten kann (ER: Endoplasmatisches Retikulum, IP;: Inositol-Tris-Phosphat, Mt:
Mitochondrium, N: Nukleus, PLC: Phospholipase C, PIP,: Phosphatidyl-Inositol-Bis-Phosphat).
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Man spricht dabei von ,,store operated Ca®” entry* (SOCE). Dabei wird vermutet, dass die
transienten Rezeptor-Potential-Proteine (TRPC) im Komplex mit ORAI-Proteinen, die mit
4 Dominen die Membran durchspannen, einen nicht selektiven Ca”’-permeablen
Kationenkanal bilden, der iiber das Transmembranprotein STIM-1 reguliert wird. Des
Weiteren befinden sich Ca**-ATPasen an der Plasmamembran (PMCA1-4) sowie in den
Membranen des ER (SERCAL1 u. 2) und des Golgi-Netzwerks (SPCA1-3), die mit den
Na/Ca®"-Austauschern der Plasmamembran ein System bilden, das den Ca®"-Efflux steuert.
Diese und weitere Kanile sorgen fiir eine strenge Kontrolle der Ca’-Homdostase und
halten die intrazellulire Konzentration so stabil im unteren nanomolaren Bereich.
Verinderungen der basalen zytosolischen Ca’'-Konzentration sind grundsitzlich durch

einen verianderten Ca®-Influx bzw. -Efflux bedingt.

1.1.1.1 Expressionsmuster, Isoformen, Struktur und Funktion der Plasmamembran
Ca’"-ATPase PMCA
Die PMCA-Familie umfasst vier Isoformen und mindestens 20 Splicevarianten, die
gewebespezifisch exprimiert werden und somit unterschiedlichen Anforderungen
verschiedener Gewebe, einzelner Zelltypen oder Erfordernissen wéhrend bestimmter
Entwicklungsphasen gerecht werden (Brini, 2008; Di Leva et al., 2008). Wahrend PMCA1
und 4 ubiquitdr vorkommen, werden PMCA2 und 3 gewebespezifisch, vor allem im
zentralen Nervensystem (ZNS), exprimiert (Stauffer et al., 1995, 1997; Zacharias et al.,
1995; Burette et al., 2003; Strehler et al., 2007). Im ZNS sind PMCA1 und 4 im
Telenzephalon (Endhirn) besonders stark vertreten. PMCA2 kommt dagegen
vergleichsweise hdufig im Zerebellum (Kleinhirn) vor und PMCA3 im Plexus Choroideus,
einem Adergeflecht der Ventrikel. Es zeigen sich jedoch auch innerhalb topographisch eng
benachbarter Gebiete Unterschiede. So ist z.B. PMCA2, die im Mittelhirn in relativ
geringen Mengen vorkommt, die dominierende Isoform des Striatums. Das Striatum
besteht aus den zu den Basalganglien gehdrenden Strukturen Putamen und Nukleus
Kaudatus, welche sich bereits im Telencephalon befinden, jedoch iiber die dopaminergen

Bahnen aus dem Mittelhirn versorgt werden.

Die vier PMCA-Isoformen werden durch vier verschiedene Gene kodiert, die auf
unterschiedlichen Chromosomen liegen (12q21-q23, 3p25-p26, Xq28 und 1q25-q32). Alle
Genprodukte weisen eine durchgehenden Polypeptidkette auf, die vier zytosolische

Schleifen und zehn Transmembransegmente (TM) umfasst (s. Abb. 2). Beginnend am

10
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zytosolischen N-Terminus ist die A-Doméne lokalisiert, die sich in einer Schleife zwischen
dem 2. und 3. Membransegment fortsetzt, die die sogenannte Spleifistelle A (splicing site
A) beinhaltet und fiir die Lokalisation in apikalen Membranen polarer Zellen von

Bedeutung ist (Antalffy et al., 2011).

Abbildung 2: Struktur der Plasmamembran-Ca**-ATPase (PMCA). PMCA besitzt zehn
Transmembransegmente (TM), sowie die zytosolisch gelegene N-terminale und C-terminale
Domaéane und zusatzlich die zytosolische Schleifen zwischen TM 2 und 3 und zwischen TM4 und 5.
(Quelle: (Di Leva et al., 2008), weitere Beschreibung s. Text 1.1.1.1)

Zwischen TM 4 und 5 befindet sich die 2. intrazelluldire Doméne, die die katalytische
ATPase-Funktion, besitzt, einen als N-Domine bezeichneten konservierten Lysin-(K)-Rest
besitzt, der als ATP-Bindungsstelle dient und eine als P-Domine bezeichnete
Phosphorylierungsstelle in Form eines Aspartat-(D)-Restes. Der C-Terminus bildet
letztendlich die dritte intrazelluldre Doméne, die zum einen eine weitere Spleifstelle (splice
site C) besitzt und zum anderen wichtig fiir die Regulation der Aktivitit ist. Die
zytosolische Schleife besitzt eine Calmodulin-Bindestelle (CaM-BD), die bei Bindung von
Calmodulin aktivierend wirken kann (Brini et al., 2003), widhrend bei Abwesenheit von
Calmodulin ein autoinhibitorischer Effekt ausgeiibt werden kann. Des Weiteren besitzt
dieser Abschnitt Konsensussequenzen fiir die Phosphorylierung durch die Proteinkinase A
(PKA) (James et al., 1989) und Proteinkinase C (PKC) (Enyedi et al., 1996), wobei es

jedoch Isoformen spezifische Unterschiede gibt, sowie eine Erkennungssequenz fiir
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Calpaine. Calpaine sind Ca’’-abhingige Proteasen, die die Ca’’-ATPasen nach

proteolytischer Abspaltung der inhibitorischen Doméne dauerhaft aktivieren kdnnen.

1.1.2  Ca®*-bindende Proteine: Intrazelluliire Ca**-Effektoren

Ca”"-bindende Proteine (CBP, engl.: calcium binding proteins) werden in zwei groBe
Gruppen unterteilt: Zum einen gibt es CBP, die typischerweise das EF-Hand-Motiv
enthalten (engl.: EF-hands-proteins) s.u., das fiir die Bindung von Ca®" notwendig ist, und
ihrerseits zumeist wieder Effektoren haben. Die zweite grole Gruppe umfasst die
Annexine, Gelsoline und C,-Doméanen-CBP, die alle kein EF-Hand-Motiv besitzen (engl.:
non EF-hand calcium binding proteins (zur Ubersicht Carafoli et al., 2001)). Ein groBer
Teil der CBP dient der Dekodierung des Ca*’-Signals, indem die CBP aktiviert durch die
Ca”"-Bindung, wiederum Effektoren aktivieren kénnen oder selbst als Effektorenzym
fungieren, das durch Ca®" allosterisch aktiviert werden kann. Daneben scheinen einige
Bindungsproteine lediglich zur Ca**-Pufferung zu dienen, ohne einen unmittelbaren Effekt

zu haben.

Bei der EF-Hand bilden die Helices E und F ein Ca®’-Bindemotiv mit jeweils zwei
Bindestellen. Dieses Motiv wurde erstmals nach Entschliisselung der kristallinen Struktur
von Parvalbumin beschrieben und gleicht einer Faust, bei der die Helices E und F, die ein
Helix-Loop-Helix-Motiv bilden, als ausgestreckter Daumen und Zeigefinger dargestellt
sind. Nach der reversiblen Bindung von 4 Ca2+, koordiniert durch Sauerstoffatome, kommt
es bis auf wenige Ausnahmen zu Konformationsinderungen, wodurch das Ca®’-Signal
weitergeleitet werden kann. Davon ausgenommen sind Calbindin und Parvalbumin selbst.
Zu den bekanntesten und am besten untersuchten Vertretern der EF-Hand Proteine, gehort
das hochkonservierte 15 kDa Protein Calmodulin. Zu dessen bedeutendsten Effektoren
zihlen die Ca®"-Calmodulin abhingigen Kinasen CaMK I-IV. CaM-Kinasen regulieren ein
breites Spektrum zelluldrer Prozesse. So konnen CaM-Kinasen u.a. die Transkription iiber
zyklische Adenosinnukleotide (CREB, engl.: cAMP-response element binding protein)-
abhingige Signalwege regulieren oder die IP;-vermittelte intrazellulire Ca®’-Freisetzung
beeinflussen. CaM-Kinase-abhéngige Effektoren koénnen je nach Gewebe ginzlich
verschieden sein. Es ist im Ubrigen ein generelles Merkmal der Ca*"-vermittelten
Signaliibertragung, dass in unterschiedlichen Geweben gegensitzliche Effekte
hervorgerufen werden konnen. Neben Calmodulin sind die Calpaine zu nennen. Man zéhlt

sic zu den wichtigsten Ca’’-abhingigen intrazelluliren Proteasen. Eine weitere
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Untergruppe von EF-Hand-Proteinen sind die neuronalen Ca®"-Sensoren (NCS), die sich
wiederum unterteilen lassen, wie z.B. Frequenin, Visinin, Neurocalcin u.a. NCS sind weit
verbreitet im zentralen Nervensystem (ZNS) und besitzen tiberwiegend die Eigenschaft, N-
terminal acetyliert oder myristoyliert werden zu konnen, was eine Verankerung dieser
Proteinen in Membranen ermdglicht. Dadurch konnten Ca*"-Signale in Kompartimente

iibertragen werden.

Intrazelluldre Ca2+-Effektoren, die kein EF-Hand-Motiv enthalten, haben im Allgemeinen
eine geringere Affinitit zu Ca’". Zu ihnen zihlt man die C,-Dominen-Proteine (z.B.

Phospholipase C und Proteinkinase C), Synaptotagmine, Annexine und Gelsoline.

1.2 Die neuronale Ca’**-Homéostase

Ca”"-abhingige Effekte nehmen im Nervensystem eine besondere Stellung ein, da Neurone
aufgrund ihrer Eigenschaft als anregbare Zellen einen hohen Ca*'-Umsatz haben. So ist
Ca’" z.B. bei der Entstehung des postsynaptischen Potentials, des Aktionspotentials und der
Vesikelfusion bei der Transmitterfreisetzung beteiligt. Neurone sind damit einem
permanenten Ca”’-Flux, der bewiltigt werden muss, in hohem Mafe ausgesetzt. Diese
Eigenschaft bedeutet auch, dass die neuronale Ca**-Homéoostase mehr Angriffsfliche bietet
als in anderen Zellen und somit leichter aus dem Gleichgewicht zu bringen ist. Dieser
Umstand spielt fiir den Alterungsprozess und bei neurodegenerativen Erkrankungen eine

wichtige Rolle und soll im Folgenden veranschaulicht werden.

1.2.1 Die Bedeutung der neuronalen Ca’"-Homéostase im Alterungsprozess

Wihrend des Alterungsprozesses sind verschiedene Aspekte der Ca’’-Homdostase von
elementaren Modifikationen betroffen (Toescu et al., 2004). Bereits 1984 wurde die
Hypothese aufgestellt, dass Verinderungen in der Ca’’-Homdostase bei der neuronalen
Alterung von Bedeutung sein konnten (Khachaturian, 1994). Danach kommt es im Zuge
der Alterung zu Alterationen in den Kontrollsystemen der Ca’-Homéostase, was zur
Verschiebung des intrazelluliren Ca®’-Gleichgewichts fiihrt, z.B. kommt es wéhrend des
Alterns durch eine Abnahme der PMCA-Aktivitit (Michaelis et al., 1996) zu einem
verminderten Ca’"-Efflux. Zudem konnte mit eigenen Arbeiten der Arbeitsgruppe in
gealterten primédren hippocampalen Neuronen gezeigt werden, dass sich der zytosolische
Ca”*-Spiegel erhoht, einhergehend mit einer Aktivierung von Calpainen und einem

reduzierten Zelliiberleben (Hajieva et al., 2009a). In wie weit Beeintrachtigungen des
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Efflux oder des Influx zu einer zytosolische Ca*-Erhohung fiihren, bedarf weiterer
Analysen. Wihrend eine mdgliche Beeintrachtigung des Effluxsystems im
Alterungsprozess wenig untersucht worden ist, war und ist das Influxsystem Gegenstand
intensiver Forschung. In gealterten Neuronen lésst sich sowohl zu eine Erhohung des Ca*"-
Einstroms durch spannungsabhiingige Ca’"-Kanile als auch durch eine erhohte IPs-
vermittelte Freisetzung aus dem ER feststellen (Landfield und Pitler, 1984; Foster, 2007;
Thibault et al., 2007). Dariiber hinaus kommt es zu einer Abnahme Ca’'-bindender
Proteine und somit zu einer geringeren Kapazitit, Ca*" zu puffern (Tonkikh et al., 2006;
Tonkikh and Carlen, 2009). Solche Ereignisse tragen z.B. zu einer Induktion der
Langzeitdepression (LTD, engl.: Longterm Depression) bzw. einer Inhibition der
Langzeitpotenzierung (LTP, engl.: Longterm Potentiation) bei, was die synaptische
Plastizitit beeinflussen und milde kognitive Beeintrdchtigungen nach sich ziehen kann
(Rosenzweig and Barnes, 2003). Schon geringe Verinderungen der Ca’’-Homdostase
konnen iiber einen langen Zeitraum zu dhnlichen Effekten fithren wie die akute Wirkung
von stirkeren Ca”"-Konzentrationsschwankungen. Hier wire die Bedeutung von Ca®" bei
Apoptose, Exzitotoxizitdt und Zelltod zu nennen. All diese Beobachtungen fiihren zu der
Annahme, dass altersbedingte Verdnderungen des Ca’-Gleichgewichts zu einer erhdhten
Vulnerabilitdt gealterter Neuronen beitragen. Dies ist besonders fiir pathologische Prozesse,

die speziell die Ca**-Homdostase zusitzlich beeinflussen.

Die Aufklirung altersabhingiger Verinderungen der Ca’"-Homdostase und deren Folgen
ist daher insbesondere im Zusammenhang mit altersassoziierten Erkrankungen interessant.
Zudem wird der Alterungsprozess selbst als primére Ursache solcher Erkrankungen

intensiv diskutiert (Collier et al., 2011).

1.2.2 Die Rolle von Ca*" bei neurodegenerativen Erkrankungen

Ahnlich wie wihrend des Alterungsprozesses kommt es bei vielen neurodegenerativen,
grofBtenteils altersassoziierten Erkrankungen, wie der Parkinson-Krankheit (PD), der
Alzheimer-Krankheit (AD), der amyotrophen Lateralsklerose (ALS), der Huntington-
Krankheit (HD) oder der spinocerebelliren Ataxie (SCA), zu Verdnderungen der Ca’'-
Homoostase (Wojda et al., 2008; Bezprozvanny, 2009). Trotz dieser Gemeinsamkeit fithren
diese Erkrankungen jedoch zu dem Verlust von distinkten Neuronen in spezifischen
Arealen und haben eine krankheitsspezifische Pathologie. Dennoch werden Medikamente

entwickelt, die auf die Ca’"-Homoostase zielen, mit der Absicht, erstens die
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Widerstandsfdhigkeit von Neuronen zu verbessern, die aufgrund der genannten
altersabhdngigen Verdnderungen (s. 1.2.1) per se vulnerabler sind und zweitens mogliche
Kombinationstherapien zu entwickeln, bei denen ein zusitzliches, fiir die jeweilige
Krankheit spezielles Préparat verabreicht wird. Es muss aber grundsétzlich aufgeklért
werden, ob die Storung der Ca’"-Homéostase eine Folge der Erkrankungen ist und
moglicherweise eine gemeinsame Endstrecke bei der Neurodegeneration darstellt, oder ob
diese eine kausale Bedeutung hat. In diesem Fall muss angenommen werden, dass je nach
Erkrankung bestimmte Aspekte bei der Ca*"-vermittelten Signalgebung gestort sind, oder
dass solche Stérungen auf bestimmte Neuronenpopulationen beschrinkt sind. Hinweise

dafiir gibt es z.B. bei AD und PD.

Auf diese Weise ist die inzwischen etablierte Ca®’-Hypothese der Alzheimer Demenz
entstanden (Berridge, 2009). Danach verursacht das AD-spezifische AP -Peptid Ca*-
durchléssige Poren in der Zellmembran, was eine Erhdhung der [Ca®']; zur Folge hat. Diese
Erh6hung flihrt wiederum zu einer vermehrten CICR (Ca2+-induzierte Ca2+-Freisetzung).
Das APa4-Peptid ist ein Spaltprodukt, das bei der pathologischen amyloidogenen
Prozessierung des Amyloid-Vorlduferproteins (engl.: Amyloid Precurser Protein, APP)
durch die B-Sekretase entsteht und im Krankheitsverlauf in amyloiden Plaques akkumuliert.
Physiologischerweise katalysiert die o-Sekretase die Abspaltung kiirzerer, nicht
pathologischer Peptide aus APP. Bei der weiteren Prozessierung durch die y-Sekretase
entsteht auf dem amyloidogenen Weg ein intrazelluldres Spaltprodukt (engl.: APP
intracellular domain, AICD), welches als Transkriptionsfaktor beschrieben ist und als
solcher fiir die erhohte Expression von Ryanodinrezeptoren (RyR) in Mausmodellen der
AD verantwortlich ist. Dies wiederum fiihrt potentiell zu einer gesteigerten Ca’'-
Freisetzung aus dem ER. Folgen der Ca*"-Dyshoméostase sind die Aktivierung von
Calpainen, Verdnderungen der synaptischen Plastizitit verbunden mit kognitiven

Beeintrachtigungen und letztendlich der apoptotische Zelltod.

Auch bei PD gibt es charakteristische Verdnderungen in der Ca’’-Homdostase. Die
dopaminergen Neuronen der Substantia Nigra pars compacta (SNpc) im Mittelhirn, die im
Verlauf der Erkrankung degenerieren, was fiir die motorischen Symptome verantwortlich
gemacht wird (Riederer and Wuketich, 1976), weisen besondere Eigenschaften der Ca*'-
Homdosstase auf (Chan et al., 2010; Surmeier et al., 2010a). Zum einen exprimieren diese

Neurone eine besondere Isoform spannungsgesteuerter Ca” -Kanile (VGCC, engl.: voltage
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gated calcium channel) des L-Typs (CaV 1.3), die mit einem Anteil von 10% an der
Gesamtexpression von L-Typ-Kandlen nur gering im ZNS verbreitet sind (Sinnegger-
Brauns et al., 2009). Diese VGCCs generieren einen stindigen Ca’’-Flux iiber die
Zellemembran, wihrend es bei den anderen Neuronen iiblicherweise nur zu einem
voriibergehenden Ca’-Einstrom, z.B. induziert durch die Aktivierung eines
postsynaptischen Rezeptors oder durch ein Aktionspotential, kommt. Dazu besitzen diese
dopaminergen Neuronen ein autonomes Schrittmacherpotential (Grace and Bunney, 1983),
vergleichbar mit dem erregbaren Myokard. Der Ca**-Flux scheint jedoch nicht essentiell
fiir das Schrittmacherpotential (Guzman et al., 2009), wovon urspriinglich ausgegangen
wurde (Chan et al., 2007). Trotzdem bedeutet er fiir diese Neuronenpopulation eine
stindige Belastung, den zytosolischen Ca’"-Gehalt permanent auszugleichen. Damit
verbunden ist ein erhdhter ATP-Bedarf der Ca”*-Effluxpumpen. Dieser wiederum benétigt
einen hoheren Umsatz der mitochondrialen Atmungskette, was eine vermehrte Bildung
reaktiver Sauerstoffspezies (ROS, engl.: reactive oxygene species) zur Folge haben kann
(Guzman et al., 2010). Interessanterweise sind die noradrenergen Neuronen des Locus
Coeruleus, die einen #hnlichen Phénotyp hinsichtlich der Ca*-Homéostase besitzen,
ebenfalls bei PD betroffen (Williams et al., 1984; German et al., 1992). Davon
unterscheiden sich die dopaminergen Neuronen des Tegmentums, die bei PD weniger
betroffen sind (Kish et al., 1988). Ca®>" hat fiir das Schrittmacherpotential hier iiberhaupt
keine Bedeutung (Khaliq and Bean, 2010). Dass der besondere Phenotyp fiir die Pathologie
von Bedeutung sein konnte, zeigen Studien in Mausmodellen von PD. Durch Gabe des
spezifischen Inhibitors flir L-Typ-Kanile Isradipin konnte die Degeneration von

dopaminergen Neuronen reduziert werden (Ilijic et al., 2011).

Zum anderen gibt es Verdnderungen in den dopaminergen Neuronen von Parkinson-
Patienten in der Expression der Ca”"-bindenden Proteine Calbindin D28k, Calretinin und
Parvalbumin. So wurde etwa beobachtet, dass das Uberleben verbleibender Neurone in der
Substantia Nigra mit der Expression von Calbindin (Damier et al., 1999) oder Calretinin
(Nemoto et al., 1999) zusammen héngen konnte. Jedoch zeigten Calbindin-defiziente
Miuse keine Unterschiede in Bezug auf das neuronale Uberleben nach Behandlung mit
MPTP (Airaksinen et al., 1997), einem  Neurotoxin, das bei experimentellen
Parkinsonmodellen verwendet wird (s. 1.3). Somit konnte ein moglicher neuroprotektiver

Effekt durch Calbindin nicht bestitigt werden.
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Aufgrund der Besonderheiten dieser Neuronenpopulationen sind diese bei einer
Dysregulation der Ca®"-Homdostase anfilliger fiir Ca®"-abhingige degenerative Prozesse.
An diesen Beispielen wird zudem deutlich, dass verschiedene Ursachen zu einer
krankheitsspezifischen Dysregulation der Ca’-Homéostase filhren konnten, die
letztendlich gemeinsam in die Neurodegeneration miinden. Es ist daher von erheblichem
Interesse, Verdnderungen der Ca’’-Homdostase im Zuge der altersassozierten
Neurodegeneration aufzukldren. Dies konnte letztendlich neue Moglichkeiten fiir
therapeutische Interventionen erdoffnen, die neurodegenerative Prozesse zumindest

verlangsamen konnte.

1.3 Das MPP" basierte Modell der Parkinson Erkrankung

Die Parkinson-Erkrankung (PD, engl.: Parkinson’s Disease) ist eine altersassoziierte
fortschreitende neurodegenerative Erkrankung (zur Ubersicht Beal, 2001; Dauer und
Przedborski, 2003; Dawson und Dawson, 2003; Meredith et al., 2008; Schapira, 2010;
Bezard and Przedborski, 2011), bei der es zu einem massiven Absterben der dopaminergen
Neuronen der Substantia Nigra pars compacta im Mittelhirn kommt. Der Verlust dieser
Neurone wird mit den Kardinalsymptomen Rigiditdt, Ruhetremor und Bradykinese in
Zusammenhang gebracht. Dariiber hinaus kommt es zu kognitiven Stérungen. Ein
pathologisches biochemisches Hauptmerkmal ist das Auftreten von Lewy-Korpern im
ZNS, die Protein- und Lipidaggregate enthalten. a-Synuklein und Ubiquitin machen dabei
einen grolen Anteil der Proteinaggregate aus. Des Weiteren wurden bei der familidren
Form von PD, d.h. der Form mit einem genetischen Hintergrund, die etwa 5-10% der Fille
ausmacht, als erstes Mutationen im Gen flir a-Synuklein beschrieben (Polymeropoulos et
al., 1997). Inzwischen konnte eine Reihe weiterer genetischer Loci identifiziert werden, die
der erblichen Form von PD zu Grunde liegen. Die Ursache der sporadischen Form ist
hingegen ungekldrt. Jedoch eroffnete in den 1980ern die zufillige Entdeckung, dass die
synthetische Substanz 1-Methyl-4-Phenyl-1,2,3,6-Tetra-Hydropyridin (MPTP) die meisten
Symptome von PD hervorruft, die Moglichkeit, nach den Ursachen der sporadischen Form
zu forschen und pathobiochemische Mechanismen der Erkrankung zu charakterisieren. So
verursacht MPTP die genannten Kardinalsymptome, fithrt zu dem Untergang der
dopaminergen  Neuronen und der Formation von  Lewy-Korper-dhnlichen
Einschlusskorpern (Beal, 2001). Das Blut-Hirnschranken-giangige MPTP wird vermutlich
durch die gliale Monoaminooxidase B (MAO B) in das instabile Methyl-Phenyl-Di-
Hydropyridin umgewandelt, welches spontan zu 1-Methyl-4-Phenyl-Pyridin (MPP")
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reagiert, auf dem die Toxizitdt beruht. MPP" wird iiber den Dopamintransporter DAT-1 in
die dopaminergen Neuronen aufgenommen und inhibiert dort den mitochondrialen
Komplex I (NADH-Reduktase) der Atmungskette. Neben 6-Hydroxydopamin (6-OHDA)
und den Umweltgiften Rotenon und Paraquat ist MPP™ bzw. MPTP ein etabliertes

Parkinson-Toxin-Modell, das sehr gut untersucht ist und viele Vorteile bietet.

1.3.1 Komplex I-Inhibition, Ca’" und die Parkinson Erkrankung

Der Befund, dass MPP" seine Toxizitit iiber die Komplex I-Inhibition vermittelt, fiihrte zu
der Hypothese, dass auch bei PD-Patienten eine Beeintrachtigung des Komplex I vorliegen
konnte (Blin et al., 1994). Verschiedene Studien konnten belegen, dass die Funktion von
Komplex I in verschiedenen Geweben, wie im Muskel, in Blutplittchen (Benecke et al.,
1993), im frontalen Kortex (Parker et al., 2008) und auch in der Substantia Nigra selbst
reduziert ist (Schapira et al., 1989). Diese Befunde konnten darauf hinweisen, dass bei PD
eine systemische Funktionsminderung der NADH-Reduktase vorliegt, was einerseits eine
Storung der ATP-Produktion zur Folge haben konnte. Andererseits konnte die
eingeschriankte Fahigkeit der mitochondrialen Atmungskette, Elektronen aufzunehmen
ebenfalls zu einer vermehrten Bildung reaktiver Sauerstoffspezies (ROS) fiihren. Dariiber
hinaus wiirde ein verminderter Protonenfluss iiber die innere Mitochondrienmembran in
einer Abnahme des mitochondrialen Membranpotentials resultieren (Nakai et al., 2003).
Die genannten Verdnderungen stehen wiederum in direktem Zusammenhang mit der Ca*"-
Homdostase. Zum einen ist das mitochondriale Membranpotential die treibende Kraft fiir
den Ca**-Einstrom in das Mitochondrium iiber den postulierten mitochondrialen Ca®'-
Uniporter (MCU) (Rottenberg and Scarpa, 1974; Walsh et al., 2009; Hoppe, 2010). Zum
anderen spielt Ca’" eine Schliisselrolle bei der Regulation des Citratzyklus und der
oxidativen Phosphorylierung (McCormack and Denton, 1984; Jouaville et al., 1999; Territo
et al., 2000; Griffiths and Rutter, 2009). Sehr interessant sind zudem Untersuchungen, bei
denen mittels mitochondrialer DNA aus Blutplittchen von Parkinson Patienten
Cybridzellen generiert wurden (Esteves et al., 2008). Es konnte gezeigt werden, dass in
diesem Cybrid-Modell die Komplex I-Aktivitit abnimmt und die mitochondriale Ca*"-
Kapazitit verringert ist, was zu einer Erhhung des zytosolischen Ca*" und einer Induktion
von Calpainen fiihrt (Esteves et al., 2010). Die Verdnderungen der Ca**-Homgostase in
PD-Modellen konnten im Hinblick auf die besonderen Eigenschaften der dopaminergen

Neurone der SNpc (s. 1.2.2) eine kritische Rolle bei der selektiven Vulnerabilitit spielen.
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1.4 Bildgebende Fluoreszenz-gestiitzte Verfahren fiir die Caz+-Messung

Fiir die Messung von [Ca’']; ist eine Vielzahl von optischen Indikatoren verfiigbar. Das
Funktionsprinzip der Ca®"-Indikatoren basiert darauf, dass diese ihre optischen
Eigenschaften nach der Bindung von Ca®" dndern. Diese kann man durch fluorometrische
Verfahren nachweisen, um den Ca’’-Gehalt ratiometrisch zu bestimmen. Unter den Ca®'-
komplexbildende Chemikalien hat FURA-2, ein (EGTA)-Derivat, wohl die breiteste
Anwendung gefunden. Bei neueren Generationen von Ca”’-Indikatoren verwendet man
rekombinante Varianten des griin fluoreszierenden Proteins (GFP, engl.: green fluorescent
protein) fiir die Fluorometrie, die mit Ca’’-bindenden Dominen aus Ca’’-bindenden
Proteinen, wie z.B. der EF-Hand aus Calmodulin (s. 1.1.2), gekoppelt sind. Beide
Methoden haben ihre Vorziige. So hat z.B. FURA-2 den Vorteil, dass man damit sdmtliche
Zellen einer Kulturschale beladen kann, wogegen bei den rekombinanten GFP-basierten
,,Cameleon“-Indikatoren, die durch ein Plasmid kodiert werden, die Anzahl messbarer
Zellen von der Transfektionseffizienz abhéngig ist. ,,Cameleon*“-Indikatoren haben jedoch
den Vorteil, dass sie sich organellen-spezifisch und gewebespezifisch exprimieren lassen.
Dariiber hinaus lassen sich transgene Modelle generieren, die Ca®’-Messungen in vivo
zulassen. Fiir die zytosolischen Ca®’-Messungen der vorliegenden Arbeit wurde
hauptsidchlich der GFP-basierte Indikator ,,Yellow Cameleon YC 3.6“ (Miyawaki et al.,
1999; Truong et al., 2001; Nagai et al., 2004) verwendet (s. Abb. 3). Fiir Ca2+-Messungen
im ER bzw. im Mitochondrium standen Varianten mit einer entsprechenden Zielsequenz

zur Verfigung (Palmer et al., 2004, 2006).

YC 3.6 besteht aus dem N-terminal lokalisierten blau (cyan) fluoreszierenden Protein
CFP(engl.: cyan fluorescent protein) und dem C-terminal gelegenen gelben YFP (engl.:
yellow fluorescent protein), die iiber das Ca®"-bindende EF-Hand-Motiv des Calmodulins
und das Bindepeptid M13 der Myosin-Leichte-Ketten-Kinase verbunden sind. Es wird
grundsétzlich bei 440 nm angeregt, worauf es zu einer Emission im blauen Spektrum
kommt, solange sich [Ca®']; nicht erhoht. Diese Emission wird bei 480 nm gemessen.
Steigt nun [Ca’"], kommt es nach der Ca’’-Bindung an Calmodulin zu einer
Konformationsdnderung, die dazu fiihrt, dass die beiden Fluorophore in rdumliche Néhe
zueinander gebracht werden. Dies wiederum bewirkt, dass das angeregte CFP seine
Energie nicht mehr emittiert, sondern auf YFP iibertrdgt. Durch diesen Energietransfer,
auch Forster-Resonanz-Energie-Transfer (FRET) genannt, wird YFP angeregt, das

seinerseits Licht emittiert, was bei 535 nm gemessen werden kann (s. Abb. 3).
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Abbildung 3: Prinzip der Caz"-Messung mittels des GFP-basierten Indikators ,Yellow
Cameleon cpYC 3.6“. Eine Erh6hung von [Ca2+]i fuhrt die beiden Fluorophore in raumliche Nahe

und verschiebt das Verhaltnis der Emissionen von blau nach gelb (s. auch Erklarungen im Text).

Auch fiir die Ca**-Messung mit dem ,,Yellow Cameleon gilt das ratiometrische Prinzip.
Es wird das Verhéltnis, die Ratio, aus den gemessenen Fluoreszenzintensititen von YFP
und CFP gebildet. Da die Ratio beider Signale hernagezogen wird, ist diese

Detektionsmethode unabhingig von dem Expressionsniveau.
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1.5 Zielsetzung

Ca®" ist als zellulires Signalmolekiil in zahlreiche Prozesse, von der Proliferation bis zum
programmierten Zelltod, involviert und die Ca’-Homdostase muss daher streng
kontrolliert werden. Verdnderungen der Ca’’-Homéostase konnten bei der Entstehung
altersabhingiger neurodegenerativer Erkrankungen eine wursdchliche Rolle spielen
(Bezprozvanny, 2009). Es ist bekannt, dass es zu einer altersabhidngigen Erhéhung der
Ca®"-Konzentration in hippocampalen Neuronen kommt (Hajieva et al., 2009a). Auch in
Bezug auf neurodegenerative Prozesse bei der Parkinson-Erkrankung wird einer
Verinderung der Ca’>"-Homdostase eine prominente Rolle fiir den selektiven Untergang der
dopaminergen Neuronen zugeschrieben. Es wird vermutet, dass die betroffenen Neuronen
aufgrund einer besonderen Isoform eines spannungsgesteuerten Ca**-Kanals, CaV 1.3 vom
L-Typ, iiber den ein stindiger Ca’’-Influx generiert wird, einer stetigen Belastung
ausgesetzt sind, wodurch diese Neuronen vulnerabler sind (Chan et al., 2007). Dariiber
hinaus konnte mittels eines spezifischen Antagonisten fiir solche L-Typ-Kanile ein
neuroprotektiver Effekt nachgewiesen werden (Ilijic et al., 2011). Dennoch sind die
Mechanismen, die fiir einen mdglichen Anstieg der Ca®"-Konzentration verantwortlich sind
bzw. den stindigen Ca’"-Influx mdglicherweise ungeniigend kompensieren, nicht
vollstindig aufgeklart.

Ziel der Dissertation war es daher, erstens die Auswirkungen des mit der Parkinson-
Symptomatik und -Pathologie assoziierten Neurotoxins Methyl-Phenyl-Pyridin (MPP") auf
die Ca2+-Homéostase, im Besonderen auf das Ca2+-Efﬂuxsystem, zu untersuchen, und
zweitens altersabhingige Verinderungen der Ca’’-Homdostase zu analysieren. Dazu
wurden die klonale Neuroblastomazelllinie SH-SY5Y und neuronale Primédrzellen aus dem
Mittelhirn der Ratte mit MPP" behandelt. Um die Auswirkungen auf Ca*" -Aktivitdten und
regulierende Faktoren der Ca’’-Homdostase, hauptsichlich die ATP-abhingigen Ca®'-
Pumpen des Effluxsystems, zu untersuchen, wurden Organellen-spezifische Veranderungen
analysiert. Dazu wurden die relativen Ca®’-Konzentrationen mit dem GFP-basierten
optischen Ca’"-Indikator ,,Cameleon* gemessen und die zu Grunde liegenden
Mechanismen mit biochemischen und molekularbiologischen Methoden analysiert. Um
Verdnderungen der Ca’-Homéostase wihrend der physiologischen Alterung zu
untersuchen, wurden in der vorliegenden Arbeit gealterte primdre Fibroblasten, sowie

neuronale Zellen des Mesencephalons gealterter Méuse verwendet.
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2 Material und Methoden

2.1 Modelle

Zellkulturmodelle Quelle

SH-SYS5Y Neuroblastom-Zelllinie American Type Culture Collection
primédre Mittelhirnzellen entnommen aus Rattenembryonen
primire IMR-90-Lungenfibroblasten Coriell Institute for Medical Research
Tiere

Mausstamm: C57BL/6 (black six)

Rattenstamm: Sprague Dawley

2.2 Material

2.2.1 Chemikalien, Kits

Alle verwendeten Chemikalien und Kits in dieser Arbeit wurden von den Firmen Abcam,
AppliChem, Bacto, Fluka, Gibson, Invitrogen, Jackson, Macherey und Nagel, Merck
(Calbiochem bzw. Millipore), Roche, Roth, Santa Cruz oder Sigma Aldrich bezogen,

soweit keine anderen Angaben gemacht sind.

2.3 Methoden

2.3.1 Molekularbiologische Methoden

2.3.1.1 Transformation chemisch kompetenter E. coli-Bakterien mittels Hitzeschock
Chemisch kompetente Bakterien vom Stamm DH-5a E.coli (Invitrogen) wurden zur
Anreicherung von Plasmiden transformiert. Dazu wurden die zu je 100 pl aliquotierten
Bakterien auf Eis vorsichtig aufgetaut und 50 bis 300 ng des jeweiligen Plasmids in 3 bis 5
pl gelost hinzugegeben. Durch vorsichtiges Klopfen wurde die Suspension mit dem
Plasmid vermischt und fiir 15 Minuten auf Eis inkubiert. Darauf folgte der Hitzeschock bei
42 °C fiir 30 s und eine anschlieende Inkubation auf Eis fiir 2 min. Zunéchst wurden 300
ul S.0.C.-Medium (Invitrogen) zu dem Ansatz gegeben, der dann fiir 30 bis 60 min unter
Schiitteln bei 37 °C inkubiert wurde, um die Expression von Resistenzgenen zu
gewihrleisten. 50 bis 100 pl des Ansatzes wurden letztlich auf einer LB-Platte mit
geeignetem Selektionsantibiotikum ausgestrichen und liber Nacht bei 37 °C inkubiert.

Diese Platten wurden bis zu vier Wochen bei 4 °C aufbewahrt. Fir die
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Plasmidanreicherung wurden einzelne Kolonien gepickt und in 100 bis 300 ml
Antibiotikum-haltigem Selektions-LB-Medium iiber Nacht unter Schiitteln bei 37 °C
inkubiert, um am Folgetag eine Plasmidprdparation durchzufiilhren wie unten

beschrieben(s. 2.3.1.2).

LB (Lauria Bertani)-Medium
10 g Bactotrypton, 5 g Hefeextrakt, 10 g NaCl, ad 11 H,O; autoklaviert,

Zusatz von 100 pg/ml eines geeigneten Selektionsantibiotikums

2.3.1.2 Plasmidpriparationen
Zur Gewinnung eines angereicherten Plasmids wurden die bakteriellen Ubernachtkulturen
(s. 2.3.1.1) pelletiert und anschlieBend eine Plasmid-Maxipriparation unter Verwendung

eines Kits von Macherey und Nagel gemil3 den Herstellerangaben durchgefiihrt.

2.3.1.3 Konzentrationsbestimmung von Nukleinsiuren

Zur Quantifizierung von Nukleinsduren wurde die Extinktion bei 260 nm und 280 nm 1:20
und 1:100 in destilliertem Wasser verdiinnter Proben in Quarzkiivetten gemessen. Als
Referenzwert diente das Verdiinnungsmittel. Auf Grundlage des Lambert-Beerschen
Gesetzes und unter Beriicksichtigung der Verdiinnung entsprach ein Extinktionswert von 1
gleich 50 pg/ul DNA bzw. 40 pg/ul RNA. Die Reinheit der Probe wurde durch den
Quotienten aus den Extinktionen bei 260 und 280 nm ermittelt. Das Absorptionsmaximum
von Nukleinsduren liegt bei 260 nm. Fiir Proteine liegt das Absorptionsmaximum aufgrund

der aromatischen Aminoséuren bei 280 nm.

2.3.1.4 Quantitative Echtzeit RT-PCR-Analyse (qPCR)

Isolierung von Gesamt-RNA aus neuronalen Primérzellen und SH-SY5Y-Zellen wurde
mittels des NucleoSpin RNA II-Kits von Macherey und Nagel nach Herstellerangaben
durchgefiihrt. Fiir die cDNA-Synthese mittel Omniscript von Quiagen wurden 1 pg RNA
eingesetzt. Es wurden jeweils 1 ul cDNA, 12,5 ul 2 x Absolute SYBR Green Mix von
Thermo Scientific, 10,5 ml H,O und je 0,5 pul Vorwirts- bzw. Riickwérts-Primer (100
pmol/ul, s. Tab. 1) pro Well (25 pl Gesamtvolumen) in eine 96-Well-Mikrotiterplatte
pipettiert. Die ¢cDNA wurde dann im iCycler von Bio-Rad nach folgendem Protokoll

amplifiziert:
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Initiale Aktivierung:

Amplifikation (35 Zyklen):

Finale Denaturierung:
Abkiihlung:
Schmelzkurve (88 Zyklen):

Material und Methoden

15 min, 95 °C

20 s, 95 °C (Denaturierung)
20 s, 58 °C (Anlagerung)
30 s, 72 °C (Elongation)

1 min, 95 °C

1 min, 55 °C

8 s, 55 °C (+0,5 °C/Zyklus)

Tabelle 1: qPCR-Primerpaare

GAPDHfor 5’-GCACCACCAACTGCTTAGCAC-3’
GAPDHrev 5’-CACCACCTTCTTGATGTCATC-3’
humanNCXfor 5’>-TGTGCATCTCAGCAATGTCA-3’
humanNCXrev 5’-TTCCTCGAGCTCCAGATGTT-3’
humanPCMA2for 5’-ACCAAAGAAATGAGTCGAGCC-3’
humanPMCA2rev 5’-GTCTCCTTGATCTTGACCACAG-3’
humanSERCA for 5’-ACCCACATTCGAGTTGGAAG-3’
humanSERCArev 5’-CCAACGAAGGTCAGATTGGT-3’
ratNCXfor 5’-TGCATCTTAGCAACGTCAGG-3’
ratNCXrev 5’-CACGGGTTCCTCGAAAGTAA-3’
ratPMCA2for 5’-CAGAACAGAAAGCCATTCC-3’
ratPMCA2rev 5’-GACCCACAAAGTGCTTAG-3’
ratSERCAfor 5’-AAGCTATGGGAGTGGTGGTG-3’
ratSERCArev 5’-GCAATGCAAATGAGGGAGAT-3’

Der Zyklus (Threshholdcycle), in der die Fluoreszenz des Amplifikats eine gesetzte

Grenzschwelle, die den Ubergang

in die exponentielle Phase markiert, erreicht, ergibt den

CT-Wert. Diese Werte wurden mit der Anwendung ,,Relative Expression Software Tool*

(Pfaffl et al., 2002) ausgewertet.

Dabei wurden jeweils die CT-Werte des Zielgens der

Behandlungsgruppe mit dem der Kontrollgruppe und die CT-Werte des Referenzgens der

Behandlungsgruppe mit dem der Kontrollgruppe verglichen, unter Anwendung folgender

mathematischer Formel:
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R = 2ACT(Zlelgen) / 2ACT(Referenzgen)

wobei R = relative Verdnderung,
ACT(Zielgen) = (CT Kontrollgruppe - CT Behandlungsgruppe)Zielgen
und ACT(Referenzgen) = (CT Kontrollgruppe - CT Behandlungsgruppe)Referenzgen

2.3.1.5 Agarosegelelektrophorese zur Auftrennung von DNA

Agarose ist ein Polysaccharid aus Seetang. Mit der Agarosegelelektrophorese lassen sich
Nukleinsduren mit einer Linge von 100 bis 20000 Nucleotide auftrennen, je nach
Agarosegehalt. Die Nukleinsduren wandern aufgrund ihrer negativen Ladung in einem
Agarosegel unter angelegter Spannung zum Pluspol. Durch den Molekularsiebeffekt
werden die Nukleinsduren dabei ihrer GroBe nach aufgetrennt. Die Visualisierung erfolgt
mit dem Nukleinsduren-interkalierenden  Farbstoff Ethidiumbromid nach UV-
Lichtbestrahlung der Wellenldnge 254-366 nm. Fiir die Herstellung der Gele wurde 1%
Agarose in TAE-Puffer unter Aufkochen gelost. Die Plasmid-DNA wurde in
Bromphenolblauhaltigem 6x Auftragspuffer aufgetragen. Die Elektrophorese wurde in
einer Flachbettkammer durchgefiihrt, die mit 1x TAE-Puffer bis iiber das Gel gefiillt
wurde. Als Léngenstandard wurde 10 ul Mass Ruler™ DNA Ladder mit auf jedes Gel

aufgetragen. Die Gele wurden unter UV-Beleuchtung fotografiert.

2.3.1.6 Priparative Gelelktrophorese
Im Agarosegel aufgetrennte PCR-Produkte, die im Rahmen der Klonierung synthetisiert
wurden, wurden unter UV-Licht (312 nm) mit einer Rasierklinge herausgeschnitten und

mittels des ,,Gel-Extract“-Kits von Macherey und Nagel nach Herstellerangaben extrahiert.

2.3.1.7 A-Tailing und TOPO-TA-Ligation

Zur Generierung von 3’-A-Uberhiingen wurden 7 pl des mittels Gelextraktion gereinigten
Fusionsproduktes mit 1 pl 2 mM dATP, 1 ul 10 mM MgCI2 und 1 pl Tag-Polymerase
(entsprechen 5 Units) bei 70°C fiir 30 min in einem Biometra Thermocycler inkubiert.

4 ul des A-Tailing-Ansatzes wurden flir 5 min bei 25°C mit 1 pl TOPO-Salzlésung und 1
ul des TOPO-pCR/GW/H8-Vektors inkubiert. 3 pl dieses Ansatzes wurden fiir die
anschlieBende Hitzeschock-Transformation chemisch kompetenter TOP-10 E. coli s.

2.3.1.1 verwendet.
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2.3.1.8 Restriktionsverdau

Restriktionsanalysen wurden zur Kontrolle von Klonierungen mit Enzymen der New
England Biolabs nach folgendem Protokoll durchgefiihrt:

- 2 ul Plasmid, 1 pul Enzym, 1 ul 10x BSA, 1 ul NEB-Puffer und 5 ul dH20

wurden bei 37°C fiir 1,5 h inkubiert. Das restringierte Plasmid wurde im Agarosegel

aufgetrennt (s. 2.3.1.5).

2.3.1.9 Klonierung eines PMCA2-Expressionsplasmids pPMCA2.EGFP-N1
Fiir die transiente Uberexpression der humanen PMCA2 im Zellkultursystem wurde ein
PMCA2-Expressionsvektor kloniert. Dazu wurde folgende Klonierungsstrategie
durchgefiihrt:
1. Gewinnung humaner cDNA aus SH-SY5Y-Zellen (s. 2.3.1.4) als Ausgangsmaterial
2. Amplifikation der fir die PMCA2 kodierenden Sequenz (PMCA2-CDS) aus
humaner cDNA
3. Priparative Agarosegelelektrophorese
4. A-tailing des PCR-Produktes (Anfiigen eines 3 -A-Uberhangs)
5. TOPO-TA-Ligation (Einbringen des PCR-Produktes in den -pCR8/GW/TOPO-
Vektors
6. Amplifikation der PMCA2-CDS aus dem TOPO-Vektor unter Verwendung von
verldngerten Primern mit spezifischen Sequenzen fiir die Restriktionsschnittstellen

des Expressionsvektors pEGFP-N1 und anschlieende Ligation

Die PMCA2-CDS wurde unter Verwendung der Phusion™ High Fidelity DNA Polymerase
(New England Biolabs) gemal den Herstellerangaben aus humaner cDNA amplifiziert. Die
PCR-Produkte wurden darauf im Agarosegel aufgetrennt und das gewlinschte Amplifikat
unter UV-Licht (312 nm) mit einer Rasierklinge herausgeschnitten und mittels des ,,Gel-
Extract“-Kits von Macherey und Nagel nach Herstellerangaben extrahiert und aufgereinigt.
Da fiir die folgende TOPO-TA-Ligation 3’-A-Uberhiinge vorhanden sein miissen, wurden
diese nachtrdglich generiert, was als A-Tailing bezeichnet wird. Zur Generierung von 3'-A-
Uberhiingen wurden 7 pl des mittels Gelextraktion gereinigten Fusionsproduktes mit 1 pl 2
mM dATP, 1 pl 10 mM MgCl, und 1 pl Tag-Polymerase (entsprechen 5 Units) bei 70 °C
fiir 30 min in einem Biometra Thermocycler inkubiert. Fiir die anschlieBende TOPO-TA-
Ligation wurden 4 pl des A-Tailing-Ansatzes fiir 5 min bei 25 °C mit 1 ul TOPO-
Salzlésung und 1 pl des pCR8/GW/TOPO-Vektors inkubiert. 3 pl dieses Ansatzes wurden
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nun fiir die anschlieBende Hitzeschock-Transformation (s. 2.3.1.1) chemisch kompetenter
E. coli (DH50) verwendet.

Nach Isolierung des Plasmids wurde dieses fiir die PMCA2-Amplifikation verwendet mit
entsprechenden Primersequenzen (s. Tab. 2) fiir die Klonierung in den Expressionsvektor
pEGFP-N1 nach Restriktion mit Nhe I und Hind III. Das Amplifikat wurde nach
praparativer Agorosegelektrophorese (wie oben) aufgereinigt, tiber Nacht mit den
Restriktionsenzymen Nhe I und Hind III bei 37 °C inkubiert und dann unter Verwendung
des Rapid DNA-Ligation-Kits (Roche) mit dem verdauten linerarisierten
Expressionsvektor ligiert. 3 ul des Ligationsansatzes wurden dann fiir die Transformation

(s. 2.3.1.1) zur Vervielfiltigung eingesetzt (s. 2.3.1.2).

Tabelle 2: Primer fiir die Klonierung eines humanen PMCA2-Expressionsplasmids
pPMCA2:EGFP-N1

Primer fiir die Amplifikation aus cDNA

PMCA2? for 5'-ATGGGTGACATGACCAACAGCG-3’

PMCA2 rev 5- CTAAAGCGACGTCTCCAGGCTG-3’

Primer fiir die Klonierung

PMCAZ2ext Ing f 5-TACGCTAGCTATATGGGTGACATGACCAACAGCG-3’

PMCA2¢gfp Ing r 5-CACAAGCTTTACAAGCGACGTCTCCAGGCTGTG-3"

2.3.2 Zellkulturtechniken

Fiir die in vitro Untersuchungen der Ca*-Homdostase in Toxin-basierten Modellen der
Parkinson-Erkrankung wurden die klonale Neuroblastomazelllinie SH-SY5Y (American
Type Cell Collection) sowie Primdrneuronen aus dem Mittelhirn von embryonalen Ratten
(E 17, Sprague Dawley) kultiviert. Fiir die Untersuchungen der altersassoziierten
Verinderungen der Ca’’-Homdostase wurden adhirente IMR-90 Lungenfibroblasten

verwendet.

Kulturmedien
Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM, Gibco) + 4.5 g Glucose, 2 mM L-Glutamin
weitere Zusétze: 10% inaktiviertes, fotales Kdlberserum (FCS, PAA Laboratories GmbH),

100 U/ml Penicillin/Streptomycin, 1 mM Natriumpyruvat
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Neurobasalmedium (Gibco)

unter Zusatz von 1 mM Glutamax (Gibco), 50X Supplement B 27 (Invitrogen),
0,5% Gentamycin (Gibco)

2.3.2.1 Bestimmung der Zellzahl

Zur Bestimmung der Zellzahl wurde eine Neubauerzdhlkammer verwendet. Dazu wurden
die Zellen 4 min bei 1200 rpm sedimentiert und in 1 ml DMEM oder Neurobasalmedium
resuspendiert. Von der Zellsuspension wurde ein Aliquot 1 zu 1 mit Trypanblau in PBS
(Invitrogen) vermischt und zur Bestimmung der genauen Zellzahl in der Losung in einer

Neubauerzidhlkammer unter dem Mikroskop gezahlt.

2.3.2.2 Kultivierung, Subkultivierung und Kryokonservierung klonaler Zellen

Kryokonservierte Zellen wurden rasch im Wasserbad bei 37 °C aufgetaut und in 10 ml auf
37 °C erwarmtes DMEM resuspendiert. Nach Sedimentation fiir 4 min bei 1200 rpm wurde
der Uberstand verworfen, das Pellet in 10 ml DMEM resuspendiert, in eine 10 cm
Kulturschale gebracht und unter Standardkulturbedingungen (37 °C und 5% CO,)
kultiviert. Zur weiteren Kultivierung wurde nach 24 - 48 h das Medium abgesaugt, die
adhérenten Zellen mit auf 37 °C erwdarmtem PBS gewaschen und fiir wenige Minuten mit
Trypsin/EDTA-LOsung inkubiert, um sie voneinander und vom Boden zu ldsen. Die
Reaktion wurde mit 5 ml Serum-haltigem Medium abgestoppt, in das die Zellen dann
aufgenommen und fiir 4 min bei 1200 rpm sedimentiert wurden. Nach Absaugen des
Uberstandes und Resuspension in 10 ml Medium wurden die Zellen im Verhiltnis von 1 zu
5 passagiert und hiernach in 10 cm Kulturschalen gebracht. Zur Subkultivierung wurden
die Zellen alle drei bis vier Tage nach dem gleichen Verfahren passagiert. Nach der 25.

Passage wurden die Zellen verworfen.

Zur Konservierung wurden die Zellen wie oben beschrieben gewaschen, sedimentiert, das
Pellet nun in 900 pl Einfriermedium wieder aufgenommen, in ein Einfrierrdhrchen
iiberfiihrt und als Gefrierschutz 100 pl DMSO hinzugefiigt. Die Zellen wurden danach
stufenweise eingefroren, zunéchst bei -80 °C fiir 24 h bis 48 h, um dann in einen Tank mit

fliissigem Stickstoff bei -180 °C umgelagert zu werden.
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2.3.2.3 Assay zur Untersuchung des mitochondrialen Membranpotentials in
Korrelation mit dem mitochondrialen Caz+-Spiegel
Um eine mogliche Korrelation des mitochondrialen Membranpotentials mit dem
mitochondrialen Ca*"-Spiegel zu untersuchen wurden SH-SY5Y-Zellen wie unter 2.3.2.5.1
beschrieben mit dem mitochondrialen ,,Cameleon“-Plasmid transfiziert und am Folgetag
mit 250 uM MPP" behandelt. 17 h nach der Behandlung wurden die Zellen mit 100 nM
Mitotracker Red CMX-Ros (Invitrogen), einem Membranpotential-sensitiven und
Mitochondrien-spezifischen Fluorophor, fiir 1 h inkubiert und anschlieBend mit PBS
gewaschen. Danach wurden jeweils in identischen Zellen der Behandlungsgruppe bzw. in
der unbehandelten Kontrolle der mitochondriale Ca**-Spiegel (s. 2.3.3), sowie die
Fluoreszenzintensitit des Mitotrackers ermittelt. Aufgrund der kationischen Eigenschaft
von Mitotracker Red CMX-Ros wird es in der Mitochondrienmatrix abhéngig vom
physiologischen Membranpotential angereichert. Zur Ermittlung der Fluoreszenzintensitét
wurden die Zellen mit einer CCD-Kamera unter Verwendung eines 535/610 nm-Filters

fotografiert und mit der Olympussoftware Cell® ausgewertet.

2.3.2.4 Priparation und Kultivierung neuronaler Primiirzellen

Es wurden embryonale Zellen aus dem Mittelhirn der Ratte pripariert. Die Embryonen
wurden einer schwangeren Ratte am 17. Tag der Embryonalentwicklung entnommen. Dazu
wurden die schwangeren Ratten mit dem Inhalationsnarkotikum Halothan (Isofluran,
Abott) auf folgende Weise betdubt: Die Ratte wurde in einen abgedeckten Eimer gebracht,
der mit Narkotikum betrdufeltes Zellstoffpapier enthélt, wobei darauf geachtet wurde, dass
die Ratte selbst nicht mit dem &dtzenden Betdubungsmittel in Beriihrung kam. Dieser Schritt
wurde unter einem Abzug durchgefiihrt. Nach 2 min wurde der Wirkungseintritt tiberpriift,
indem der Schwanz gekniffen wurde und auf ein Zucken der Ohren und Augen geachtet
wurde. Zeigte die Ratte keine Reaktion, wurde der Tod durch Genickbruch mit Hilfe einer
Guillotine herbeigefiihrt. Nach der Toétung wurde die Bauchdecke mit 70% Ethanol
desinfiziert und aufgeschnitten. Die Embryonen wurden von der Placenta getrennt und in
eine Petrischale tiberfiihrt. Die Kopfe wurden abgetrennt und in einer Petrischale mit
kaltem PBS auf Eis gesammelt. Darauf wurde die noch weiche, knorpelige Schideldecke
geoffnet, um die Gehirne zu entnehmen, die wiederum in einer Petrischale mit kaltem PBS
auf Eis gesammelt wurden. Die Mittelhirnareale, die die dopaminergen Neurone der
Substantia Nigra enthalten, wurden unter dem Binokular isoliert und in Petrischalen mit

Hanks Balanced Salt Solution (HBSS, Gibco) gesammelt. Um das Gewebe zu dissoziieren,
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wurde es fiir 20 min in 10 ml Trypsin-haltiger PBS-Losung inkubiert. Die Reaktion wurde
abgestoppt, indem die Gewebestiicke mit einer 10 ml Plastikpipette in 10 ml FCS haltige
HBSS gegeben wurden und darin auf- und abpipettiert wurden. Darauf wurden die geldsten
Zellen durch eine zuvor mit 100% Ethanol desinfizierte GAZE filtriert und direkt in 10 ml
FCS/HBSS aufgenommen und fiir 4 min bei 1200 rpm zentrifugiert. Nach der
Sedimentation wurde der Uberstand abgenommen, das Pellet in 5 ml Supplement B27-
haltigem Neurobasalmedium resuspendiert, in einer Neubauerkammer gezéhlt und zu
1x10° Zellen pro Well in einer mit Poly-L-Ornithin (0,1 mg/ml) beschichteten 24-Well-
Kulturplatte  ausplattiert. Die  frisch  ausplattierten  Zellen  wurden  unter

Standardbedingungen bei 37 °C und 5% CO; kultiviert.

2.3.2.5 Uberlebensanalysen durch Bestimmung der Zellvitalitiit mit ,,Cell Titer Blue*

Bei dieser fluorometrischen Methode wird die metabolische Aktivitit von Zellen mittels
des Indikators Resazurin, der im oxidierten Zustand vorliegt, bestimmt. Ist Zellaktivitit
vorhanden, wird blaues Resazurin zu rotem Resorfurin reduziert, welches ein
Fluoreszenzsignal generiert. Resorufin ldsst sich mit Licht bei einer Wellenlédnge von 530
nm anregen und emittiert bei einer Wellenldinge von 590 nm, was im Fluorometer
gemessen werden kann. Das Fluoreszenzsignal ist dann proportional zu der Zahl der

lebenden Zellen.

2.3.2.6 Transiente Transfektionen

Fiir die transiente Transfektion mit Plasmiden oder small interfering RNA (siRNA, s. Tab.
2) wurde die Elektroporations- oder Lipofektionstechnik angewendet. siRNA
Oligonukleotide wurden iiber MWG Eurofins bezogen und entworfen. Die siRNAs wurden

in 1x siMAX Universal Buffer (1 pg/ul) geldst und bei -80 °C gelagert.
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Tabelle 3: small interfering RNAs

CREB (1) 5’-UGACUUAUCUUCUGAUGCAJdTAT-3’
CREB (2) 5’-ACAGUUCAGUCUUCCUGUATTdTdT-3"
ERK1/2 5’-UGACCAUAUCUGCUACUUCdTdT-3’

humanPMCA2 5’-UGACCUCAAGAUUUGAUGAAJTAT-3"

human-nonsense | 5’-GGGAAAUGCGUUAGCAGUGAUdTAT-3’

ratPMCAZ2 (1) 5’-UGCAGCUUUUCAACGAGAUdTAT-3’

rat-PMCA2 (2) 5’-UGCAGCUUUUCAACGAGAUdTAT-3’

rat-nonsense 5’-AGAGACUCGGAAACCCAUAUATAT-3’

2.3.2.6.1 Elektroporation von SH-SY5Y-Zellen

Fiir die transiente Expression von Plasmiden oder siRNA-Transfektion in SY5Y-Zellen

wurden die Zellen elektroporiert. Dazu wurde ein Amaxa®-Elektroporator verwendet und

folgendes Protokoll durchgefiihrt: ca. 70% konfluente Zellen wurden wie unter 2.3.2.2
beschrieben sedimentiert, in 1 ml Standard-Medium aufgenommen und gezdhlt. Davon
wurden 5 x 10° Zellen in 400 pl Standard-Medium mit 40 pg Plasmid oder 20 pg siRNA in
eine Elektroporationskiivette (4 mm, Sigma) pipettiert und elektroporiert. Darauf wurde der
Ansatz fiir 8 min ruhen gelassen, um den Eintritt des Transgens in die Zelle durch die
mittels des Stromstofes induzierten Poren zu gewéhrleisten. Nach der Ruhephase wurden
die Zellen in 6-Well-Platten mit einer Anzahl von 5 x 10° pro Well und 2 ml Medium

kultiviert. Fiir die Durchfithrung von Ca”'-Imaging-Experimenten wurde die gleiche

Zellzahl in 1 ml Medium in 35 mm Ibidi®-Schalen gegeben.

2.3.2.6.2 Lipofektion von Priméirneuronen
Fiir die transiente Expression von Plasmiden oder siRNA-Transfektion in Primdrneuronen

wurden die Zellen nach der Priparation sieben Tage in vitro (DIV, engl.: days in vitro)

kultiviert und dann mittels Lipofektion transfiziert. Dazu wurde Lipofectamine® 2000 fiir

Plasmide bzw. Lipofractamine RNAIMAX von Invitrogen flir siRNA nach

Herstellerangaben verwendet.
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2.3.3 Ca2+-Messungen, Live Cell Imaging und Fluoreszenzmikroskopie

Messungen basaler zytosolischer, mitochondrialer oder retikulirer Ca**-Spiegel, sowie
Aktivititsmessungen zytosolischer Ca*"-Bewegungen wurden in Echtzeit mittels des GFP-
basierten ,,Cameleon®“-Sensors durchgefiihrt. In dieser Arbeit wurde eine zirkuldr
permutierte, ,,Venus®“ Version Yellow Cameleon 3.6 (Nagai et al.,, 2004) fiir die
zytosolische Ca*"-Messung verwendet. Fiir die Messungen im ER bzw. im Mitochondrium
wurden ,,Cameleon‘-Varainten mit einer entsprechenden mitochondrialen Zielsequenz (mt-
cameleon) bzw. mit einer ER-Signalsequenz (D1ER-cameleon) verwendet (Palmer et al.,
2004, 2006). SH-SYS5Y-Zellen wurden entsprechen 2.3.2.6.1 bzw. 2.3.2.6.2. mit
,Cameleons®™ transfiziert und auf Ibidi-p-Kulturschalen (3,5 cm) kultiviert. Nach
gewiinschter Behandlung wurden Ca’’-Messungen an lebenden Zellen mit einem
invertierten Olympus IX 81 Fluoreszenzmikroskop unter Standardzellkulturbedingungen
(s. 2.3.2.2) durchgefiihrt. Transfizierte Zellen wurden unter Verwendung von 40x- und
60x-Olimmersionsobjektiven (numerische Apertur NA 1.35) bei 430/25 nm mit dem MT
20 Ilumination System von Olympus angeregt. Fiir die Dual-Emmission des blauen CFP
und gelben YFP wurde ein schnelles externes Filterrad mit einem 475/20 nm- und einem
542/72 nm-Filter eingesetzt. Fluoreszenzaufnahmen wurden mit einer Olympus CCD-
FV2D Kamera durchgefiihrt. Um ein Ausbleichen und Fluoreszenzlicht-induzierten Stress
zu vermeiden, wurden die Zellen maximal 75 ms bei einem 4x Binning und hochstens 7%
Intensitdt exponiert. Sdmtliche Parameter wurden mittels CellR-Software von Olympus
gesteuert. Messungen mit dem Ca’’-Indikator Fura-2 AM (Invitrogen) wurden gemif

Herstellerangaben durchgefiihrt.

2.3.4 Proteinbiochemische Methoden

2.3.4.1 Proteinpriparation und -quantifizierung

Gesamtproteinisolierung

Dazu wurden in 6- oder 12-Well-Platten kultivierte Zellen nach Entfernung des Mediums
mit kaltem PBS gewaschen und nach vorsichtigem Absaugen des PBS mit 65 ul SDS-
Protein-Lysispuffer behandelt, vom Boden der Kulturschale abgeschabt und in 1,5 ml
Eppendorfgefile gebracht. Dem Lysispuffer wurde kurz vor Gebrauch ein Protease-

/Phosphataseinhibitor-Cocktail zugefiigt (Sigma). Die Proben wurden bei -80 °C gelagert.

SDS Protein Lysispuffer
62.5 mM Tris-HCI (pH 7.5), | mM EDTA, 2% SDS, 10% Saccharose
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Konzentrationsbestimmung

Zur Bestimmung der Gesamtproteinkonzentration wurden die Proben zuerst 10 s bis 20 s
sonifiziert. Die Konzentration wurde mittels eines BCA-Assay der Firma Pierce ermittelt. 5
ul der Proteinproben wurden mit 20 pul Wasser verdiinnt, als Standard wurde eine BSA-
Verdiinnungsreihe verwendet. Nach Zugabe von 100 ul BCA-Reagenz wurden die Proben
bei 60 °C flir 15 min inkubiert. Danach wurden die Proben bei 562 nm photometrisch
gemessen. Die Ergebnisse wurden mit der Standardkurve der BSA-Verdiinnung verglichen,

um die Konzentration zu ermitteln.

2.3.4.2 SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese, Western Blot Analyse
und immunochemische Detektion

Die Proteine wurden mittels diskontinuierlicher SDS-PAGE nach ihrem Molekulargewicht
im denaturierten Zustand aufgetrennt. Es wurden Protean-3-Elektrophoresekammern von
Biorad fiir Minigele benutzt. Die Gele wurden in zwei Glasplatten mit 1,5 mm
Abstandshaltern gegossen. Nach dem Gieflen des angesetzten Trenngels wurde das Gel mit
Isopropanol iiberschichtet, um eine moglichst flache Grenzfldche herzustellen. Nach der
Polymerisation wurde das Isopropanol abgegossen und die Grenzschicht mit bidestilliertem
Wasser ausgespiilt. Danach wurde der Sammelgelansatz dariiber gegossen und mit einer
Schablone fiir 10-15 Taschen versehen, die nach Polymerisation vor dem Auftragen der
Proben entfernt wurde. Es wurden jeweils 5-15 pg der Lysate mit Lysispuffer auf 9 pl
aufgefiillt und mit 3 pl 4xAuftragspuffer vermischt. Die 12 pl einer Probe wurden pro
Tasche aufgetragen. Als GroBenstandard wurden 2 pl des PeqGOLD Proteinmarker IV und
PageRuler (prestained) der Firma Peqlab verwendet. Um eine moglichst gerade
Auftrennung der Proteinbanden zu erreichen, wurde in die Seitentaschen nur in Lysispuffer
verdiinnter Auftragspuffer aufgetragen. Der Sammelgellauf erfolgte bei 90 V, der
Trenngellauf bei 165 V in 1x Bis-Tris Gels mit MES running buffer (Invitrogen) oder in
einem Tris/SDS-Gel in SDS-Laufpuffer.

Bis-Tris-Sammelgel

0,354 M Bis-Tris pH (6,8), 4% Acrylymid/Bisacrylamid 29:1 (40%), 0,07% APS
0,3% TEMED

33



Material und Methoden

Bis-Tris-Trenngel
0,367 M Bis-Tris (pH 6,8), 8%-12% Acrylamid/Bisacrylamid 29:1 (40%), 0,07% APS
0,1% TEMED

SDS-Trenngel
0,375 M Tris-HCI (pH 8,8), 8%-12% Acrylamid/Bisacrylamid 29:1 (40%), 0,1% SDS
0,05% TEMED, 0,1% APS

SDS-Sammelgel
0,25 M Tris-HCI (pH 6,8), 5% Acrylamid/Bisacrylamid 29:1 (40%), 0,1% SDS,
0,05% TEMED, 0,1% APS

SDS-Laufpuffer
25 mM Tris-HCI (pH 8,3), 250 mM Glycin, 0,1% SDS

4xProbenpuffer
200 mM Tris-HCI (pH 6.,8), 40% Glycerin, 4% SDS, 0,02% Bromphenolblau
20% B-Mercaptoethanol

Nach der elektrophoretischen Auftrennung wurden die Proteine weiter elektrophoretisch
auf eine Nitrocellulosemembran transferiert (geblottet). Der Sandwichblot war in folgender
Reihenfolge aufgebaut: Pluspol (rot),l x Schwamm, 1 x Gel-Blotting-Papier,
Nitrozellulose-Membran, Gel, 1 x Gel-Blotting-Papier, 1 x Schwamm, Minuspol
(schwarz). Der Transfer wurde in Mini-Trans-Blot-Zellen fiir Minigele von Biorad oder
NuPage in Transferpuffer bei 20 °C iiber Nacht bei 30 V oder fiir 2,5 h bei 48 V
durchgefiihrt. Zur Kontrolle eines gelungenen Blots und des korrekten quantitativen
Ubertrags der Proteine wurde die Membran Ponceau$S gefirbt. Vor und nach der Firbung

wurde die Membran in bidestilliertem Wasser gewaschen.

Transferpuffer

25 mM Tris-HCl, 192 mM Glycin, 20% Methanol

PonceauS-Losung

0,02% PonceauS, 0,3% Trichloressigsdure, 0,3% Sulphosalicylsdure
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Zwischen jedem der folgenden Schritte wurde die Membran dreimal je 5 min in PBST oder
TBST, je nach Antikorperherstellerangaben, gewaschen. Vor der Inkubation mit dem
primdren Antikdrper wurde die Membran fiir eine halbe Stunde bei Raumtemperatur auf
einem Schiittler mit Blockingpuffer inkubiert (PBS oder TBS/0,05% Tween mit 5% w/v
Trockenmilchpulver/0,1% NaN3). Dadurch sollten unspezifische Bindungsstellen der
Membran abgedeckt werden. Danach wurde die Membran mit dem jeweiligen fiir das
gesuchte Protein spezifischen primiren Antikdrper (s. Tab. 3) iiber Nacht bei 4 °C oder fiir
2 h bei 20 °C unter sanftem Schiitteln inkubiert. Der Antikoérper wurde in PBST oder TBST
nach Herstellerangaben verdiinnt. Der Sekundérantikdrper ist gegen den priméren

Antikorper gerichtet und mit einer Peroxidase gekoppelt.

Tabelle 4: Verwendete Primarantikorper fiir Western Blot (ohne Kennzeich-

nung) und fiir Immunozytochemie (1Z)

anti-PMCA2 P1244; Sigma

anti-panPMCA (H-300) sc-28765; Santa Cruz
anti-SERCA2 4388; Cell Signaling
anti-panNCX (H-300) sc-32881; Santa Cruz
anti-p44/42 (Erk1/2) 9102; Cell Signaling

anti-phopho-p44/42 (phospho-ERK1/2) | 9106; Cell Signaling

anti-CREB 06-863; Millipore
anti-phospho-CREB (Ser133) 06-519; Millipore
anti-Tyrosinhydroxylase T2928; Sigma
anti-Caveolinl 610406; BD Biosciences
anti-MAP2 M3696; Sigma
anti-MAP2, 1Z M4403; Sigma
anti-Tubulin T9026; Sigma
anti-Aktin A5060; Sigma

Das Enzym 16st nach Zugabe des Substrats eine Lumineszenzreaktion aus, wodurch das
detektierte Protein letztendlich visualisiert wird. Der Sekundirantikérper wurde 1:5000 —
1:10000 in PBST bzw. TBST mit 5% w/v Trockenmilchpulver verdiinnt und bei

Raumtemperatur fiir 1,5 h unter Schiitteln auf der Membran belassen. Zur Visualisierung
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wurde die Membran mit 1 ml ECL-Losung inkubiert und mit einer Fuji LAS-300
Intelligent Dark Box fotografiert. Zur Quantifizierung wurde die Bildbearbeitungssoftware

ImagelJ verwendet.

2.3.4.3 Immunozytochemie

Um immunochemische Fluoreszenzfirbungen mittels optischer Techniken optisch
darzustellen, wurden die Zellen in 12- oder 24-Well-Platten auf zuvor mit Poly-L-Ornithin
(Sigma) beschichteten Deckgldschen kultiviert und nach der gewliinschten Behandlung mit
eiskaltem PBS gewaschen und darauf mit einer 4%igen Paraformaldehyd-PBS-Losung fiir
20 min fixiert. Nach zweimaligem Waschen mit PBS/0,2% TritonX100 (je 15 min) wurden
die Zellen mit PBS/3% Rinderserumalbumin bei 20 °C fiir 1 h geblockt und dann mit dem
entsprechenden Primérantikorper (s. Tab. 3) bei 4 °C iiber Nacht inkubiert. Darauf wurden
die Zellen nach dreimaligem kurzem Waschen mit PBS mit dem entsprechenden
Sekundirantikorper fiir 1 h bei 20 °C inkubiert, nochmals gewaschen, mit 4,6-Diamidino-
2-Phenylindol (DAPI; 1 pg/ml) zur Markierung von DNA des Zellkerns gegengefiarbt und
ein letztes Mal gewaschen. Die Deckgldschen wurden nach dem letzten Waschschritt unter
Zugabe von 11 pl Moviol mit der mit den Zellen fixierten Seite nach unten auf einen
Objekttrager gelegt. Die Farbungen wurden so iiber Nacht abgedunkelt bei -20 °C ruhen
gelassen und dann mittels Fluoreszenzmikroskopie (Axiovert 200, Zeiss ausgestattet mit

einer Spot RT CCD-Kamera, Visitron) analysiert.

2.3.5 Statistische Auswertung

Soweit nicht anders beschrieben, wurden zu jedem Experiment mindestens drei
unabhingige Versuche durchgefiihrt und dann mit dem Studentischen t-Test statistisch
ausgewertet.  Unterschiede = wurden als  signifikant  betrachtet bei  einer
Zufallswahrscheinlichkeit von p < 0,05 (gekennzeichnet mit *; bei p < 0,01 gekennzeichnet
mit **; bei p < 0,001 gekennzeichnet mit ***). Die statistische Auswertung wurde mit der

Anwendungssoftware ,,GraphPad Prism* durchgefiihrt.
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3 Ergebnisse

3.1 Verinderungen der neuronalen Ca’’-Homoostase in MPP'-Modellen der
Parkinson-Erkrankung
3.1.1 MPP" verindert die basalen Ca’*-Konzentration im Zytosol und den
Mitochondrien in vitro
Inwiefern eine gestorte Ca’’-Homoostase bei altersassoziierten neurodegenerativen
Erkrankungen, besonders bei PD, zum Untergang von Neuronen fiihrt bzw. von Relevanz
in der Pathophysiologie ist, wird intensiv erforscht und ist nicht vollstindig aufgeklért.
Untersuchungen zu Verdnderungen der Ca’"-Homdostase nach MPP-Behandlung in der
Vergangenheit haben gezeigt, dass dieses Neurotoxin zu einer akuten Erhéhung von [Ca®'];
fiihrt (Lee et al., 2006). Weiterhin zeigten Serensen et al. nach einer Inkubationszeit von 24
h mit MPP" einen Anstieg der zelluliren Ca’’-Konzentration, wobei jedoch eine
verhdltnismiBig hohe Dosis (2 mM) eingesetzt wurde (Serensen et al., 2009). Ferner wurde
in Experimenten mit Cybriden (Esteves et al.,, 2010) eine Verminderung der
mitochondrialen Ca”**-Kapazitit beobachtet. Bei Cybriden handelt es sich um hybride
Zelllinien, bei welchen nach Entfernen der eigenen mitochondrialen DNA mitochondriale
DNA aus Blutplédttchen von PD-Patienten bzw. Kontrollpatienten ein- und zur Expression
gebracht wird. Es wird somit grundsitzlich angenommen, dass Verinderungen der Ca®'-
Homdostase eine Rolle bei der Pathogenese von neurodegenerativen Erkrankungen spielen
konnten. Daher sollte der Einfluss von MPP" bei geringerer Konzentration und kiirzerer
Inkubationszeit auf die Ca*-Homéostase in der vorliegenden Arbeit genauer analysiert

werden.

Um Verdnderungen der Ca*’-Homdostase zu untersuchen, wurden humane SH-SY5Y-
Zellen und neuronale Primérzellen aus dem Mittelhirn von Rattenembryonen mit dem
Ca’'-Indikator ,Cameleon transfiziert und mit 250 uM MPP" behandelt. Die Ratio aus den
YFP- und CFP-Emissionen des Ca®’-Indikators wurden zur Bestimmung der relativen
[Ca®"]; herangezogen. Wihrend sich in SH-SY5Y-Zellen nach 18 h eine milde Erh6hung
der Ca*"-Spiegel zeigte, konnte in den Primirneuronen ein Anstieg des Ca**-Signals von
etwa 75 % gemessen werden (s. Abb. 4). Die mdglichen Ursachen dieser Erh6hung wurden

unter 3.1.2 bis 3.1.4 niher untersucht.
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Abbildung 4: Erhohte Ca**-Konzentrationen im Zytosol nach MPP*-Behandlung. In
den Balkendiagrammen sind jeweils die zytosolischen Ca®*-Konzentrationen nach MPP*-
Behandlung dargestellt. Die Messwerte wurden auf die unbehandelte Kontrolle
normalisiert. (A) In SH-SY5Y-Zellen, die mit 250 uM MPP” inkubiert wurden, wurde eine
leichte Erhdhung der basalen zytosolischen Ca”"-Konzentration nach 18 h gemessen
(* MPP" zu Kontrolle, p < 0,05, n = 3). (B) In priméaren Mittelhirnneuronen aus
Rattenembryonen wurde nach 4 h Inkubation mit 250 uM MPP" ein deutlicher Anstieg der

basalen zytosolischen Ca”"-Konzentration ermittelt (* MPP" zu Kontrolle, p < 0,05, n = 4).

Des Weiteren wurde der Einfluss von MPP™ auf die Ca*’-Homdostase im ER und im
Mitochondrium in SH-SYS5Y-Zellen untersucht. Wahrend die basalen Level im ER keine
Verdnderungen zeigten (ohne Abbildung), konnte in den Mitochondrien eine Abnahme des
Ca’'-Signals beobachtet werden (s. Abb. 5A). Eine mdgliche Ursache kénnte in der
Depolarisation des Membranpotentials liegen. Zum einen ist eine Abnahme dieses
Membranpotentials nach MPP'-Behandlung beschrieben worden (Hajieva et al., 2009b).
Zum anderen bildet das mitochondriale Membranpotential die Grundlage fiir den
elektrochemischen Gradienten, der fiir den mitochondrialen Ca®-Einstrom notwendig ist.

Daher wurde das mitochondriale Membranpotential mit dem rot fluoreszierenden Farbstoff
Mitotracker Red bestimmt und gleichzeitig der mitochondriale Ca**-Gehalt untersucht, um

einen moglichen Zusammenhang zu untermauern.
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Abbildung 5:Der Einfluss von MPP* auf die mitochondriale Ca*’-Homéostase. (A)
Darstellung des mitochondrialen Ca2+-SpiegeIs: Nach 18 h Inkubation mit 250 pM MPP" nimmt
das Ca2+-SignaI, gemessen mit einer Mitochondrien-spezifischen ,Cameleon“-Variante, in SH-
SY5Y-Zellen um etwa 23 % ab (* MPP" zu Kontrolle, p < 0,05, n = 5). (B) zeigt die Korrelation
des mitochondrialen Membranpotentials mit dem mitochondrialen Ca”-SpiegeI. In MPP*-
behandelten Zellen (graue Punkte) korreliert die Ca’*-Abnahme mit der Abnahme des
Fluoreszenz-Indikators Mitotracker Red bzw. die Ca**-Zunahme mit der Zunahme des
Fluoreszenz-Indikators Mitotracker Red (schwarze Punkte) in unbehandelten Zellen (r = 0,5504
(Bestimmtheitsmal}), p < 0,01, die Korrelation ist somit signifikant. Die Regressionsgerade ist
durch y = 91,06x - 151,23 definiert.). In (C) sind fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen der
Mitochondrien von SH-SY5Y-Zellen dargestellt.
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Die Messungen zeigten, dass eine Abnahme des Membranpotentials in derselben Zelle mit

der Abnahme der mitochondrialen Ca**-Konzentration korreliert (s. Abb. 5B).

In den folgenden Experimenten sollte mittels funktioneller und biochemischer Analysen
niher untersucht werden, welcher Prozess der zytosolischen Ca’’-Erhéhung zu Grunde

liegt und welche Folgen die erhhte Ca**-Last auf Dauer hat.

3.1.2 Der zelluliire Ca**-Efflux ist durch MPP" beeintrichtigt

Unsere Vorarbeiten haben gezeigt, dass es unter MPP'-Einfluss zu Verinderungen der
basalen zytosolischen Ca®’-Konzentration kommt. Man nimmt an, dass solche
Verinderungen durch eine Zu- oder Abnahme bzw. eine Stérung des Ca*'-Influx- oder
Ca” -Efflux-Systems hervorgerufen werden konnen, da die zytosolische Ca’'-
Konzentration im Wesentlichen das Ergebnis des Gleichgewichts zwischen Ein- und
Ausstrom ist (Berridge et al., 2003). Die Plasmamembran Ca’"-ATPase 2 (PMCA2) ist
essentiell fiir den neuronalen Ca*"-Efflux. Eine direkte Messung der Aktivitit der PMCA2
in einem Zellkultursystem ist bisher nicht moglich: Zum einen sind keine selektiven
Inhibitoren bzw. Aktivatoren verfiigbar, die es erlauben einen PMCA2-abhingigen Ca®'-
Efflux zu untersuchen. Zum anderen beruht die enzymatische Aktivitit von PMCA2 auf
der hydrolytischen Spaltung von ATP, die zwar generell, jedoch nicht fiir eine spezifische
ATPase, iiber enzymgekoppelte Methoden bestimmt werden kann. Um die Enzymaktivitdt
einer spezifischen ATPase, wie PMCA?2, zu messen, muss diese daher aufgereinigt und in
einem zellfreien in vitro-System untersucht werden (Mohamed et al., 2010). Alternativ
wurden indirekte Methoden etabliert, die einen Hinweis auf die grundsitzliche Ca*"-Efflux-
Leistung geben konnen (Fernandes et al., 2007), wobei Ca’’-Messungen nach einem

. . . + .
experimentell stimulierten Ca**-Einstrom vorgenommen werden.

Um den Ca**-Efflux im MPP'-Modell zu untersuchen, wurde daher mittels einer KCI-
induzierten Membrandepolarisation ein Ca’-Influx hervorgerufen, um dann die
Wiederherstellungszeit zu messen, die die Zelle nach der Repolarisation fiir die

Regeneration von [Ca2+]i benotigt.

Mit MPP" behandelte Zellen bendtigten nach einem experimentell induzierten Ca®"-Influx
im Mittel etwa doppelt so lange wie unbehandelte Zellen, bis sie das Ausgangsniveau

wieder erreichten (s. Abb. 6). Dieser deutliche Anstieg der Wiederherstellungszeit ist ein
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Indiz fiir eine Stérung des Ca’'-Efflux-Systems, das im nichsten Abschnitt genauer

untersucht wurde.
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Abbildung 6: Untersuchung der Ca**-Effluxleistung nach KCl-induziertem Ca**-Influx und
MPP*-Behandlung. (A) Darstellung des relativen zytosolischen Ca’*-Einstroms in Abhangikeit von
der Zeit, normalisiert auf die unbehandelte Kontrolle. Die schwarze Kurve stellt den Ca®*-Influx in
unbehandelten SH-SY5Y-Zellen dar. Grau ist der Ca®-Einstrom in 18 h MPP* (250 pM)
behandelten SH-SY5Y-Zellen dargestellt. In (B) ist die durchschnittliche Zeit gezeigt, die die Zelle
bendtigt, bis das Ausgangsniveau der zytosolischen Ca®*-Konzentration nach dem experimentell
induzierten Ca*-Influx wieder erreicht ist. (** MPP" zu Kontrolle, p < 0,01, n = 3).

3.1.3 MPP" induziert die Abnahme der Plasmamembran Ca’*-ATPase 2 (PMCA2)
auf Proteinebene

Um die Ursache der erhdhten [Ca®']; bzw. des beeintrichtigen Ca**-Effluxes nach MPP*-

Inkubation zu erschliefen, wurde das Ca®"-Efflux-System zunichst auf Veridnderungen in

der Proteinexpression biochemisch untersucht.
Dabei zeigte sich nach MPP'-Behandlung eine signifikante Abnahme von PMCA2 um

etwa 30 % in SH-SY5Y-Zellen und um etwa 40 % in primédren Mittelhirnzellen, wahrend

SERCA, die Ca*"-ATPase des endoplasmatischen Retikulums, sowie der membranstindige
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Na'/Ca*"-Austauscher NCX, die ebenfalls an dem Ca’’-Efflux beteiligt sind, nicht
signifikant verdndert waren (s. Abb. 7).

Der vorher beobachtete Anstieg des zytosolischen Ca®"-Spiegels und der verzogerte Ca®'-
Efflux nach MPP'-Behandlung konnten somit durch die Abnahme der PMCA2-
Proteinexpression hervorgerufen werden. Der direkte Zusammenhang zwischen PMCA?2

und zytosolischem Ca®’-Spiegel wurde in funktionellen Experimenten untersucht (s. 3.4.1).

Die Isoform PMCA2 wird besonders in erregbaren Zellen exprimiert und ist somit
iiberwiegend Neuronen-spezifisch. Interessanterweise war die Abnahme der PMCA2-
Proteinmengen in den Primédrneuronen deutlicher und wurde bereits nach 4 h MPP'-
Behandlung beobachtet. Obgleich die PMCA2-Abnahme in SH-SY5Y-Zellen erst nach 18
h eintrat, stellte sich die Frage, ob eine Herabregulation auf Transkriptionsebene fiir die

verringerte PMCA2-Expression eine ursédchliche Rolle spielt.
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Abbildung 7: Analyse der Proteinexpression von PMCA2, NCX und SERCA nach MPP’-
Behandlung. (A) zeigt die immunoreaktiven Banden des Western Blots. Jeweils 10 ug (SH-
SY5Y-Zellen) oder 5 ug (Primarneuronen) Gesamtproteinmenge wurden in einem BIS-TRIS-
gepufferten 10 % SDS-Polyacrylamidgel aufgetrennt, geblottet und mit spezifischen Antikérpern
detektiert. Tubulin diente als Kontrolle fiir eine gleichmaRige Proteinbeladung. Die Banden (aus
A) wurden densitometrisch quantifiziert und in (B) SH-SY5Y und (C) Primarneuronen im

Balkendiagramm dargestellt. (* p < 0,05, n = 3; ** p < 0,01, n = 3, n.s.: nicht signifikant, n = 3).
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3.1.4 MPP" inhibiert die Transkription von PMCA2-mRNA

Im nédchsten Schritt sollte untersucht werden, ob der Abnahme der PMCA2-
Proteinexpression nach MPP'-Behandlung eine transkriptionelle Regulation zu Grunde
liegen konnte.

Fiir die relative Quantifizierung von mRNA, welche fiir die am Ca®"-Efflux beteiligten
Proteine kodiert, wurden quantitative PCRs durchgefiihrt. Die molekularbiologischen
Ergebnisse bestdtigten die Annahme, dass die PMCAZ2-Transkription in SH-SY5Y-Zellen

und Primérneuronen signifikant vermindert ist (s. Abb. 8).
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Abbildung 8: Relative Veridnderungen spezifischer mRNAs nach MPP*-Behandlung.
Abgebildet ist die relative Veranderung der mRNA von PMCA2 (schwarz), SERCA (grau) und NCX
(weill) im Verhéaltnis zu mRNA von GAPDH als Referenzgen in SH-SY5Y-Zellen (A) und
Primarneuronen (B) nach MPP"-Behandlung im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle. SH-SY5Y-
Zellen wurden 18 h, Primarneuronen 4 h mit 250 uM MPP* behandelt. (A) In SH-SY5Y-Zellen
wurde eine relative Abnahme der mRNA von PMCA2 und SERCA festgestellt. (B) In
Primarneuronen wurde nur eine signifikante relative Abnahme der PMCA2-mRNA beobachtet. (*

MPP" zu unbehandelten Kontrolle, p < 0,05, n = 3, n.s.: nicht signifikant, n = 3; ).

Die PMCA2-mRNA war in beiden Zellsystemen nach MPP'-Behandlung reduziert. Bei der
mRNA von SERCA und NCX zeigten sich in Primérneuronen keine signifikanten
Veranderungen, wihrend in SH-SYS5Y-Zellen neben der PMCA2-mRNA auch die

SERCA-mRNA eine signifikante relative Abnahme, wenn auch nur in geringerem
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Ausmal, aufwies. Die Abnahme der PMCA2-mRNA in SH-SY5Y-Zellen war nicht nur
gegeniiber der unbehandelten Kontrolle sondern auch gegeniiber der SERCA- und NCX-
mRNA signifikant verringert. In den ndchsten Schritten sollte daher der fiir die

transkriptionelle Regulation von PMCA?2 verantwortliche Mechanismus aufgeklart werden.

3.2 Physiologische und pathophysiologische Regulation der PMCAZ2-Expression

3.2.1 MPP" reduziert die Phospho-CREB-Level

Genomweite Promotorstudien iiber das palindromische cAMP-response-element-(cre), das
den Transkriptionsfaktor CREB binden kann (Montminy and Bilezikjian, 1987), haben
gezeigt, dass innerhalb des Promotors des PMCA2-Gens eine Konsensussequenz des
Palindroms lokalisiert ist (Zhang et al., 2005). Das cre-Motiv konnte in dieser Studie von
Zhang et al. insgesamt 4000-fach im Genom detektiert werden, in einer Promotorreichweite
von 3000 kb aufwirts bis 300 kb abwirts. Aktiv bei der Regulation der Transkription
beteiligt sind aber lediglich ca. 10% der CREB-Bindemotive. Das Vorhandensein von cre
im Promotor ist somit per se kein Kriterium, ob CREB an der Transkriptionsinitiation
beteiligt ist. Weiterhin konnen dieselben Gene gewebeabhingig iiber verschiedene
Transkriptionsfaktoren reguliert werden. Die cre-Sequenz (TGACGTCA) ist ein
Palindrom, das jedoch auch als halbes Palindrom (TGACG/CGTCA) vorkommen kann und
trotzdem als Transkriptionsverstirker (Enhancer) voll funktionsfihig ist. Bis jetzt sind
einige Faktoren und Voraussetzungen bekannt, die fiir die Transkriptionsinitiation durch
CREB relevant sind (Mayr and Montminy, 2001; Sakamoto et al., 2011). Zunédchst kommt
es zu einer Dimerbildung von CREB, dass dann an die Konsensussequenz binden kann.
AuBlerdem kann CREB am Serinrest 133 (Ser133) durch die Proteinkinase A (PKA)
(Gonzalez and Montminy, 1989) oder die Ca*"-Calmodulin-abhiingigen Kinasen II und IV
(CaMKII/IV) phosphoryliert werden. Die Phosphorylierung ist Voraussetzung fiir die
Aktivierung der Transkription, wobei jedoch umstritten ist, ob dieser Schritt vor oder nach
der DNA-Bindung erfolgt. Zudem sind weitere Phosphorylierungsstellen von CREB
identifiziert worden. Dabei kann eine Phosphorylierung auch einen inhibitorischen Effekt
haben.

Letztendlich sind weitere Kofaktoren notwendig, die an der CREB-induzierten
Assemblierung des Initiationskomplexes mitwirken und flir die Aktivierung der RNA-
Polymerase II sorgen. Die spezifische Phosphorylierung von CREB am Serin-Rest 133
(Ser133) durch PKA bewirkt die Rekrutierung des CREB-Bindeproteins CBP (Chrivia et
al., 1993) und von dessen Homolog p300 (Chakravarti et al., 1996), die als notwendige

Koaktivatoren fungieren.
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Die Betrachtung des PMCA2-Gens und seiner Promotorregion zeigt (s. Abb. 9), dass 1237
Basenpaare abwirts des Transkriptionsstarts das CREB-Bindemotiv CGTCA lokalisiert ist
(s. Abb. 9C). Interessanterweise konnte aber keine Sequenz fiir ein ,,serum-responsive-
element™ (sre) identifiziert werden. Die Sequenzsuche wurde mit Hilfe der SABiosciences-
Datenbank, die {iber 200 Transkriptionsfaktoren beinhaltet und Daten des ,,University of

California, Santa Cruz (UCSC) Genome Browsers* verwendet, durchgefiihrt.
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Abbildung 9: Darstellung des humanen PMCA2-Gens und seiner Promotorregion. A)
Dargestellt ist die Position des PMCA2-Gens innerhalb von Chromosom 3. In B) ist innerhalb
eines vergroRerten Abschnitts aus A der Transkriptionsstartpunkt sowie die Position des
CREB-Bindemotivs (rote Linie) abgebildet. C) zeigt in einer Vergrolterung aus B die cre-
Sequenz und deren Position. Die Abbildung ist verandert nach:

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?db=gene&cmd=Retrieve&dopt=Graphics&list_uids=49
1
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Um in dieser Arbeit eine mogliche Beteiligung von CREB an der Regulation der PMCA2-
Transkription nach MPP'-Behandlung zu untersuchen, wurde mittels Western Blot
zunéchst das Verhéltnis von phospho-CREB zu CREB quantifiziert. Dabei hat sich gezeigt,
dass die Phosphorylierung von CREB sowohl in SH-SY5Y-Zellen als auch in
Primirneuronen nach MPP'-Behandlung signifikant abnimmt (s. Abb. 10A und B). Dies
deutete darauf hin, dass CREB weniger aktiv und die Expression CREB-regulierter

Zielgene reduziert sein konnte.

3.2.2 Der Phosphorylierungsstatus von ERK1/2 nach MPP"-Behandlung

In diesem Schritt sollte untersucht werden, ob mdglicherweise auch bei den extrazelluldr
regulierbaren Proteinkinasen 1 und 2 (engl.: extracellular regulated protein kinases 1/2,
ERK1/2) Verinderungen des Phosphorylierungsstatus unter MPP'-Einfluss hervorgerufen
werden. Der Ras-Raf-ERK-Signalweg ist neben dem CREB-Signalweg von zentraler
Bedeutung bei der Regulation der Genexpression. Zudem konnen beide Signalwege
konvergieren oder wechselseitigen Einfluss ausiiben. Wihrend nach einer MPP'-
Behandlung nach vier Tagen eine Zunahme von Phospho-ERK1/2 in SH-SY5Y-Zellen
gezeigt wurde (Gomez-Santos et al., 2002), wurde hier in SH-SY5Y-Zellen nach 18 h eine
signifikante Abnahme beobachtet (s. Abb. 10 A und B). In den Primédrneuronen dagegen,
die 4 h mit MPP" behandelt wurden, zeigten sich keine signifikanten Verdnderungen (s.

Abb. 10 C).

Ob die Abnahme von Phospho-CREB eine spezifische Bedeutung fiir die Regulation der
PMCAZ2-Expression haben konnte, wurde somit nicht untermauert. Die Abnahme von
Phospho-CREB sowie das Vorhandensein von cre im PMCA2-Promotor lassen dennoch
eine Beteiligung von CREB an der Regulation der PMCA2-Expression vermuten, was

Gegenstand der folgenden funktionellen Untersuchungen war.
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Abbildung 10: Immunoblotanalyse von Phospho-CREB und Phospho-ERK1/2 nach MPP’-
Behandlung. (A) Nach der Proteinauftrennung aus SH-SY5Y-Zellen und Primarzellen mittels SDS-
PAGE wurden phospho-CREB, CREB, Phospho-ERK und ERK mittels Western Blot durch
spezifische Antikorper detektiert. Dargestellt sind die immunoreaktiven Banden. Die nicht
phosphorylierte Form diente jeweils als Kontrolle fir die Gesamtproteinspiegel. (B,C)
Immunoreaktive Banden von Phospho-CREB und Phospho-ERK1/2 wurden densitometrisch
quantifiziert und im Verhaltnis zu CREB bzw. ERK1/2 im Balkendiagramm dargestellt. (B) zeigt die
Quantifizierung der Banden von SH-SY5Y-Zellen nach 18 h, (C) von Primarneuronen nach 4 h
jeweils mit 250 uM MPP" inkubiert (* MPP" zu Kontrolle, p < 0,05, n = 3; n.s.: nicht signifikant, n =
3).
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3.2.3 siRNA-vermittelte Abregulation von CREB reduziert PMCA2

Um den moglichen Zusammenhang zwischen CREB und der PMCA2-Transkription
genauer zu untersuchen, wurde CREB experimentell mittels siRNA in SH-SY5Y-Zellen
herunterreguliert. Bereits 24 h nach siRNA-Transfektion zeigte sich eine signifikante

Abnahme von PMCA2 (s. Abb. 11) in der biochemischen Analyse.

Abbildung 11: Die Immunoblotanalyse

A

. von PMCA2 zeigt eine Reduktion der
nons siCREB g

Expression nach siRNA-vermittelter

— PMCA2 CREB-Herunterregulation. (A) Abbildung
Tubulin der immunoreaktiven Banden im Western

— CREB Blot. Jeweils 10 ug Gesamtproteinmenge

wurden mittels SDS-PAGE aufgetrennt
und mit spezifischen Anti-CREB- bzw.
Anti-PMCA2-Antikdrpern analysiert.
Tubulin diente als Kontrolle fur eine
gleichmaRige Proteinbeladung. Die
Detektion von CREB diente dem Nachweis
einer erfolgreichen Herunterregulation. (B)
PMCAZ2-immuno-reaktive Banden wurden
densitometrisch  quantifiziert und im
Balkendiagramm dargestellt. PMCAZ2 st
nach CREB-Herabregulation signifikant
reduziert (* siCREB-RNA zu nonsense-
siRNA-Kontrolle (nons), p < 0,05, n = 3).

PMCAZ2-Proteinmenge (%)

nons siCREB

Dadurch wurde ein Zusammenhang zwischen der Expression von PMCA2 und dem
Transkriptionsfaktor CREB demonstriert. Dies erhértete die Vermutung, dass CREB an der
Regulation der PMCAZ2-Expression beteiligt sein konnte.

Weiterhin muss erwdhnt werden, dass bei der Immunoblotanalyse von PMCA2 zwei
Banden zu erkennen sind, was auf eine Splicevariante zuriickzufiihren ist, die jedoch nicht

immer detektiert wird.

3.2.4 siRNA-vermittelte Reduktion von ERK1/2 hat keinen Effekt auf die PMCA2-
Expression
Ob die Expression von PMCA2 durch ERK1/2 ebenfalls beeinflusst wird, sollte mittels

einer vergleichenden experimentellen siRNA-vermittelten Abregulation aufgeklart werden.
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SH-SY5Y-Zellen wurden mit spezifischer siRNA gegen ERKI1/2 transfiziert und
biochemisch auf die Expression von PMCA2 untersucht. Die Westernblot-Analyse
bestétigte eine Abregulation von ERK1/2 (s. Abb. 12). Bei den immunoreaktiven PMCA2-
Banden wurde jedoch kein signifikanter Unterschied beobachtet. Dies ist ein Hinweis
darauf, dass der ERK-Signalweg nicht direkt in die Regulation der PMCA2-Expression
involviert ist.

A

Abbildung 12: Immunoblotanalyse
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Proteinbeladung. Die Detektion von
ERK1/2 diente dem Nachweis einer
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nach siERK-RNA-Transfektion (nons:
nonsense-siRNA-Kontrolle, n.s.: nicht
signifikant, n = 3).
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3.2.5 Die ,loss-of-function“-Mutante CREB M1 und siCREB-RNA fiihren zu einer
Abnahme der PMCAZ2-Expression in Priméirneuronen
Um eine mdgliche Beteiligung von CREB an der Regulation der PMCA2-Expression zu
untermauern, wurden Primérneuronen aus dem Mittelhirn mit CREB-spezifischer siRNA
transfiziert. Die Westernblot-Analyse bestdtigte den erfolgreichen CREB-,,Knockdown*
nach 24 h (s. Abb. 14C). Auch in den Primédrneuronen wurde nach der experimentellen
Abregulation von CREB eine signifikante Abnahme der PMCA2-Proteinmengen detektiert
(s. Abb. 14A und B). Diese Befunde sollten nun weiter gestirkt werden, indem die

Primérneuronen mit der dominant-negativen Mutante M1 von CREB transfiziert wurden.
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CREB M1 (Gonzalez and Montminy, 1989) ist am Ser133, das fiir die Aktivierung durch
Phosphorylierung iiber PKA essentiell ist, durch ein Alanin substituiert. Somit kann CREB
M1 nicht durch die Serin/Threonin-spezifische PKA via Phosphorylierung aktiviert werden
(s. Abb. 13).

®

Ser133Ala

PMCA2 |

Abbildung 13: CREB M1 (Gonzalez and Montminy, 1989). Die Aktivierung des
Transkriptionsfaktors CREB erfolgt tiber die Phosphorylierung des Serin 133 durch
Serin-Threonin-Kinasen wie die Proteinkinase A oder die CaM-Kinase. Durch die
Serin-Substitution mit Alanin der CREB M1-Mutante ist eine solche
Phosphorylierung und damit Aktivierung nicht mehr méglich, was eine Abregulation

von PMCAZ2 zur Folge haben kann.

Die Primédrneuronen wurden 24 h nach der Transfektion mit CREB M1 und dem
wildtypischen CREB (wt) untersucht. Dabei wurde in der Westernblot-Analyse eine
Reduktion der PMCA2-Expression unter CREB M1-Einfluss im Vergleich zu der wt-
Transfektion beobachtet (s. Abb. 14A und B). Die Transfektionseffizienz wurde durch die
Kotransfektion mit GFP fluoreszenzmikroskopisch tliberpriift (s. Abb. 14D).
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Abbildung 14: Analyse der PMCA2 -Expression in primdren Mittelhirnneuronen der Ratte
nach Transfektion mit siCREB-RNA und der dominant-negativen Mutante M1 von CREB. (A)
Jeweils 5 pg Gesamtproteinmenge wurden in einem BIS-TRIS-gepufferten 10% SDS-
Polyacrylamidgel aufgetrennt und PMCA2 mit einem spezifischen Antikérper detektiert. Tubulin
diente als Kontrolle fur eine gleichmaRige Proteinbeladung. (B) PMCA2-immunoreaktive Banden
wurden densitometrisch quantifiziert und auf Tubulin normiert. PMCA2 ist nach CREB-,Knockdown*
und nach CREB M1-Tranfektionen signifikant reduziert (* siCREB-RNA oder CREB M1 zu
nonsense-Kontrolle, p < 0,05, n = 3). (C) Jeweils 5 ug Gesamtproteinmenge wurden in einem BIS-
TRIS-gepufferten 10% SDS-Polyacrylamidgel aufgetrennt und CREB mit spezifischen Antikdrpern
detektiert. SICREB-RNA resultierte im Vergleich zur nonsense-siRNA-Kontrolle zu einer Abnahme
des CREB-Signals. (D) Dargestellt sind fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen von
Primarneuronen, die mit CREB M1 und GFP kotransfiziert wurden, um die Transfektionseffizienz zu
ermitteln. (E) Phasenkontrastdarstellung der Aufnahme D .

52



Ergebnisse

Diese Ergebnisse belegten, dass die PMCA2-Expression in der Tat abhéngig von CREB ist.
Interessanterweise war dies zudem ein Hinweis darauf, dass die CREB-gesteuerte PMCA2-
Expression abhidngig von der Aktivierung durch die Phosphorylierung des Ser133 sein
konnte. Somit konnte die PKA oder die CaMKII/IV (s. dazu auch 3.2.1) bei Regulation der
Expression von PMCAZ2 von Bedeutung sein (s. Abb. 15).

R
\/F

-Sem 33

PMCA2 |

Abbildung 15: PMCA2-Expression in Abhdngigkeit des Transkriptionsfaktors
CREB. Der in Abb. 14 gezeigte Einfluss von CREB auf die PMCA2-Expression
kénnte abhangig von der Phosphorylierung durch die Proteinkinase A (PKA) oder
CaM-Kinase (CaMK) sein. Die Untersuchungen dieser Annahme sind in den
Abschnitten 3.2.6 und 3.2.7 beschrieben.

3.2.6 Inhibition der CaMKII/IV hat keinen Effekt auf die PMCA2-Expression

Da CREB ein potenzielles Substrat der CaMKII/IV ist, wurde im nédchsten Schritt deren
Einfluss auf die PMCA2-Expression untersucht. Dazu wurden SH-SY5Y-Zellen mit dem
spezifischen CaMKII/IV-Inhibitor KN-62 (Tokumitsu et al., 1990; Gao et al., 2004)
behandelt. Die biochemische Analyse der PMCAZ2-Proteinmengen zeigte bei verschiedenen

Konzentrationen von KN-62 keinen signifikanten Unterschied (s. Abb. 16).
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Abbildung 16: PMCA2-Expression nach CaMKIl/IV-Inhibition. (A) Jeweils 10 ug
Gesamtproteinmenge von SH-SY5Y-Zellen 18 h behandelt mit KN-62 in verschiedenen Konzentra-
tionen wurden mittels eines SDS-Polyacrylamidgels aufgetrennt und PMCA2 mit einem
spezifischen Antikdrper detektiert. Tubulin diente als Kontrolle fiir eine gleichmalige
Proteinbeladung. (B) PMCA2-immunoreaktive Banden wurden densitometrisch quantifiziert und im
Verhaltnis zu der Kontrolle bzw. dem Vehikel (DMSO) im Balkendiagramm dargestellt (Vehikel:
DMSO; n.s.: nicht signifikant zu Kontrolle und Vehikel, n = 2).

3.2.7 Inhibition der Proteinkinase A (PKA) resultiert in einer Abregulation von
PMCA?2 und einer Erhohung der zytosolischen Ca’*-Konzentration

Nachdem eine mdégliche Beteiligung der CaMKII/IV (s. dazu auch 3.2.1) an der Regulation
der PMCA2-Expression ausgeschlossen werden konnte, sollte im Experiment nun
untersucht werden, ob die Proteinkinase A (PKA), als CREB phosphorylierendes Enzym
fiir die Expression von PMCAZ2 eine Rolle spielen kdnnte. Dazu wurden SH-SY5Y-Zellen
mit dem spezifischen PKA-Inhibitor Rp-cAMP (s. Abb. 17A und B) und einem
spezifischen zellpermeablen Inhibitorpeptid (nicht dargestellt) behandelt. Die biochemische
Analyse nach 18 h demonstrierte eine Reduktion der PMCAZ2-Proteinlevel. Somit konnte
gezeigt werden, dass die PKA wichtig fiir die PMCA2-Expression ist.
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Da ein unmittelbarer Zusammenhang zwischen einer Abnahme von PMCA?2 und erhdhten
zelluliren Ca®’-Spiegeln vermutet wurde, miisste eine durch die Inhibition der PKA
induzierte PMCA2-Reduktion ebenfalls zu einem erhohten Ca”*-Spiegel fithren. Um diese
Annahme zu iberpriifen, wurden die basalen zytosolischen Ca*-Level nach PKA-
Inhibition ermittelt (s. Abb. 17). Die Ca’’-Messungen ergaben einen leichten, aber
signifikanten Anstieg der basalen Ca’’-Konzentration nach PKA-Inhibition mittels Rp-
cAMP. Durch diese Untersuchungen konnte somit ein Zusammenhang zwischen PKA-
abhingiger Reduktion der PMCA2-Expression und einer erhdhten [Ca®’]; demonstriert

werden.

3.2.8 PKA-Aktivierung verhindert sowohl die MPP -induzierte PMCA2-Reduktion
als auch die Erhohung der basalen [Ca2+]i
Die Relevanz der PKA-Aktivitdt fiir die PMCA2-Expression sollte in einem Rescue-
Experiment tiefer untersucht werden. Die vorangegangen Ergebnisse aus 3.2.7 implizierten,
dass eine PKA-Stimulation einen gegensdtzlichen Effekt auf die PMCA2-Expression
hervorrufen koénnte. Daher wurden SH-SYS5Y-Zellen, die 18 h mit MPP" behandelt wurden,
gleichzeitig mit dem PKA-Aktivator db-cAMP inkubiert, der bereits zwei Stunden vor
MPP"-Behandlung appliziert wurde. Diese Zellen wurden nun proteinbiochemisch auf die

PMCAZ2-Proteinmenge und die basale zytosolische Ca®"-Konzentration untersucht.

Die Immunoblotanalyse (s. Abb. 17A und B) zeigte zum einen die PMCA2-Abnahme bei
Zellen, die ausschlieBlich mit MPP" behandelt wurden, doch interessanterweise wiesen die
mit dem PKA-Aktivator pre- und koinkubierten Zellen keine signifikante PMCA2-
Reduktion auf. Zum anderen konnte mittels Ca**-Messung auch keine signifikant Erhéhung
der Ca’"-Level in Zellen, die mit MPP" behandelt und dem PKA-Aktivator pre- und
koinkubiert wurden, beobachtet werden (s. Abb. 17).

Somit konnte gezeigt werden, dass die Modulation der PKA in Verdnderungen der

PMCAZ2-Expression resultiert, mit der weiteren Folge, dass sich die basalen

zytoplasmatischen Ca**-Level dndern (s. Abb. 19).
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Abbildung 17: Veranderungen der Ca”**-Homoostase nach Modulation der PKA-Aktivitit und
MPP*-Behandlung in SH-SY5Y-Zellen. (A) Western Blot-Analyse der PMCA2-Expression nach 18
h Behandlung mit 250 uM MPP”, 100 uM Rp-cAMP (PKA-Inhibitor) oder 100 uM db-cAMP (PKA-
Aktivator). Bei der gleichzeitigen Behandlung mit MPP" und db-cAMP wurden die Zellen zusatzlich
2h mit db-cAMP vorbehandelt. Es wurden jeweils 10 ug Gesamtproteinmenge von SH-SY5Y-Zellen
gelelektrophoretisch aufgetrennt und PMCA2 mit einem spezifischen Antikérper detektiert. Tubulin
diente als Kontrolle fiir eine gleichmafRlige Proteinbeladung. (B) links: PMCAZ2-immunoreaktive
Banden wurden densitometrisch quantifiziert und im Balkendiagramm dargestellt. (* p < 0,05, n = 4)
(B) rechts zeigt im Balkendiagramm die zytosolischen Ca’*-Konzentrationen normalisiert auf die
Kontrollmessungen mittels ,Cameleon“. Erhdhte Signale wurden bei der Behandlung mit MPP”
(250 pM, 18 h) und dem PKA-Inhibitor Rp-cAMP (100 uM, 18 h) detektiert. Zuséatzliche
Vorbehandlung (2 h) und anschlielfende Koinkubation mit dem PKA-Aktivator db-cAMP (100 uM)
konnte wiederum einen MPP* induzierten Ca2+-Anstieg verhindern (* p < 0,05, *** p < 0,001, n = 3).

Natiirlich war es von groflem Interesse zu untersuchen, ob diese Effekte auch in
Priméirneuronen induziert werden kdnnen und somit eine Relevanz fiir die in vivo Situation
besitzen. Dazu wurden primédre Mittelhirnneuronen ebenfalls mit dem PKA-Inhibitor
behandelt und vor der MPP'-Behandlung mit dem PKA-Aktivator priinkubiert (s. Abb.
18).
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Abbildung 18: Veranderungen der Ca®*-Homoostase nach Modulation der PKA-Aktivitit und
MPP*-Behandlung in Primarneuronen. (A) Abgebildet sind immunoreaktive PMCA2-Banden
nach 4 h Behandlung mit 250 uM MPP", 100 uM Rp-cAMP und gleichzeitiger Behandlung mit 250
uM MPP* und 100 uM db-cAMP, wobei mit db-cAMP zusétzlich 2 h vorbehandelt wurde. Jeweils 5
Mg Gesamtproteinmenge von Primarneuronen wurden in einem BIS-TRIS-gepufferten 10 % SDS-
Polyacrylamidgel aufgetrennt. Tubulin diente als Kontrolle fiir eine gleichmaflige Proteinbeladung.
(B) Die Quantifizierung der PMCAZ2-immunoreaktive Banden sind auf die Kontrolle normiert im
Verhéltnis zu Tubulin im Balkendiagramm dargestellt. (* p < 0,05; ** p < 0,01 n = 3; MPP"/db-
cAMP-Koinkubation n = 2)

Durch die Westernblot-Analyse konnte in der Tat bestdtigt werden, dass die PMCA2-
Expression auch in Primérneuronen PKA-abhdngig ist. Zudem konnte auch in
Primirneuronen demonstriert werden, dass die vorherige Stimulierung der PKA eine durch
MPP" induzierte PMCA2-Reduktion verhindern kann. Dadurch wurde die Bedeutung der
PKA-Aktivitdt fiir die CREB-abhingige PMCAZ2-Expression auch fiir Primédrneuronen
eindrucksvoll demonstriert (s. Abb. 19).
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Abbildung 19: Hypothetischer Mechanismus der Regulation der PMCA2-
Expression. In den Analysen zu der PMCA2-Expression konnte demonstriert
werden, dass die PMCA2-Expression sowohl nach experimenteller CREB-
Abregulation als auch unter dem Einfluss der dominant negativen Mutante CREB
M1 reduziert war. Weiterhin wurde gezeigt, dass die Inhibition der PKA zu einer
PMCAZ2-Reduktion fiihrt, was wiederum einer Erhéhung der intrazellularen ca”-

Spiegel zur Folge hat.

3.3 Auswirkung der Inhibition der ATP-Synthese auf die PMCA2-Expression und die
Ca’*-Homéoostase
3.3.1 Rotenon, Oligomycin und 2-desoxy-Glucose verringern die PMCA2-
Expression und erhohen die basale zytosolische Ca**-Konzentration
MPP" iibt als Komplex I-Inhibitor direkten Einfluss auf die mitochondriale Atmungskette
und somit auch auf die oxidative Phosphorylierung bzw. die ATP-Synthese aus (Nakai et
al., 2003). So konnte eine Beeintridchtigung der ATP-Synthese als Ursache fiir die PMCA2-
Abnahme in Frage kommen. Daher sollte untersucht werden, inwiefern weitere Substanzen,
die die ATP-Synthese reduzieren, auch Verdnderungen in der PMCA2-Expression bzw. der
Ca®"-Homdostase bewirken. Hierfiir wurden SH-SY5Y-Zellen und Primdrneuronen mit

dem Komplex I-Inhibitor Rotenon, mit Oligomycin, einem Inhibitor der ATP-Synthase
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(Komplex V) und mit 2-Desoxy-Glucose, einem Glykolyse-Inhibitor behandelt. Fiir diese
Substanzen ist gezeigt worden, dass diese die ATP-Synthese signifikant beeintrdchtigen

konnen (Sherer et al., 2003; Gandhi et al., 2009).

Interessanterweise ergaben die biochemischen Analysen ebenfalls reduzierte PMCA2-
Proteinspiegel nach Behandlung mit Rotenon, Oligomycin und 2-desoxy-Glucose in beiden

Zellsystemen (s. Abb. 20 und 21).

Analog zu den vorangegangen Experimenten wiirde man auch hier erhdhte Ca*"-Spiegel
nach einer induzierten PMCA2-Abnahme erwarten. Deshalb wurden in SH-SYS5Y-Zellen
nach Behandlung mit Rotenon, Oligomycin und 2-desoxy-Glucose Ca’"-Messungen
durchgefiihrt. Die Messungen bestitigten einen Anstieg der Ca®> -Konzentration im Zytosol

nach der Behandlung mit allen Substanzen (s. Abb. 20).
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Abbildung 20: Veranderungen der Ca®*-Homoostase nach Inhibition der ATP-Synthese in
SH-SY5Y-Zellen. (A) Abbildung der PMCA2-Banden nach Western Blot-Analyse. Jeweils 10 ug
Gesamtproteinmenge von SH-SY5Y-Zellen wurden aufgetrennt. Tubulin diente als Kontrolle fir
eine gleichmafRige Proteinbeladung. (B) links, PMCAZ2-immunoreaktive Banden wurden
densitometrisch quantifiziert und im Verhaltnis zu der Kontrolle im Balkendiagramm dargestellt. 2-
desoxy-Glukose (10 mM,), Rotenon (100 nM) und Oligomycin (100 uM) induzierten jeweils nach
18 h eine Abnahme des PMCAZ2-Signals (** Behandlung zu Kontrolle, p < 0,01, *** Behandlung zu
Kontrolle, p < 0,001, n = 4, Oligomycin n = 2). (B) rechts zeigt im Balkendiagramm die Messungen
der zytosolischen Ca’*-Konzentrationen mittels ,Cameleon®. Erhdhte Signale wurden bei allen
Behandlungen wie unter (B, links) im Vergleich zur Kontrolle detektiert. Die Messwerte sind auf die

Kontrolle normalisiert (* Behandlung zu Kontrolle, p < 0,05, ** p < 0,01, n = 3).

60



Ergebnisse

c

by 1
s ¢ % %
<) o £ 00
—_ c X
= S )
[= .- )] wg
() [e] = '?0
¥ 14 (@) N
-~ P

PMCA2

— L — Tubulin

PMCA2-
Proteinmenge (%

MPP+

e 5
© c
£ 9

o
S

Oligomycin
2-desoxy-
Glukose

Abbildung 21: Verianderungen der Ca’*-Homoostase nach Inhibition der ATP-Synthese in
Primdrneuronen. (A) Jeweils 5 ug Gesamtproteinmenge von Primarneuronen wurden in einem
BIS-TRIS-gepufferten 10% SDS-Polyacrylamidgel aufgetrennt und PMCA2 mit einem spezifischen
Antikorper detektiert. Tubulin diente als Kontrolle fiir eine gleichmaRige Proteinbeladung. (B)
PMCA2-immunoreaktive Banden wurden densitometrisch quantifiziert und im Verhaltnis zu der
Kontrolle im Balkendiagramm dargestellt. 2-desoxy-Glukose (10 mM,), Rotenon (100 nM) und
Oligomycin (100 pM) induzierten jeweils nach 4 h eine Abnahme des PMCAZ2-Signals. (*
Behandlung zu Kontrolle, p < 0,05, ** Behandlung zu Kontrolle, p < 0,01, n = 3, Oligomycin n = 4).

Da die Reduktion der PMCAZ2-Expression durch verschiedene, sowohl mitochondriale als
auch zytosolische, Inhibitoren der ATP-Synthese induziert werden konnte, wurde
angenommen, dass die MPP'-induzierte PMCA2-Reduktion mdglicherweise durch eine
ATP-Supplementierung durch Substitution mittels Methyl-Succinat, einem zellpermeablen
Komplex-II-Substrat der mitochondrialen Atmungskette (Gandhi et al., 2009), verhindert
werden kann. Daher wurden SH-SYS5Y-Zellen 2 h mit Methyl-Succinat (5 mM)

priinkubiert und darauf folgend mit MPP' und Methyl-Succinat koinkubiert. Die
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biochemische Analyse der PMCA2-Expression zeigte jedoch keinen signifikanten
Unterschied zwischen der MPP'-Inkubation alleine und der Pri- und Koinkubation mit
Methyl-Succinat (nicht gezeigt). Somit konnte nicht bestdtigt werden, dass durch
Stimulation der ATP-Synthese die MPP -induzierte PMCA2-Reduktion verhindert werden
kann. Ob der Energiemetabolismus eine mdgliche Relevanz fiir die PMCA2-Expression
hat, ldsst sich mittels der durchgefiihrten Experimente nicht eindeutig sagen und muss

durch zukiinftige Experimente geklart werden.

3.4 Die Bedeutung von PMCA? fiir das neuronale Uberleben
3.4.1 siRNA vermittelte PMCA2-Herunterregulation erhoht die Vulnerabilitit von
Neuronen des Mesencephalons

Dass PMCA2 fiir das neuronale Uberleben eine Rolle spielen kénnte, wurde kiirzlich
beschrieben. So wurden reduzierte PMCA2-mRNA-Spiegel bei der Huntington-
Erkrankung (Kuhn et al., 2007) und der Parkinson-Erkrankung (Simunovic et al., 2009)
detektiert. Weiterhin wurde der Untergang von Motorneuronen im lumbalen Riickenmark
in PMCA2-defizienten Méusen beobachtet (Souayah et al., 2008). Dariiber hinaus konnte
gezeigt werden, dass eine experimentelle Reduktion von PMCA?2 mittels siRNA zu einem

verminderten Uberleben von spinalen Neuronen fiihrt (Kurnellas et al., 2010).

In der vorliegenden Arbeit konnte demonstriert werden, dass MPP" den Ca®"-Efflux
beeintrichtigt und zu einer Abnahme der PMCA2-Expression fiihrt. Daher war es von
Interesse aufzukldren, ob die Primdrneuronen nach einer experimentellen PMCA2-
Reduktion vulnerabler sind und, ob die experimentelle PMCA2-Abregulation den
zelluliren Ca’-Spiegel beeinflusst. Um das Uberleben von mesencephalischen
Primérneuronen nach experimenteller PMCA2-Herunterregulation zu untersuchen, wurden
diese mit siRNA gegen PMCA?2 transfiziert nach 72 h proteinbiochemisch und nach 96 h
immunozytochemisch und analysiert. Dazu wurden neuronale Zellen mit dem
neuronenspezifischen Antikérper MAP2 inkubiert und fluoreszenzmikroskopisch

ausgewertet.

Die immunozytochemische Auswertung ergab einen Riickgang des neuronalen Uberlebens
um beinahe 50 % nach siRNA-Transfektion im Vergleich zur Kontrollgruppe (s. Abb. 22A
und B). Fiir die Untersuchungen der zelluldren Ca*"-Spiegel wurden Ca*"-Messungen in

Primirneuronen und SH-SY5Y-Zellen, die mit siRNA transfiziert wurden, nach 24 h

62



Ergebnisse
durchgefiihrt. In Abb. 22C ist gezeigt, dass es in beiden Zellmodellen zu einem leichten
Anstieg der zelluldren Ca**-Konzentration nach siRNA-Transfektion kam.
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Abbildung 22: Verinderungen der Ca**-Homoostase und des neuronalen Uberlebens nach
experimenteller PMCA2-Herunterregulation. (A) 4x10° Primarzellen aus dem Mittelhirn von
Rattenembryonen wurden nach 7 Tagen in vitro-Kultur mit siPMCA2-RNA oder nonsense-siRNA
als Kontrolle transfiziert. 96 h nach der Transfektion wurden die auf Deckglaschen kultivierten
Zellen mit Paraformaldehyd fixiert und mit dem neuronenspezifischen MAP2-Antikdrper und einem
entsprechenden Cy-3-gekoppelten Sekundarantikdrper inkubiert. Die Gegenfarbung der Zellkerne
erfolgte mit DAPI. Die fluoreszenzmikroskopischen Aufnahmen wurden bei 40-facher VergréRerung

durchgefihrt. (B) Die MAP2-positiven Neuronen wurden gezahlt und dienten der Bestimmung fir
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das neuronale Uberleben (** siPMCA2 zu nonsense-siRNA p < 0,01, n = 3). (C) In SH-SY5Y-Zellen
(links) und Primarneuronen (rechts) wurde 24 h nach der Transfektion [Ca®"]; bestimmt. Die
Messungen in SH-SY5Y-Zellen wurden mit ,Cameleon®, das kotransfiziert wurde, durchgefihrt. In
den Primarneuronen wurde die Bestimmung der zytosolischen Ca2+-SpiegeI mit FURA durch
gefihrt (* siPMCA2 zu nonsense-siRNA, p < 0,05, n = 4; ** siPMCA2 zu nonsense-siRNA, p < 0,01,
n=7).

Die biochemische Analyse ergab eine Abnahme der PMCAZ2-Proteinspiegel nach
siPMCA2-RNA-Transfektion nach 72 h, was die experimentelle Abregulation belegt (s.
Abb. 23A). Weiterhin wurde eine signifikante Abnahme der Tyrosinhydroxylase (TH),
jedoch nicht fiir MAP2, beobachtet (s. Abb. 23B). Die Tyrosinhydroxylase ist essentiell fiir

die Dopaminsynthese und wird als Marker fiir die dopaminergen Neuronen verwendet.
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Abbildung 23: Analyse der Tyrosinhydroxylase- und MAP2-Proteinmengen nach siPMCA2-
Transfektion in Primdrneuronen (A) 72 h nach siRNA-Transfektion wurden jeweils 5 ug
Gesamtproteinmenge von Primarneuronen durch SDS-PAGE aufgetrennt und PMCA2-, TH-, und
MAP2-Proteinmengen detektiert. Diese Analyse diente der Kontrolle der PMCAZ2-
Herunterregulation und der indirekten Untersuchung des Uberlebens dopaminerger Neuronen. (B)
Immunoreaktive TH- und MAP2-Banden wurden densitometrisch quantifiziert und die TH- bzw.

MAP2-Mengen relative ausgewertet (* siPMCA2 zu nonsense-siRNA, p < 0,05, n = 3)

Durch die beschriebenen Experimente wurde demonstriert, dass PMCA2 eine funktionelle
Bedeutung fiir die Ca*"-Homdostase hat. Es konnte nachgewiesen werden, dass PMCA?2
relevant fiir das neuronale Uberleben ist. Zudem gab die Abnahme der Tyrosinhydroxylase
einen Hinweis darauf, dass dopaminerge Neuronen vulnerabler auf die PMCA2-Reduktion

reagieren konnten als andere Neuronenpopulationen des Mittelhirns.
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3.42 Transiente Uberexpression von PMCA2 und das neuronale Uberleben im
MPP"-Modell

VanHouten et al. konnten demonstrieren, dass (1) in PMCAZ2-defizienten Méusen in
Epithelzellen der Brustdriise Apoptose induziert wird und, (2) dass die Uberexpression von
PMCAZ2 in der Brustkrebszelllinie T47D die Apoptose inhibiert (VanHouten et al., 2010).
Da in der vorliegenden Arbeit gezeigt werden konnte, dass die experimentelle PMCA2-
Reduktion das zellulire Uberleben beeintrichtigt, sollte in einem Rescue-Experiment
untersucht werden, ob die transiente Transfektion mit PMCAZ2 einen protektiven Effekt auf
das zelluldre Uberleben im MPP'-Modell haben kénnte. Dazu wurde die kodierende
Sequenz der humanen PMCA?2 in einen pEGFP-N1-Expressionsvektor kloniert (s. Anhang
fiir Sequenz und Vektorkarte).

SH-SYS5Y-Zellen wurden mit pEGFP-N1 oder pEGFP-N1-PMCA2 transfiziert und 48 h
nach der Transfektion mit MPP" inkubiert. Nach weiteren 72 h wurden Uberlebensanalysen
mittels ,,Cell Titer Blue®, einem fluorometrischen Indikator zur Bestimmung der
metabolischen Aktivitdt, durchgefiihrt. Bei dieser Analyse wurde eine signifikante
Abnahme des Uberlebens nach MPP'-Inkubation im Vergleich zur unbehandelten
Kontrolle festgestellt (s. Abb. 24). Die transiente Transfektion mit pEFGP-N1-PMCA2
hatte jedoch hinsichtlich einer mdglichen Protektion gegen MPP" keinen deutlichen Effekt
im Vergleich zu der Transfektion mit pEGFP-N1. Als Ursache dafiir konnte in Betracht
gezogen werden, dass bei der Klonierung der PMCA2-Sequenz ein Aminoséureaustausch

aufgetreten ist, wodurch dieses Konstrukt mdglicherweise nicht funktionell war.
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In weiteren Experimenten soll untersucht werden, ob die PMCA2-Uberexpression einen
protektiven Effekt auf das Uberleben im MPP'-Modell hat. Dazu soll der PMCA2-
Expressionsvektor (VanHouten et al., 2010) verwendet werden, der im Rahmen dieser

Arbeit nicht zur Verfiigung stand.

3.5 Altersabhingige Verinderungen der Ca’"-Homéostase in vitro und in vivo

3.5.1 Gealterte IMR-90 Fibroblasten weisen Verinderungen des Ca’*-Efflux-
Systems und erhohte basale Ca**-Level auf

Im Zuge der Alterung kommt es zu Verdnderungen der Ca’-Homdostase, die die

Widerstandfdhigkeit von Neuronen beeintrichtigen konnen (Hajieva et al., 2009a). Die

beobachteten Verdnderungen der Ca’’-Homdostase in den MPP'-basierten Zellkultur-

Modellen der Parkinson-Erkrankung in der vorliegenden Arbeit fiihrten zu der Frage, ob

diese auch bei der nicht-pathologischen Alterung auftreten.

Um altersassoziierte Veridnderungen der Ca>*-Homdostase zu untersuchen, wurden humane
IMR-90 Fibroblasten als zelluldres Altersmodell verwendet. Diese seneszenten
Fibroblasten weisen mit zunehmendem Alter, das durch die Anzahl der
Populationsverdopplungen (PD) bestimmt wird, eine verringerte Teilungsaktivitdt bis zu
einem vollstindigen Teilungsstopp (Campisi et al., 1996) auf, was als replikative
Seneszenz bezeichnet wird. Weiterhin kommt es bei der zelluldiren Alterung zu
Verdnderungen in der Proteinzusammensetzung, wie z.B. erhohten Caveolinl-
Proteinmengen (Linge et al., 2007). Diese Merkmale kénnen daher zur Bestimmung eines

seneszenten Phinotyps herangezogen werden (Kern et al., 2006).

Zur Charakterisierung des seneszenten Phinotyps wurden daher die PDs bis zu dem
Eintreten eines vollstdndigen Teilungsstopps analysiert. Ein Wachstumsarrest wurde ab der
46. PD beobachtet (s. Abb. 25D). Daher wurden Lysate ab PD 46, sowie bei PD 22, bei der
sich die Zellen in einer exponentiellen Wachstumsphase befanden, verwendet und
biochemisch auf den Altersmarker Caveolinl untersucht (s. Abb. 25A). Die Analyse zeigte
einen Anstieg von Caveolinl bei den gealterten Zellen. Dadurch wurde der seneszente

Phénotyp nachgewiesen.

Um nun den Einfluss der zelluliren Alterung auf die Ca*’-Homdostase zu untersuchen,
wurde das Ca’*-Effluxsystem in gealterten Fibroblasten biochemisch analysiert und mit

dem junger Fibroblasten verglichen. Da die Isoform PMCA2 iiberwiegend in neuronalen
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Zellen exprimiert wird, wurde bei den Immunoblotanalysen ein panPMCA-Antikorper
verwendet, der alle vier PMCA-Isoformen detektieren kann. Dabei konnte eine deutliche
Abnahme von PMCA und SERCA in gealterten Zellen demonstriert werden (s. Abb. 25A),
wiéhrend NCX weder bei PD 22 noch bei PD 46 oder hoher detektiert werden konnte (nicht
dargestellt).

In einer weiteren Untersuchung sollte gepriift werden, ob die Abnahme der PMCA- und
SERCA-Proteinspiegel das Ca®’-Gleichgewicht verindern. Deswegen wurden Ca’'-
Messungen im Zytosol, im ER und in den Mitochondrien durchgefiihrt. Interessanterweise
wurde ein leicht erhohtes Ca**-Signal im Zytosol, jedoch nicht im ER und Mitochondrium,

ermittelt (s. Abb. 25C).
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Abbildung 25: Verianderungen der Ca**-Homoostase in gealterten IMR90-Fibroblasten. (A)
Um das altersspezifische Caveolin und das Ca2+-Efquxsystem zu untersuchen, wurden 10 ug
Gesamtproteinmenge von Fibroblasten Uber SDS-PAGE aufgetrennt. Mit einem spezifischen
panPMCA-Antikérper, SERCA2-Antikdrper bzw. Caveolin1-Antikbrper wurden die entsprechenden
Proteine detektiert. Aktin diente als Kontrolle fir die gleichmaRige Proteinbeladung. (B) Die
panPMCA und die SERCA-Banden wurden densitometrisch quantifiziert und im Balkendiagramm
dargestellt (* < p= 0,05, ** p < 0,01, alt zu jung, n = 3). (C) Fibroblasten wurden bei PD 22 und PD
46 mit Ca**-Sensor cpYC 3.6 (Zytosol), mitocameleon (Mitochondrium) oder D1ER-cameleon (ER)
transfiziert. Die jeweiligen Ca2+-Messungen sind im Balkendiagramm dargestellt (** PD 46 zu PD
22, p < 0,05, n = 3). (D) Es wurden jeweils 1x10° Fibroblasten kultiviert und alle drei bis vier Tage
passagiert. Nach jeder Passage wurden die PD ermittelt und als Wachstumskurve mit f = PD(Zeit)
dargestellt.
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3.5.2 Die PMCA2-Expression ist im Mittelhirn von gealterten Mausen reduziert
Abschlielend sollte untersucht werden, ob die Alterung auch in vivo in Neuronen zu
Verianderungen der PMCA2-Expression fiihrt, was eine wichtige Rolle fiir das neuronale

Uberleben spielt.

Dafiir wurden Gewebelysate des Mittelhirns von 3 Monate jungen und 24 Monate alten
C57BL/6- Midusen biochemisch analysiert. Die Immunoblotuntersuchungen zeigten, dass
es auch in vivo in Mittelhirnneuronen im Zuge der Alterung zu einer Reduktion der

PMCAZ2-Expression kommt (s. Abb. 26)
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4 Diskussion

Alterationen der intrazelluliren Ca’’-Homdostase konnen gravierende Folgen fiir die
Vitalfunktionen der Zelle haben sowohl beim Alterungsprozess als auch bei
neurodegenerativen Erkrankungen von Relevanz sein. In der vorliegenden Arbeit wurden
Verdnderungen der Ca’’-Homdostase im Zell- und Primirkulturmodell der Parkinson-
Erkrankung, so wie in vivo bei der Alterung untersucht. Dabei wurde festgestellt, dass es
im in vitro-MPP'-Modell der Parkinson-Erkrankung zu einer PMCA2-Reduktion,
vermittelt durch eine Proteinkinase A (PKA)-abhingige Abnahme der CREB-
Phosphorylierung, kommt. Durch die Reduktion von PMCA?2 wurde der zytosolische Ca®'-
Efflux beeintrichtigt, mit der Folge einer erhdhten zelluliren Ca®’-Konzentration und
einem verminderten Uberleben von primiren Mittelhirnneuronen. AuBerdem kam es zu
einer verminderten mitochondrialen Ca®’-Aufnahme korrelierend mit einer Verringerung
des mitochondrialen Membranpotentials. Auch wihrend der Alterung wurden
biochemische Verinderungen des Ca”"-Effluxsystems und eine erhhte zytosolische Ca®-
Konzentration konstatiert. Die Bedeutung dieser Ergebnisse sowie die moglichen Ursachen

dieser Verdnderungen sollen nun diskutiert werden.

4.1 Veriinderungen der Ca**~-Homéostase bei neurodegenerativen Prozessen

Fiir neurodegenerative Erkrankungen, die iiberwiegend altersassoziiert sind, wie etwa die
Parkinson-Erkrankung oder die Alzheimer-Erkrankung sind Verinderungen der Ca®'-
Homdostase charakteristisch (Bezprozvanny, 2009) und koénnen in vielfiltigen Formen
auftreten. So kann beispielsweise die Expression Ca’’-bindender Proteine bei den
betroffenen Neuronen verringert sein, wadhrend deren Expressionsspiegel bei intakten
Neuronen relativ hoch sind. Des Weiteren kann auch die mitochondriale
Ca”"Pufferungskapazitit beeintrichtigt sein (Esteves et al., 2010). Dariiber hinaus kann es
zu einem erhohten Ca’"-Einstrom zB. infolge gesteigerter Aktivierung von
Glutamatrezeptoren (Glutamatexzitotoxizitit) kommen (Hajieva et al., 2009a). Diese
Prozesse konnen letztlich zu einem Anstieg der zytosolischen Ca’’-Konzentration fiihren
und damit beispielsweise proteolytische Enzyme, wie z.B. Calpaine (Gamerdinger et al.,
2006), aktivieren oder Verdnderungen in der Genexpression hervorrufen (Ronkainen et al.,
2011). Schon leichte Schwankungen des Ca®’-Gleichgewichts koénnen langfristig

schwerwiegende Folgen fiir die vitalen Zellfunktionen haben.

Ca” -Dysfunktionen konnten bei der Pathobiochemie der Parkinson-Erkrankung von

zentraler Bedeutung fiir den Verlust der dopaminergen Neuronen sein, die eine seltene
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Isoform spannungsgesteuerter Ca’’-Kanile des L-Typs, CaV 1.3, exprimieren und ein
autonomes Schrittmacherpotential aufweisen (Surmeier, 2007; Surmeier et al., 2010b).
Jedoch ist bislang groBtenteils ungekldrt, zu welchen Verdnderungen es bei diesen
Erkrankungen im Detail kommt und welche Auswirkungen diese auf die Vulnerabilitit von
Neuronen haben konnten. Daher wurde in der vorliegenden Arbeit untersucht, welchen
Einfluss das experimentelle Parkinson-Toxin MPP™ auf die Ca®’-Homdostase hat und
welche molekularer Mechanismen involviert sein konnten. Dazu wurden in priméren
Mittelhirnneuronen aus Rattenembryonen und humanen SH-SY5Y-Neuroblastomazellen,
die mit MPP" behandelt wurden, mit dem GFP-basierten Ca’’-Indikator ,Cameleon cpYC
3.6 Ca’-Messungen sowie biochemische und molekularbiologische Analysen
durchgefiihrt. Die Funktionsweise dieser relativ neuen Generation von Ca®'-Indikatoren
beruht auf einem ratiometrischen Prinzip, womit ,,Cameleons” unabhingig von der
Expression sind. Des Weiteren wurden diese Ca*"-Indikatoren dahingehend optimiert, dass
diese  moglichst pH-Wert-unabhéingig  sind und  maximal groBe  Ca’'-
Konzentrationsunterschied detektieren konnen (Nagai et al., 2004). Zudem ist mit einer
entsprechender Zielsequenz eine organellenspezifische Expression moglich (Palmer et al.,

2004, 20006).

4.1.1 Der Einfluss von MPP" auf die Ca**~-Homéostase

Es ist bekannt, dass die dopaminergen Neuronen der Subtantia Nigra pars compacta, die bei
der Parkinson-Erkrankung zum groBten Teil degenerieren, Besonderheiten in der Ca’'-
Homdostase aufweisen (Surmeier, 2007). Die typischen Symptome der Erkrankung treten
erst nach einem 60 - 70%igen Verlust dieser Neuronen auf, wobei man annimmt, dass
dieser Neuronenverlust gleichzeitig die Ursache der Symptome ist (Riederer and Wuketich,
1976; Fearnley and Lees, 1991). Aufgrund des -charakteristischen Phéinotyps der
betroffenen Neuronen, der sich durch die Expression des o.g. spannungsgesteuerten Ca”-
Kanals CaV 1.3 (s. 1.2.2) auszeichnet, wiirde man annehmen, dass (1) die Ca’'-
Homoostase duBerst sensibel ist und, dass (2) in diesen Neuronen der permanenten Ca*'-
Einstrom iiber die Zellmembran schneller zu einer Ca*"-Uberbelastung fithren konnte, was
die Vulnerabilitit deutlich erhéhen wiirde. Daher konnte es von entscheidender Bedeutung
sein, Storungen der Ca2+-Homéostase, deren Ursachen und deren Folgen aufzukldren, um

neue potentielle therapeutische Ansétze zu entwickeln.
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Die Untersuchungen zu Verinderungen der Ca’’-Homdostase bei der Parkinson
Erkrankung bzw. in deren Modellen beschrinken sich bisher jedoch nur auf wenige
Fragestellungen. Zum einen zeigen Analysen, dass a-Synuklein, das ein Protein-
Hauptbestandteil der charakteristischen Lewy-Kd&rperchen ist und bei der familidren Form
als mutiertes Allel vorliegen kann, in biologischen Membranen Poren formen kann, die
Ca* -durchlissig sind (Danzer et al., 2007). Zum anderen wurde eine Aktivierung der Ca”'-
abhingigen Protease Calpain beobachtet, was auf erhdhte basale Ca®"-Level hinweist
(Vosler et al., 2008). Interessanterweise gehdrt o-Synuklein zu den Substraten der
Calpaine, was in vitro sowie in humanen Gewebeproben von Parkinson-Patienten
nachgewiesen werden konnte (Dufty et al., 2007). Dariiber hinaus konnte in MPTP/MPP"-
Mausmodellen der Parkinson-Erkrankung demonstriert werden, dass Isradipin, ein
spezifischer Antagonist fiir spannungsgesteuerte Ca’’-Kanile des L-Typs, eine
neuroprotektive Wirkung hat (Ilijic et al., 2011), was impliziert, dass der permanente Ca®"-
Flux, der iiber solche Ca’*'Kanile generiert wird, auf der einen Seite einen Risikofaktor
darstellt und zum anderen, dass eine Ca2+-Dyshoméostase in der Parkinsonpathologie eine
Rolle spielen konnte. Einen weiteren Aspekt der Ca’'-Dyshomdostase beschreibt eine
Studie, in der gezeigt werden konnte, dass MPP" zu einer Depletion von ATP nach vier
Stunden in Primdrneuronen fiihrt, gefolgt von Exzitotoxizitdt vermittelt iiber einen

Glutamatrezeptor-gekoppelten Ca®"-Influx (Leist et al., 1998).

Bislang ist jedoch nicht vollstindig aufgeklirt, wodurch das Ca*"-Gleichgewicht in der
Parkinson-Pathologie gestort wird und ob dies moglicherweise entscheidend zu dem

Untergang der dopaminergen Neuronen beitragt.

In der vorliegenden Arbeit wurde der Einfluss des Parkinson-assoziierten Neurotoxins
MPP" auf die Ca’’-Homdostase untersucht. Dabei konnten frithere Studien (Lee et al.,
2006; Serensen et al., 2009) bestétigt werden, die zeigen dass es zu einem Anstieg des
basalen zytosolischen Ca®’-Spiegels kommt (s. Abb. 4). Parallel zu den zytosolischen
Verdnderungen der Ca’’-Homdostase wurde in dieser Arbeit eine Abnahme der
mitochondrialen Ca®"-Konzentration, sowie eine positive Korrelation der mitochondrialen
Ca*'-Konzentration mit dem mitochondrialen Membranpotential nachgewiesen (s. Abb. 5).
Von zentraler Bedeutung war in diesem Zusammenhang die Frage, ob dieser zytosolische
Ca”"-Anstieg durch eine Beeintrichtigung des Ca’-Efflux- oder des Ca’-Influxsystems

hervorgerufen werden konnte. Eine Studie, die schon vor iiber 20 Jahren mit Hepatozyten
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durchgefiihrt wurde, hat Hinweise darauf ergeben, dass die PMCA2-Aktivitit und somit
der Ca’"-Efflux durch MPP" beeintrichtigt sein konnte (Kass et al., 1988). Eine
verminderte Effluxleistung, hervorgerufen durch MPP", konnte in dieser Arbeit ebenfalls
bestdtigt werden (s. Abb. 6). Dariiber hinaus wurde bei der ndheren Untersuchung des
Ca”"-Effluxsystems in neuronalen Zellen zum ersten Mal eine MPP -induzierte Reduktion
der Expression der neuronenspezifischen PMCA2 beobachtet, wihrend SERCA und NCX,
zwei weitere Bestandteile des Ca*"-Effluxsystems, keine signifikanten Verinderungen in

den Experimenten zeigten (s. Abb. 7 und 8).

Diese Befunde fiihrten zu der Frage, ob durch einen Verlust von PMCA2 der permanente
Ca®"-Influx iiber die spannungsgesteuerten L-Typ-Kanile in den dopaminergen Neuronen
nicht mehr kompensiert werden kénne und, ob diese dauerhafte Belastung moglicherweise
eine erhohte neuronale Vulnerabilitit zur Folge hat. Weiterhin stellte sich die Frage,
wodurch es zu einer PMCA2-Reduktion kommt und, ob dies relevant fiir das neuronale
Uberleben sein kdnnte. Diese Fragen sollen in den Abschnitten 4.1.2 bis 4.1.4 diskutiert

werden.

Bei den vorangegangenen Untersuchungen wurde davon ausgegangen, dass
Zellschadigungen durch die Effekte einer erhohten Ca®’-Konzentration verursacht werden.
Es muss jedoch auch beachtet werden, dass Verinderungen der Ca**-Homdostase generell
auch zu einer Reduktion des Ca®"-Einstroms und somit lokal zu einem Ca’’-Mangel fiihren
konnen, was sich ebenfalls negativ auf das Zelliiberleben auswirken kann. So wurde in
einer jliingeren Studie beschrieben, dass die Nikotin-abhdngige Neuroprotektion in einem
Parkinson-dhnlichen Modell nur bei leicht erhdhten zytosolischen Ca**-Kontentrationen
erreicht werden konnte. Hierbei wurde ein Ca®’- abhingiger Signalweg identifiziert, der
vermittelt iiber Calmodulin und Phosphatidylinositol-3-Kinase protektive Effekte ausiibt
sollte und der durch die Aktivierung eines nikotinischen Acetylcholinrezeptors induziert
wird (Toulorge et al., 2011). In einer weiteren Arbeit konnte die neuroprotektive Relevanz
von TRPCI (s. 1.1.1), durch das ein Ca®"-Influx erfolgen kann, im Parkinson-Modell
bestétigt werden (Selvaraj et al., 2009).

Somit wird aufgrund der vielseitigen und komplexen Effekte von Ca®" deutlich, dass Ca**
an sich sowohl schiadigende als auch protektive Auswirkungen haben kann, was u.a.
abhingig davon ist, iiber welchen Kanal und in welcher subzelluldren Region ein Ca”'-

Influx erfolgt.
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4.1.2 Regulation der PMCA2-Expression

Bisher sind wenige Mechanismen im Detail bekannt, die an der Regulation der Expression
der PMCA-Isoformen beteiligt sind. Die Erkenntnisse beschrinken sich im Wesentlichen
lediglich auf die Identifikation einiger Induktoren der PMCAZ2-Expression und
entwicklungsabhingige Verdnderungen der Expression. So wurde beispielsweise
beschrieben, dass das (Vitamin-)D-Hormon Calcitriol die Hochregulation der Expression
von PMCAIDb in Nierenzellen auf Transkriptions- und Translationsebene induziert
(Glendenning et al., 2000). Dieser Effekt konnte auch fiir die Isoform PMCA4b in den
klonalen MDCK-Zellen der distalen Nierentubuli nachgewiesen werden (Kip and Strehler,
2004). Des Weiteren wurde beobachtet, dass die neuronenspezifische Splicevariante der
Isoform PMCAA4CII, wihrend der Differenzierung granuldrer Neuronen des Kleinhirns, bei
einem chronischen Anstieg der zytosolischen Ca®’-Konzentration, Calcineurin-abhingig
herunterreguliert wird. Gleichzeitig wurde unter diesen Bedingungen eine Zunahme der
Expression der Isoformen PMCAICII, 2 und 3 beobachtet (Guerini et al., 2000). Dass
durch Ca*" selbst die Expression von PMCAL1, 2 und 3 induziert werden kann, wurde
bereits ein Jahr zuvor in Abhdngigkeit von der Entwicklung von Neuronen beobachtet
(Guerini et al., 1999). Dabei stellte sich zudem heraus, dass die Expression auch wahrend
der Entwicklung von Kleinhirnneuronen hochreguliert wird, wiahrend die Expression in
neonatalen cerebelliren Neuronen aus Ratten kaum detektierbar war. Auch in Miusen
wurde eine dhnliche entwicklungsabhédngige Regulation der Expression der verschiedenen
PMCA-Isoformen beschrieben (Marcos et al., 2009). Die distinkten Signalwege bei der
Ca”"-abhingigen Regulation der Expression sind nicht vollstindig aufgeklirt. Es wird
vermutet, dass Ca’’-Calmodulin abhingige Effektoren, wie die Phosphatase Calcineurin
und die CaM-Kinasen, involviert sind, was wiederum die Bedeutung des
Phosphorylierungsstatus von Transkriptionsfaktoren impliziert (Carafoli et al., 1999). In
einer fritheren Studie wurde die hormonelle Stimulierung der Transkription von PMCA1 in
verschiedenen Zelltypen demonstriert (Kuo et al., 1993). Diese Untersuchungen schlie3en

die Beteiligung cAMP-, Ca®'- und Proteinkinase C-abhingiger Signalwege mit ein.

Die sehr komplexe Regulation der Expression der verschiedenen PMCA-Isoformen kann
somit verschiedene Mechanismen beinhalten. Diese Mechanismen kdnnen sich einerseits
gewebeabhingig unterscheiden und andererseits entwicklungsabhingig verschiedener
Signalwege bedienen, angepasst an die Anforderungen einer Zelle und die funktionellen

Eigenschaften der diversen PMCA-Isoformen.
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Bei genomweiten Promotorstudien wurde innerhalb des PMCA2-Promotors ein cAMP-
response-Element (cre)-Halbpalindrom identifiziert (Zhang et al., 2005), weshalb in der
vorliegenden Arbeit eine mdogliche Beteiligung des Transkriptionsfaktors CREB an der
Regulation der PMCA2-Expression bzw. an der MPP -induzierten PMCA2-Abregulation
untersucht wurde. In dieser Arbeit wurde nach MPP'-Behandlung sowohl eine Abnahme
der PMCA2-Expression auf Transkriptions- und Proteinebene (s. Abb. 7 und 8), als auch
eine Abnahme der Phospho-CREB-Spiegel nachgewiesen (s. Abb. 10). Aufgrund der
erhobenen Daten (s. 3.2) wird folgender Mechanismus fiir eine mdgliche Regulation der
PMCAZ2-Expression vorgeschlagen (s. Abb. 27). Es ist anzunehmen, dass die Expression
von PMCA?2 in neuronalen Zellen iiber den Transkriptionsfaktor CREB reguliert werden

kann, abhéngig von der CREB-Phosphorylierung durch die Proteinkinase A (PKA).
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MPP*

Abbildung 27: Hypothetisches Modell des Regulationsmechanismus der PMCA2-Expression
und der Auswirkungen von MPP* auf die Ca®*-Homoostase : Das Neurotoxin MPP* inhibiert den
mitochondrialen Komplex-I der Atmungskette mit der Folge einer reduzierten ATP-Produktion (1),
einer Depolarisation der mitochondrialen Membran und verringerten mitochondrialen Ca®*-Aufnahme
(2). Des Weiteren induziert MPP* eine Reduktion der PMCA2-Expression (3), wodurch der
zytosolische Ca”"-Efflux beeintrachtigt ist und [Ca2+]i erhoht ist (4). Die Reduktion der PMCAZ2-
Expression kann durch eine Abnahme des Transkriptionsfaktors Phospho-CREB (5) vermittelt
werden. Die MPP" induzierte Abnahme der CREB-Phosphorylierung resultiert in einer Reduktion der
PMCA2-mRNA-Transkription im Kern (6). Die CREB-Phosphorylierung und damit auch die
Aktivierung des Transkriptionsfaktors erfolgt durch die Proteinkinase A (PKA) (7). (M: Mitochondrium,
K: Kern, -mV: Membranpotential)

Die demonstrierten Verdnderungen in der PMCA2-Expression (s. 3.2.2 bis 3.2.8), die

sowohl nach experimenteller CREB-Herunterregulation (s. Abb. 11), als auch unter
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Einfluss einer dominant-negativen CREB-Mutante (s. Abb. 14) und nach Modulation der
PKA-Aktivitidt beobachtet wurden (s. Abb. 14 und 15), lassen den Schluss zu, dass der
Transkriptionsfaktor Phospho-CREB in SH-SY5Y-Zellen und priméren Mittelhirnzellen an
der Regulation der PMCA2-Expression beteiligt ist. AuBerdem wurde nach MPP'-
Behandlung, einhergehend mit der PMCA2-Reduktion, eine Abnahme der Phospho-CREB-
Spiegel festgestellt (s. Abb. 10), was auch konsistent mit den Resultaten einer Studie ist,
bei welcher der Einfluss von MPP" auf die DNA-Bindung von Transkriptionsfaktoren
analysiert wurde. Dabei wurde belegt, dass in klonalen PC-12-Zellen nach MPP'-
Inkubation bis zu 40% weniger CREB-Protein an DNA gebunden war (Xu et al., 2005).
Die Abhéngigkeit von der PKA spiegelte sich zudem nach Modulation der PKA-Aktivitdt
(s. Abb. 14C) in den entsprechenden Verinderungen der zytosolischen Ca®'-
Konzentrationen wieder. Interessant ist in diesem Zusammenhang, dass die MPP'-
induzierte Abnahme der PMCAZ2-Expression und die damit verbundene Erhohung der
zytosolischen Ca®"-Konzentration durch die PKA-Aktivierung verhindert werden konnte (s.
Abb. 17 und 18). Die Rolle der PKA im MPP -basierten Parkinson-Modell wurde auch in
einer Untersuchung demonstriert, bei der vermittelt iber PKA eine neuroprotektive
Wirkung des Urocortins gegen MPP'-Toxizitit beschrieben wurde (Kim et al., 2010). Auch
durch die Inhibition der Phosphodiesterase mittels Rolipram konnte ein neuroprotektiver
Effekt erzielt werden (Yang et al., 2008). Die Inhibition der Phosphodiesterase fiihrt zu
einem verminderten Abbau von cAMP, das als Aktivator von PKA fungiert.

Mogliche Ursachen, die zu Verdnderungen der PMCA2-Expression durch diesen
vorgeschlagenen Mechanismus im MPP -basierten Zellkultur-Modell von PD fiihren,
werden im Abschnitt 4.1.3 diskutiert bzw. mogliche Folgen der PMCA2-Reduktion im
Abschnitt 4.1.4.

4.1.3 Mogliche Ursachen der MPP -induzierten PMCA2-Reduktion

Bei der MPP'-induzierten Reduktion der PMCA2-Expression ist es von Interesse
aufzuklédren, welcher Mechanismus zu genau der gezeigten verminderten Phosphorylierung
von CREB und damit zu einer geringeren Transkriptionsaktivierung durch CREB fiihrt.
Eine mogliche Ursache konnte in einer geringeren Aktivitdt der PKA, z.B. aufgrund von
Schidigungen durch oxidativen Stress, liegen. Des Weiteren konnte MPP™ zu einer
geringeren Expression der PKA fithren. Andererseits konnte der Grund auch eine Abnahme

des Substrats, ATP, sein, das die PKA fiir den Phosphatgruppentransfer auf CREB
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bendtigt. Im Rahmen der vorliegenden Arbeit konnten die genannten Ansitze nicht in
vollem Umfang bearbeitet werden. Die Analysen beschrinkten sich darauf, den Einfluss
eines moglichen Mangels an ATP auf die PMCA2-Expression zu untersuchen (s. 3.3) und
sind somit prilimindr. Die hier vorliegenden Befunde sollen durch zukiinftige

Untersuchungen unterstiitzt werden.

Dass MPP" die ATP-Synthese reduzieren kann, ist beschrieben (Nakai et al., 2003). Daher
wurde in dieser Studie der Effekt einer ATP-Reduktion auf die PMCA2-Expression
untersucht. Dazu wurden weitere Substanzen eingesetzt, von denen bekannt ist, dass diese
unter anderem die ATP-Synthese inhibieren konnen. So konnte gezeigt werden, dass durch
Rotenon, einen weiteren Komplex I-Inhibitor, Oligomycin, einen Inhibitor der ATP-
Synthase und durch 2-desoxy-Glukose, einen Glykolyse-Inhibitor, eine Abnahme der
PMCAZ2-Expression induziert werden konnte (s. Abb. 20 und 21). Diese Ergebnisse weisen
darauf hin, dass ein ATP-Mangel an einer verminderten PMCA2-Expression beteiligt sein
konnte. Einhergehend mit der PMCA2-Abnahme konnten erhohte zytosolische Ca®'-
Konzentrationen festgestellt werden (s. Abb. 20). Durch den Versuch, mit Methyl-Succinat,
einem zellpermeablen Substrat fiir den Komplex II der mitochondrialen Atmungskette, die
ATP-Synthese bei gleichzeitiger MPP -Inkubation zu stimulieren, konnte die PMCA2-
Reduktion jedoch nicht verhindert werden.

Verschiedene Untersuchungen geben dennoch Hinweise auf eine metabolische Kontrolle
der Ca’"-Homdostase. So kann z.B. eine ATP-Depletion einen Effekt auf den zelluliren
Ca”*-In- und Efflux haben (Barrow et al., 2007). Dabei wurde gezeigt, dass sich der Ca*'-
Einstrom nach ATP-Depletion in demselben MaB verringert wie der Ca**-Ausstrom. Die
Autoren dieser Studie schlussfolgern daraus, dass aufgrund der reduzierten Verfligbarkeit
von ATP fiir die ATP-abhingigen Ca*"-Effluxpumpen der Ca**-Influx gedrosselt wird, um
die Zelle vor Ca®"-Toxizitit zu schiitzen. Im Gegensatz dazu ist jedoch auch bekannt, dass
sowohl extra- als auch intramitochondriales Ca*" ein Aktivator des Citratzyklus und der
ATP-Synthese ist (Hansford und Castro, 1981; Gellerich et al., 2009) und damit eine
Schliisselrolle bei der oxidativen Phosphorylierung inne hat (Griffiths und Rutter, 2009).
Daher wire es auch denkbar, dass der Anstieg der zytosolischen Ca®’-Konzentration, wie
in dieser Arbeit gezeigt, nach ATP-Depletion einem Energiedefizit entgegen wirken

konnte.
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Die Wirkung von MPP" beschrinkt sich jedoch nicht nur auf die Reduktion der ATP-
Synthese. Es muss hier auch erwidhnt werden, dass oxidativer Stress, z.B. in Form von
Proteincarbonylierung und Glutathiondepletion (Hajieva et al., 2009b), ein prominenter
Effekt der MPP -Toxizitit ist und durch Antioxidantien, wie z.B. Bisarylimine (Mocko et
al., 2010), aber auch phenolische Strukturen wie z.B. Ostrogene (Moosmann and Behl,

1999) neuroprotektive Effekte ausgeiibt werden konnen.

Einem weiteren interessanten Befund zu Folge, dem eine Untersuchung iiber die
Auswirkung von oxidativem Stress, induziert durch Paraquat, u.a auf PMCA2 zu Grunde
liegt, fiihrt oxidativer Stress zu einer Inaktivierung von PMCA2 einhergehend mit einer
proteolytischen Degradation (Zaidi et al., 2009). Paraquat ist eine Ammoniumverbindung,
die sowohl als Pflanzenschutzmittel als auch in der experimentellen Medizin in
Modellsystemen der Parkinson-Krankheit eingesetzt wird. Dies wiirde wiederum die
Annahme stiitzen, dass oxidativer Stress als Ursache fiir Verdnderungen in der

transkriptionellen Regulation nur bedingt involviert ist.

4.1.4 Relevanz der PMCA2-Expression fiir das neuronale Uberleben

Dass PMCAZ2 relevant fiir das neuronale Uberleben ist, wurde im Zusammenhang mit dem
Verlust von Riickenmarkneuronen im Tiermodell der Multiplen Sklerose demonstriert
(Kurnellas et al., 2010). Es wurde dabei beschrieben, dass die Aktivierung des
AMPA/Kainat-Rezeptors flir die Reduktion der PMCA2-Expression in diesem Modell
verantwortlich ist, wohingegen die Inhibition dieses Rezeptors die normale PMCA2-
Expression wieder herstellt. Weiterhin wurde in dieser Studie postuliert, dass die
experimentelle Abregulation von PMCA2 zu dem Verlust von Riickenmarkneuronen fiihrt,
was durch die Abnahme des ,,Collapsin Response Mediator Proteins 1 (CRMPI)
vermittelt werden soll. Weshalb die Abnahme von CRMP1 zu dem Verlust von Neuronen
fithrte, wurde nicht vollstindig aufgeklért. Es wurde jedoch der mogliche Zusammenhang
von CRMP1 und einer beeintrichtigten Assemblierung von Mikrotubuli sowie daraus

folgend einem gestorten axonalen Transport diskutiert.

In der vorliegenden Arbeit wurde eine Abregulation der PMCA2-Proteinmenge durch das
Parkinson-Toxin MPP" induziert, was zu der Frage fiihrte, ob durch diese
Expressionsabnahme die Neurotoxizitit von MPP" vermittelt werden konnte und, ob dies

eine Auswirkung auf das Uberleben von Mittelhirnneuronen, v.a. von dopaminergen
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Neuronen, haben konnte. Die experimentelle Reduktion der Expression von PMCA2
mittels siRNA fiihrte zu einem dramatischen Verlust von primaren Mittelhirnneuronen (s.
Abb. 22). Zudem wurde eine signifikant hohere Abnahme der Tyrosinhydroxylase-
Proteinmenge im Vergleich zu MAP2, welcher ein allgemeiner neuronaler Marker ist,
beobachtet (s. Abb. 23). Die Tyrosinhydroxylase wird fiir die Dopaminsynthese bendtigt
und wird daher von dopaminergen Neuronen exprimiert. Deswegen wird die
Tyrosinhydroxylase als Marker fiir dopaminerge Neuronen verwendet (Moon et al., 2005).
Die Analyse dieser Neuronen sind von Interesse, da es im Krankheitsverlauf der Parkinson-
Erkrankung zu einem iiberwiegenden Verlust einer Population dopaminerger Neuronen im
Mittelhirn, die als Substantia Nigra pars compacta bezeichnet wird, kommt. Der Verlust
dieser Neuronenpopulation wird als Ursache der typischen Symptome der Parkinson-
Erkrankung gesehen. Somit wurde hier einerseits die Relevanz von PMCA2 fiir das
neuronale Uberleben generell bestitigt, andererseits scheint der Verlust von PMCA2 in
Mittelhirnneuronen moglicherweise eine Rolle fiir die Vulnerabilitit von dopaminergen

Neuronen spielen zu konnen.

Da die PMCA2-Reduktion von einem Anstieg der zytosolischen Ca®’-Konzentration
begleitet wird, liegt die Vermutung nahe, dass dies die Aktivierung von Ca”"-abhingigen
Enzymen, wie beispielsweise den Calpainen, nach sich ziehen konnte. Dass Calpaine auch
durch MPP" aktiviert werden kénnen und moglicherweise eine zentrale Rolle als Mediator
der Neurotoxizitdt von MPP" spielen, konnte durch Untersuchungen in priméren Neuronen
des Kleinhirns demonstriert werden (Harbison et al., 2011). Calpaine sind proteolytische
Enzyme, zu deren zahlreichen Substraten auch a-Synuklein gehort. Es ist sowohl in vitro
als auch in Gewebe von Parkinson-Patienten nachgewiesen worden, dass a-Synuklein
durch Calpaine proteolytisch degradiert werden kann (Dufty et al., 2007). a-Synuklein-
Aggregate sind ein Hauptbestandteil von Einschlusskorpern, den Lewy-Korpern, die ein
Hauptmerkmal bei der Parkinson-Erkrankung darstellen (Spillantini et al., 1997). Die
Degradation von a-Synuklein kdnnte eine entscheidende Rolle bei der Degeneration von
dopaminergen Neuronen spielen. So wurde eine Beteiligung von o-Synuklein bei der
Assemblierung des SNARE-Komplexes, der fiir die synaptische Transmitterfreisetzung
essentiell ist, demonstriert (Burré et al., 2010). Die Bedeutung von a-Synuklein fiir die
Bildung des SNARE-Komplexes und die Aufrechterhaltung synaptischer Funktionen
wurde in weiteren Untersuchungen bestitigt (Garcia-Reitbock et al., 2010; Greten-Harrison

et al., 2010), wobei das Fehlen von Synukleinen im Maus-Modell u.a. zu einer erhdhten
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Sterblichkeit fiihrte bzw. transgene Maduse, die eine Deletionsmutante von oa-Synuklein
exprimierten, eine verminderte Dopaminfreisetzung aufwiesen. Interessanterweise wurde
auch ein neurotoxischer Effekt von Dopamin bei erhohten zytosolischen
Dopaminkonzentrationen nachgewiesen, der durch die Applikation von Antagonisten fiir
spannungsgesteuerte Ca’ -Kanile verhindert werden konnte (Mosharov et al., 2009). Eine
Reduktion von PMCA2 konnte in diesem Zusammenhang auch deswegen eine kritische
Rolle spielen, da eine Interaktion von PMCA2 mit dem SNARE-Protein Syntaxin-1A
beobachtet wurde (Garside et al., 2009).

Um die Bedeutung von PMCA?2 fiir das neuronale Uberleben in dieser Arbeit weiter zu
untersuchen, wurden SH-SYS5Y-Zellen transient mit einem PMCA2-Expressionsvektor
transfiziert und Uberlebensanalysen nach MPP -Inkubation durchgefiihrt. Der hier
erwartete protektive Effekt durch die PMCA2-Transfektion konnte jedoch nicht
demonstriert werden. SH-SYS5Y-Zellen, die mit PMCA?2 transfiziert wurden, zeigten
lediglich eine minimal erhohte Uberlebensrate nach MPP -Inkubation (s. Abb. 24). Dies
konnte einerseits auf eine Punktmutation, die wihrend der Klonierung aufgetreten ist,
zuriickzufiihren sein. Andererseits konnte ein moglicher protektiver Effekt aufgrund der
niedrigen Transfektionseffizienz stark abgeschwécht worden sein. Ein potentiell protektiver
Effekt durch die PCMA2- Uberexpression auf im MPP -Modell soll durch zukiinftige
Untersuchungen demonstriert werden. Dazu soll ein weiterer PMCA2-Expressionsvektor
(VanHouten et al., 2010) verwendet werden, der im Rahmen dieser Arbeit nicht zur

Verfiigung stand.

4.2 Altersabhiingige Verinderungen der Ca’*-Homéoostase

Es gibt zahlreiche Studien, die eine Verinderung der neuronalen Ca’’-Homdostase im
Zuge der Alterung belegen (s. dazu auch 1.2.1). Beispielsweise wurde in eigenen Studien
der Arbeitsgruppe eine Erhohung der zytosolischen Ca*'-Konzentration in gealterten
hippocampalen Neuronen gemessen, begleitet von einer erhdhten Aktivitit von Calpainen
und einem verminderten Uberleben (Hajieva et al., 2009a). Auch in der vorliegenden
Arbeit wurden altersabhingige Verinderungen der Ca>"-Homdostase festgestellt (s. 3.5).
Ein altersassoziierter Anstieg der zytosolischen Ca®-Konzentration konnte auch in
gealterten priméren Fibroblasten bestétigt werden, wihrend keine Verdnderungen sowohl
des mitochondrialen Ca®"-Spiegels als auch der Ca’’-Konzentrationen im

endoplasmatischen Retikulum detektiert werden konnten (s. Abb. 25). Interessant ist
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ebenfalls, dass eine reduzierte PMCA2-Expression im Mittelhirn von 24 Monate alten
Maiusen (s. Abb. 26) bzw. die altersabhingige Abnahme von PMCA und SERCA in
Fibroblasten beobachtet werden konnte (s. Abb. 25).

Die Frage, ob erhdhte zytosolische Ca*"-Konzentrationen die Vulnerabilitit erhdhen oder
zum Alterungsprozess beitragen, stellt noch einen wichtigen Diskussionspunkt dar. Auch
wenn die Hinweise darauf, dass altersabhiingige Verinderungen der Ca®’-Homéostase der
Zellintegritit und den zelluldren Vitalfunktionen eher schaden als nutzen (Toescu et al.,
2004), tiberwiegen, ist der Schluss nicht eindeutig. Da es auch Hinweise auf protektive
Effekte durch erhdhte zytosolische Ca®"-Spiegel gibt (Carafoli et al., 1999; Selvaraj et al.,
2009), muss auch die Moglichkeit in Betracht gezogen werden, dass altersabhingige
Verinderungen der Ca’’-Homdostase unter Umstinden einen kompensatorischen
Mechanismus darstellen konnten, um typischen altersabhéngigen Verschleilerscheinungen

entgegenzuwirken.

Es ist abschlieBend festzuhalten, dass durch die Ergebnisse dieser Arbeit, in Bezug auf die
Verdnderungen der Ca’"-Homoostase wihrend der altersassoziierten Neurodegeneration
und wihrend der physiologischen Alterung, neue Erkenntnisse iiber die Verdnderungen des
Ca’"-Effluxsytems und im Speziellen iiber mogliche Regulationsmechanismen der
PMCAZ2-Expression gewonnen wurden. Weiterhin liefern diese Ergebnisse neue
Ansatzmdglichkeiten fiir weitere Forschungsprojekte, die im folgenden Abschnitt (4.3)

diskutiert werden.

4.3 Perspektiven

Die Ergebnisse der hier vorgelegten Untersuchungen zu den Verdanderungen der neuronalen
Ca”*"-Homdostase unter MPP -Einfluss lassen die Hypothese zu, dass MPP* zu einer
Abregulation von PMCA2 fiihrt, welche PKA-abhingig iiber eine Abnahme des
Transkriptionsfaktors Phospho-CREB vermittelt wird und nachfolgend zu einer erhdhten
zytosolischen Ca’"-Konzentration, aufgrund eines beeintrichtigten Ca’"-Efflux und einer
verringerten mitochondrialen Ca’’-Aufnahme, fiihrt. Letztlich war mit diesen

Verianderungen eine erhohte neuronale Vulnerabilitit verbunden (s. Abb. 28).
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Abbildung 28: Schematische Zusammenfassung der Ergebnisse im Kontext mit den
Perspektiven. Das Schema zeigt den Einfluss von MPP* auf die PMCA2-Expression und damit
verbunden auf das verminderte neuronale Uberleben (s. auch Text). Die méglichen Ansatzpunkte, mit
zukilnftigen Forschungsprojekten anzuknipfen, waren (1) die Identifizierung weiterer Ursachen der
MPP*-induzierten PMCA2-Reduktion, sowie (2) die weitere Aufklarung des PMCA2-abhangigen
neuronalen Uberlebens.

Mogliche zukiinftige Ansdtze wiren einerseits die Aufkldrung weiterer Ursachen der
MPP"-induzierten PMCA2-Herunterregulation, im Hinblick auf mégliche Verinderungen
des Energiemetabolismus und den moglichen Einfluss von oxidativem Stress auf die
PMCA2-Expression (s. auch 4.1.3). Andererseits ist es von Interesse, die exakten Folgen
einer PMCA2-Reduktion, die letztlich zu einer erhdhten neuronalen Vulnerabilitit fiihren,
zu untersuchen. Hervorzuheben ist in diesem Kontext eine mogliche Beeintrachtigung
synaptischer Funktionen als Ursache axonaler Degeneration von dopaminergen Neuronen.
Weiterhin ist es erforderlich zu iiberpriifen, ob der Verlust von Neuronen als Folge einer
PMCA2-Herunterregulation durch eine PMCA2-Uberexpression verhindert werden kann.
Zusatzlich ist es notwendig, die Relevanz dieser Ergebnisse in vivo zu iiberpriifen. Eine
Moglichkeit, diesen Ansatz zu verfolgen, bietet ein transgenes C. elegans- Modell, das den
in dieser Arbeit verwendeten Ca”'-Indikator ,,Cameleon spezifisch in den dopaminergen
Neuronen exprimiert und in unseren Laboren entwickelt wurde. Bei diesem Modell handelt
es sich um eine transgene Linie, die ,,Cameleon® stabil in den dopaminergen Neuronen
exprimiert (s. Abb. 29). Die unter Laborbedingungen liberwiegend vertretende Zwitterform
von C. elegans (Hermaphrodit) besitzt eine konstante Zellzahl, darunter 302 neuronale
Zellen, wovon 8 dopaminerge Neuronen sind. Diese 8 dopaminergen Neuronen bestehen
aus 4 cephalischen Neuronen (CEP) und jeweils 2 anterioren Deiriden (ADE) bzw. 2
posterioren Deiriden (PDE). Fiir die gewebespezifische Expression von ,,Cameleon* wurde

der Promotor fiir den Dopamintransporter dat-1 verwendet. Dieses Konstrukt, bestehend
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aus dat-1-Promotor und der ,,Cameleon‘-Variante cpYC 3.6, wurde in den fiir C. elegans

geeigneten Vektor pRL1899 kloniert.

Zurzeit werden in unserer Arbeitsgruppe bereits Untersuchungen zu altersabhingigen

Verdnderungen der zytosolischen Ca**-Level in diesem Modell durchgefiihrt.

Abbildung 29: Anteriorer Bereich der stabilen C.
elegans-Linie CcB 079. Bei dieser
fluoreszenzmikroskopischen Durchlichtaufnahme (DIC)
dargestellt bei 60-facher Vergrofierung sind einige Soma
und Teile der Neuronenfortsatze von CEP-Neuronen
deutlich durch das CFP-Signal des Ca”*-Indikators
,Cameleon“ zu erkennen. Hierbei wurde CFP bei 440 nm
angeregt und die Emission bei 485 nm Wellenlange
detektiert.

Des Weiteren miissen auch in vivo-Studien folgen, die (1) den Effekt von MPP" auf die
PMCA2-Expression und (2) die Relevanz von PMCA2 fiir das neuronale Uberleben in

Sauger-Modellen untersuchen.
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5 Zusammenfassung/Summary

Calcium (Ca®") ist ein ubiquitir vorkommendes Signalmolekiil, das an der Regulation
zahlreicher zellulidrer Prozesse, von der Proliferation bis zum programmierten Zelltod,
beteiligt ist. Daher miissen die intrazelluliren Ca’*-Spiegel streng kontrolliert werden.
Verdnderungen der Ca’"-Homoostase wihrend der altersassoziierten Neurodegeneration
kénnen dazu beitragen, dass Neuronen vulnerabler sind. So wurden erhShte Ca®'-
Konzentrationen in gealterten Neuronen, begleitet von einer erhdhten Vulnerabilitit,
beobachtet (Hajieva et al., 2009a). Weiterhin wird angenommen, dass der selektive
Untergang von dopaminergen Neuronen bei der Parkinson Erkrankung auf eine erhdhte
Ca’"-Last zuriickzufithren sein konnte, da diese Neuronen einem standigen Ca*"-Influx,
aufgrund einer besonderen Isoform (CaV 1.3) spannungsgesteuerter Ca’’-Kanile vom L-
Typ, ausgesetzt sind (Chan et al., 2007). Bislang wurden die molekularen Mechanismen,
die einem Ca’"-Anstieg zu Grunde liegen und dessen Auswirkung jedoch nicht vollstindig
aufgeklért und daher in der vorliegenden Arbeit untersucht.

Um  Verinderungen der Ca’’-Homoostase wihrend der  altersassoziierten
Neurodegeneration zu analysieren wurden primére Mittelhirnzellen aus Rattenembryonen
und SH-SY5Y-Neuroblastomazellen mit dem Neurotoxin 1-Methyl-4-Phenyl-Pyridin
(MPP"), das bei der Etablierung von Modellen der Parkinson-Erkrankung breite
Anwendung findet, behandelt. Verinderungen der intrazelluliren Ca®"-Konzentration
wurden mit einem auf dem griin fluoreszierenden Protein (GFP)-basierten Ca®-Indikator,
,Cameleon cpYC 3.6“ (Nagai et al., 2004), ermittelt. Dabei wurde in dieser Arbeit gezeigt,
dass MPP" die Abregulation der neuronenspezifischen ATP-abhingigen Ca2+-Pumpe der
Plasmamembran (PMCA2) induziert, die mit der Ca’’-ATPase des endoplasmatischen
Retikulums (SERCA) und dem Na'/Ca*"-Austauscher (NCX) das zellulire Ca®'-
Effluxsystem bildet, was zu einer erhdhten zytosolischen Ca®’-Konzentration fithrt. Die
PMCAZ2-Abnahme wurde sowohl auf Transkriptionsebene als auch auf Proteinebene
demonstriert, wéahrend keine signifikanten Verdnderungen der SERCA- und NCX-
Proteinmengen festgestellt wurden. Als Ursache der Reduktion der PMCA2-Expression
wurde eine Abnahme des Transkriptionsfaktors Phospho-CREB ermittelt, dessen
Phosphorylierungsstatus abhingig von der Proteinkinase A (PKA) war. Dieser
Mechanismus wurde einerseits unter MPP'-Einfluss und andererseits vermittelt durch
endogene molekulare Modulatoren gezeigt. Interessanterweise konnten die durch MPP"
induzierte PMCA2-Abregulation und der zytosolische Ca*"-Anstieg durch die Aktivierung
der PKA verhindert werden. Parallel dazu wurde eine MPP'-abhingige verringerte

mitochondriale Ca”**-Konzentration nachgewiesen, welche mit einer Abnahme des
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mitochondrialen Membranpotentials korrelierte. Dariiber hinaus kam es als Folge der

PMCA2-Abnahme zu einem verminderten neuronalen Uberleben.

Verinderungen der Ca®*-Homdostase wurden auch wihrend der normalen Alterung in
primdren Fibroblasten und bei Mausen nachgewiesen. Dabei wurden verringerte PMCA-
und SERCA-Proteinmengen in gealterten Fibroblasten, einhergehend mit einem Anstieg
der zytosolischen Ca*"-Konzentration demonstriert. Weiterhin wurden verringerte PMCA2-
Proteinmengen im Mittelhirn von gealterten Méusen (C57B/6) detektiert.

Der zelluldre Ca**-Efflux ist somit sowohl im Zuge der physiologischen Alterung als auch
in einem altersbezogenen Krankheitsmodell beeintrichtigt, was das neuronale Uberleben
beeinflussen kann. In zukiinftige Studien soll aufgekldrt werden, welche Auswirkungen
einer PMCA2-Reduktion genau zu dem Verlust von Neuronen fithren bzw. ob durch eine

PMCA2-Uberexpression neurodegenerative Prozesse verhindert werden kdnnen.
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Summary

Numerous physiological and molecular events are calcium (Ca®")-dependent and age-
associated alterations of Ca’"-homeostasis impair neuronal survival. Thus, increased [Ca®"];
accompanied by decreased survival in aged hippocampal neurons was described (Hajieva et
al., 2009a). Moreover, it is assumed that Ca*"-dependent pacemaking by L-Type voltage
gated Ca’’-channels could contribute to the selective degeneration of dopaminergic
neurons occurring in Parkinson’s Disease (Chan et al., 2007). Since the underlying
molecular mechanisms are not fully elucidated we have explored alterations of Ca®'-
homeostasis during age-associated neurodegeneration.

Employing SH-SY5Y cells and primary mesencephalic neurons, we here demonstrate a
significant increase in cytosolic calcium after inhibition of mitochondrial complex I by 1-
methy-4-phenylpyridine (MPP"), which is a well-established in vitro model of Parkinson’s
disease. This increase in calcium concentration is correlated with a downregulation of the
neuron-specific plasma membrane Ca’"-ATPase isoform 2 (PMCAZ2). Two other important
mediators of calcium efflux, sarcoplasmic reticulum Ca’"-ATPase (SERCA), and Na'-
Ca”"-exchanger (NCX), remained unaltered, indicating a specific role of PMCA?2 in
maintaining calcium homeostasis in midbrain neurons. The observed PMCA2
downregulation was accompanied by reduced levels of CREB phosphorylation dependent
on protein kinase A (PKA). Interestingly, MPP" induced PMCA2 downregulation and
elevated cytosolic Ca®" could be prevented by activating PKA.

In order to investigate the potential influence of PMCA2 on neuronal vulnerability,
experimental downregulation of PMCA2 by means of siRNA was performed. The results
demonstrate a significant impairment of cell survival under conditions of PMCA2
suppression. Hence, increased cytosolic calcium levels as a consequence of insufficient

calcium efflux lead to an increased vulnerability of midbrain neurons.

In order to investigate the PMCA2 efflux system during normal brain aging we analyzed
the brain tissue from young (3 months) and old (24 months) mice Results show a
significant decrease of PMCAZ2 in naturally aged animals. Furthermore, we have used an in
vitro model of replikative senescence (IMR90 fibroblasts), where age dependent decrease
in different PMCA isoforms could also be detected. Further studies will be needed to
clarify the exact molecular mechanism between PMCA?2 decrease, elevation of intracellular

Ca”" and neuronal vulnerability.
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Our findings point towards a dysregulation of calcium homeostasis in Parkinson’s disease

related neurodegeneration and suggest a specific molecular mechanism.
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7.3 Vektorkarte
PEGFP-N1 Vector Information PT3027-
GenBank Accession #U55762 Asel Catalog #6085-
(8}
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ﬂsez} (341)
MCS
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(2579)
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Nhel EcodTlll Bglll  Xhol Hindlll  EcoR1 Pstl  Sall Kpnl '\ Apal BamH1 Agel
Sac| Accl AspT181 \ Bspl201 Xmal
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Ecl136 11
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Vektorkarte von pEGFP-N1-PMCA2
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Rerl PEGFP-N1 —
2000
—59% 8310 bps
BsrDlI
Tth1111
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Bbel/f
Sl Hindll
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Anhang

PMCAZ2-Sequenz

1 gctagcgcta tatgggtgac atgaccaaca gecgactttta ctccaaaaac caaagaaatg agtcgageca
tggggacgag ttcgggtgca caatggagga geteegetec ctecatggage tgeggggcac
131 tgaggctgtg gtcaagatca aggagactta tggggacacc gaagecatct gcecggegect caaaacctca
cctgttgaag gtttgceggg caccgeteca gacctggaaa agagaaagcea aatttttggg
261 caaaacttta tacctccaaa gaaagcaaaa cccttcetge agetegtgtg ggaggegetg caggacgtga
cccteatcat cctggagatt geccgecatca tetecectggg getgtectte taccacccge
391 ccggecgaggg caacgaagga tgtgecgacgg cccagggteg ggcagaggat gaaggagagg cagaggeagg
ttggatcgag ggggccgeca ttetectete agttatetgt gtggtectgg tcacggectt
521 caatgactgg agcaaagaga aacagttccg gggectgeag agecgeateg agcaggaaca gaaatttace
gtggteeggg ctggecaggt ggtgeagate cetgtggctg agatcgtggt tggggacata
651 gcccaggtea aatatggtga cetecteect gecgacggec tettcatcca gggeaatgac ctcaagattg
atgaaagctc cctaactgga gagtctgacc aggtgegeaa gtecgtggac aaggacceca
781 tgctgetgtc aggaacccac gtgatggagg getcaggacg gatgttggtg actgetgtgg gtgtgaacte
tcagactggc atcatcttta ccctectggg ggetggtggt gaagaggaag agaagaaaga
911 caaaaaagcc aaacagcagg acggggcage cgecatggag atgcageece tcaagagtge cgagggeggc
gacgctgacg acaggaagaa ggccageatg cacaagaagg agaagtcegt getgcagggce
1041 aagctcacca agctggcetgt gcagatcggg aaggegggct tggtgatgtc agecatcacg gtgatcatee
tggtgctcta cttcactgtg gacaccttcg tggtcaacaa gaageegtgg ctgectgagt
1171 gcacgceegt ctacgtgcag tactttgtca agttcttcat cattggegtg acggtgctgg tggtcgecgt
geeegagggg cteeetetgg cegteaccat ctegttggec tattcggtga agaaaatgat
1301 gaaggacaac aatctggtac gccacctgga tgectgtgag accatgggcea atgecacage catctgetca
gacaagacag gecacgctgac caccaatcge atgacagtgg tacaggcecta tgteggtgac
1431 gtccactata aagagatcce cgacceccage tccatcaaca ccaagaccat ggagetgetg atcaatgeca
tcgccatcaa cagegcectac accaccaaga ttetgecece agagaaggag ggegeectge
1561 ctcggcaggt gggcaacaag acggagtgeg geetgetggg cttcgtgetg gacctgaage aggactacga
geeegtgege agecagatge cagaggagaa gttgtacaaa gtgtacacct tcaactecgt
1691 gcgcaagtce atgageactg tcatcaaget gecccgacgag agettcegea tgtacageaa gggggcttct
gagatcgtgc tcaagaagtg ctgcaaaate ctcaatgggg cgggagagec tegtgtette
1821 cggcecegeg accgggacga gatggtaaag aaggtgattg ageccatgge ttgegagtgg ctcegeacta
tctgegtgge ctacecgegac ttccccagea geceggagec ggactgggac aatgagaatg
1951 acatcctcaa cgaactcace tgeatetgeg tggtgggcat cgaggacceg gtgeggecag aggtcccaga
agccatccge aagtgecage gggecaggeat cacggteege atggtcactg gecgacaatat
2081 caacacggct cgggccatcg ccatcaagtg tggcatcate catcctgggg aggactttet gtgectegag

ggcaaggagt tcaacaggag gatccgeaac gagaaggggg agattgagea ggagegaatt
2211 gacaagatct ggccaaaget gegggtgetg getegeteet ccccaacgga caageatace ctggttaaag

gcatcatcga cagcacacac actgagcagce ggecaggtggt ggcegtgacg ggggacggeaa

2341 ccaacgacgg gectgeactc aagaaggecg acgtgggcett cgecatggge atcgecaggea ctgacgtgge
caaggaggcc tcagacatca tcctgacaga cgacaatttc agcagcatcg tcaaggeagt

2471 gatgtggggc cgcaacgtct atgacageat ctccaaatte ttgeagttce agetcaccgt caacgtggtg
geegtgattg tggecttcac aggegectge atcacgecagg actecectct gaaggecegtg

2601 cagatgctct gggtgaacct catcatggac acgtttgect cgetggeact ggecactgag ccgeccacgg
agaccctget getgaggaag ccgtacggee gecaacaagece getcatctee aggaccatga

2731 tgaagaacat cctgggccat getgtctace agettgecect catcttcace ctgetetttg ttggegagaa
gatgttccag atcgacageg ggaggaacge geecctgeat tcgecaccct cagaacatta

2861 caccatcatc ttcaacacct tcgtcatgat gcagetcttc aacgagatca acgeccgeaa gatccacgge
gagcgceaatg tctttgacgg catcttccgg aaccecatcet tetgeaccat cgtgetggge

2991 acctttgeca tccagatagt gatcgtgeag tttggaggga agecattcag ctgetcteea ctgeagetgg

accagtggat gtggtgcata ttcattgggt taggagagcet cgtttgggec caggtcateg
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3121

3251

3381

3511

3641

3771

3901

4031

4161

4291

4421

4551

4681

4811

4941

5071

5201

5331

5461

5591

5721

5851

5981

6111

6241

Anhang

ccaccatcce gaccagcaga ctcaagttce tcaaggagge aggcaggcetc acacagaagg aggagatcce
ggaggaggag ctcaacgagg acgtggagga gatcgaccac geggageggg agetgeggceg
gggccagatc ctgtggttce gaggectgaa tcggatccag acacagatce gegtegtgaa ggegtteegt
agctctetct atgaaggttt agaaaagcect gaatctcgaa cctccateca taacttcatg

gctcatcetg aattccggat cgaagattcc cagecccaca teceecteat tgatgacace gacctggaag
aagatgccge getcaageag aactcgagee cgecgtcate cctcaacaag aacaacagea
gcatcgacag tgggatcaac ctgacgaccg acacaagcaa atcagctacc tcttcaagec cagggagcecc
catccacagc ctggagacgt cgettgtaaa gettcgaatt ctgecagtega cggtaccgeg

ggeeegggat ccaccggteg ccaccatggt gagcaagggce gaggagetgt tcaccggggt ggtgececate
ctggtcgage tggacggega cgtaaacgge cacaagttca gegtgteegg cgagggegag
ggegatgeca cctacggceaa getgacectg aagttcatct gcaccacegg caagetgece gtgeeetgge
ccaccetcgt gaccacectg acctacggeg tgeagtgett cagecgetac ccecgaccaca

tgaagcagca cgacttcttc aagtccgeca tgeeccgaagg ctacgtccag gagegeacca tettcttcaa
ggacgacggc aactacaaga cccgegecega ggtgaagttc gagggegaca cectggtgaa
ccgcatcgag ctgaagggca tcgacttcaa ggaggacgge aacatcctgg ggcacaaget ggagtacaac
tacaacagcc acaacgtcta tatcatggcc gacaagcaga agaacggcat caaggtgaac

ttcaagatcc gccacaacat cgaggacggce agegtgcage tcgecgacca ctaccageag aacaccecca
tcggegacgg ceeegtgctg ctgeccgaca accactacct gageacccag tecgecctga
gcaaagaccc caacgagaag cgcegatcaca tggtectget ggagttegtg accgecgecg ggatcactct
cggeatggac gagcetgtaca agtaaagegg ccgegactct agatcataat cagecatace

acatttgtag aggttttact tgctttaaaa aacctcccac acctcccect gaacctgaaa cataaaatga
atgcaattgt tgttgttaac ttgtttattg cagcttataa tggttacaaa taaagcaata

gcatcacaaa tttcacaaat aaagcatttt tttcactgca ttctagttgt ggtttgtcca aactcatcaa tgtatcttaa
ggcgtaaatt gtaagcgtta atattttgtt aaaattcgeg ttaaattttt

gttaaatcag ctcatttttt aaccaatagg ccgaaatcgg caaaatccct tataaatcaa aagaatagac
cgagataggg ttgagtgttg ttccagtttg gaacaagagt ccactattaa agaacgtgga

ctccaacgtc aaagggcegaa aaaccgtcta tcagggegat ggeccactac gtgaaccate accctaatca
agttttttgg ggtcgaggtg ccgtaaagea ctaaatcgga accctaaagg gagecceega

tttagagctt gacggggaaa gececggegaac gtggegagaa aggaagggaa gaaagegaaa ggageggecyg
ctagggcgct ggcaagtgta geggtecacge tgegegtaac caccacacce geegegcetta

atgcgceegct acagggegeg tcaggtggca cttttcgggg aaatgtgcge ggaacccecta tttgtttatt
tttctaaata cattcaaata tgtatccget catgagacaa taaccctgat aaatgcttca

ataatattga aaaaggaaga gtcctgagge ggaaagaacc agetgtggaa tgtgtgtcag ttagggtgtg
gaaagtcecec aggeteccca geaggeagaa gtatgcaaag catgcatcete aattagtcag

caaccaggtg tggaaagtcc ccaggcetece cagecaggeag aagtatgcaa ageatgeatc tcaattagte
agcaaccata gtccegececc taactcegec catcecgecec ctaactcege ccagttecge

ccattctccg ccccatgget gactaatttt ttttatttat gcagaggecg aggecgecte ggectetgag
ctattccaga agtagtgagg aggctttttt ggaggectag gettttgecaa agatcgatca

agagacagga tgaggatcgt ttcgcatgat tgaacaagat ggattgcacg caggttctcc ggeegettgg
gtggagaggac tattcggeta tgactgggcea caacagacaa teggetgete tgatgecgee

gtgttccgge tgtcagegea ggggegeeceg gttetttitg tcaagaccga cetgtecggt gecctgaatg
aactgcaaga cgaggcageg cggcetategt ggetggecac gacgggegtt cettgegeag

ctgtgetcga cgttgtcact gaagecgggaa gggactggcet getattggge gaagtgecgg ggcaggatct
cctgteatct caccttgete ctgecgagaa agtatccate atggetgatg caatgeggeg

getgceatacg cttgatccgg ctacctgecc attcgaccac caagcgaaac atcgeatcga gegageacgt
actcggatgg aagccggtct tgtcgatcag gatgatctgg acgaagagea tcaggggctc

gegecagecg aactgttcge caggetcaag gegageatge ccgacggega ggatctegte gtgacceatg
gcgatgectg cttgecgaat atcatggtgg aaaatggecg cttttetgga ttcatcgact

gtggccggcet gggtgtgocg gaccgetate aggacatage gttggetace cgtgatattg ctgaagaget
tggcggegaa tgggetgace gettectegt getttacggt atcgecgete cegattegea
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6371

6501

6631

6761

6891

7021

7151

7281

7411

7541

7671

7801

7931

8061

8191

Anhang

gegcatcgec ttctatcgec ttettgacga gttettctga gegggactet ggggttcgaa atgaccgace
aagcgacgcce caacctgeca tcacgagatt tcgattccac cgeegectte tatgaaaggt

tgggcttcgg aatcgttttc cgggacgeceg getggatgat ccteccagege ggggatctea tgetggagtt
cttcgeccac cctaggggga ggcetaactga aacacggaag gagacaatac cggaaggaac

ccgegcetatg acggceaataa aaagacagaa taaaacgceac ggtgttggot cgtttgtica taaacgeggg
gttcggtcee agggetggea ctetgtegat accccaccga gaccccattg gggecaatac

geecgegttt cttecttttc cccaccccac cecccaagtt cgggtgaagg cccagggcete gecagecaacg
tcggggegge aggecctgece atagectcag gttactcata tatactttag attgatttaa

aacttcattt ttaatttaaa aggatctagg tgaagatcct ttttgataat ctcatgacca aaatccctta acgtgagttt
tcgttecact gagegtcaga cccegtagaa aagatcaaag gatcttettg

agatcctttt tttctgcgeg taatctgetg cttgcaaaca aaaaaaccac cgetaccage ggtggtttgt
ttgccggate aagagcetace aactcettttt ccgaaggtaa ctggettcag cagagegeag

ataccaaata ctgtccttct agtgtageceg tagttaggec accacttcaa gaactctgta gcaccgecta
catacctcgc tetgctaate ctgttaccag tggetgetge cagtggegat aagtegtgte

ttaccgggtt ggactcaaga cgatagttac cggataagge gcageggtcg ggetgaacgg ggggttegtg
cacacagccc agcettggage gaacgaccta caccgaactg agatacctac agegtgaget

atgagaaagc gccacgcttc ccgaagggag aaaggcggac aggtatcegg taageggeag ggteggaaca

ggagagegea cgagggagct tccaggggga aacgectggt atctttatag tectgteggg
tttcgccacc tetgacttga gegtegattt ttgtgatgct cgtcagggee gcggagecta tggaaaaacg

ccagcaacgc ggcecttttta cggttectgg cettttgetg gecttttget cacatgttet

ttcetgegtt atceectgat tetgtggata accgtattac cgecatgceat tagttattaa tagtaatcaa ttacggggtc
attagttcat agcccatata tggagttccg cgttacataa cttacggtaa

atggcccgec tggetgaceg cccaacgace cccgeccatt gacgtcaata atgacgtatg ttcccatagt
aacgccaata gggactttce attgacgtca atgggtggag tatttacggt aaactgecca

cttggcagta catcaagtgt atcatatgec aagtacgccc cctattgacg tcaatgacgg taaatggecc
geetggceatt atgeccagta catgacctta tgggacttte ctacttggea gtacatctac

gtattagtca tcgctattac catggtgatg cggttttgge agtacatcaa tgggegtgga tageggtttg
actcacgggg atttccaagt ctccacccca ttgacgtcaa tgggagtttg ttttggcace

aaaatcaacg ggactttcca aaatgtcgta acaactccge cccattgacg caaatgggceg gtaggegtgt
acggtgggag gtctatataa gcagagetgg tttagtgaac cgtcagatce
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7.4 Abkiirzungen

AD
APS
ATP
CaZ
CaM
cAMP
CBP
CFP
CICR
CO,
CRE
CREB
C-Terminus
DMSO
ECL
EDTA
EGTA
ER
GFP
HCI
1P,

kb
kDa
LB-Medium
MAP2
MPP*
Na'
NAD
NCX
nm

nM
N-Terminus

PCR

Anhang

Alzheimer’s disease
Ammoniumpersolfat
Adenosintriphosphat

Calcium

Calmodulin

zyklisches Adenosinmonophosphat
Ca*"-bindendes Protein

cyan fluorescent protein
Calcium induced calcium release
Kohlendioxid

cAMP-response element
cAMP-response element binding protein
Carboxy-Terminus eines Peptids
Dimethylsulfoxid

enhanced chemiluminescence
Ethylendiamintetraacetat
ethylene glycol tetraacetic acid
Endoplasmatisches Retikulum
green fluorescent protein
Salzsdure

Inositoltriphophat

kilobase

kilo Dalton
Lauria-Bertani-Medium
Mikrotubulin assoziiertes Protein2
Methyl-Phenyl-Dihydropyridin
Natrium

Nikotinamiddinukeotid
Na'/Ca*"-Exchanger

nanometer

nanomolar

Aminoende eines Peptids

polymerase chain reaction
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PKA
PD
PKC
PMCA
ROC
ROS
Rpm
RyR
SDS-PAGE
SERCA
siRNA
SPCA
SOC
SOCE
TEMED
™
Tris
TRPC
U

A%
VGGC
VOC
YFP
ZNS

Anhang

Proteinkinase A

Parkinson’s disease

Proteinkinase C

Plasmamembrane Ca’’-ATPase
Receptor operated calcium channel
radikale Sauerstoffspezies

rounds per minute

Ryanodinrezeptor

sodium dodecyl sulphate-polyacrylamidgelelektrophorese
Sarcoplasmatic reticulum Ca® -ATPase
short interfering RNA

Secretory pathway Ca”"-ATPase

Store operated calcium channel

Store operated calcium entry
N’,N’,N’,N’-Tetramethylethylendiamin
Transmembransegmente
ris(hydroxymethyl)-aminomethan
Transient receptor potential calcium channel
Units

Volt

Voltage gated calcium channel

Voltage operated calcium channel
yellow fluorescent protein

Zentrales Nervensystem
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Anhang

7.5 Curriculum Vitae

i
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Anhang

7.6 Eidesstattliche Erklarung

Hiermit versichere ich an Eides statt, dass ich die vorliegende Arbeit selbststindig verfasst

und unter Verwendung der angegebenen Hilfsmittel angefertigt habe.

Mainz, den 18. Januar 2013

Alexander Brendel

109



