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| Einleitung 1

| Einleitung

1. Neurale Entwicklung

Das zentrale Nervensystem (ZNS) hoherer S&ugertiere stellt eines der komplexesten sowie
hoch organisiertesten Systeme der Natur dar und wird aus mehr als 10" Neuronen sowie 5 bis
10-mal mehr glialen Zellen gebildet (McKAY, 1989; HE & ROSENFELD, 1991; STRUHL, 1991).
Wahrend der embryonalen Gehirnentwicklung entstehen aus pluripotenten Stammzellen des
Neuroektoderms eine Vielzahl an spezialisierten neuronalen und glialen Zelltypen. Die
Zelldiversifizierung und Spezifizierung dieser pluripotenten Stammzellen zum endgltig
differenzierten, reifen Phanotyp verlauft iber mehrere determinierende Entwicklungsstadien, in
denen das Proliferations- und Differenzierungspotential der Zellen immer weiter restringiert wird
(TEMPLE & QIAN, 1996). Die Kontrolle dieser Differenzierungsprozesse erfolgt sowohl durch
Signale aus der Umgebung als auch durch intrinsische Regulationsmechanismen, die bis jetzt
jedoch noch wenig verstanden sind.

Durch die Untersuchungen von an der neuralen Entwicklung beteiligten intrazellularen
Signalwegen wurde in der vorliegenden Arbeit versucht, einen Beitrag zur weiteren Aufklarung

der molekularen Mechanismen der Vertebraten-Gehirnentwicklung zu leisten.

1.1 Proteinkinase C und neurale Differenzierung

Durch aufRere Einfliisse aktivierte, zellulare Signaltransduktionsprozesse sind entscheidend an
der Regulation neuraler Entwicklung beteiligt, wobei den Mitgliedern der Serin/Threonin-
spezifischen Proteinkinase C (PKC)-Genfamilie eine wichtige Rolle zugesprochen wird. Das
zentrale Nervensystem der Sauger stellt das einzige Gewebe dar, das alle bisher klonierten 11
PKC-Isoformen exprimiert. Eine neuronenspezifische Funktion von PKC konnte bisher fir
verschiedene Prozesse wie Langzeitpotenzierung (LTP) (LOVINGER & ROUTTENBERG, 1988;
SON et al.,, 1996), Langzeitdepression (LTD) (LINDEN & CONNER, 1991), Neuritenwachstum
(HUNDLE et al., 1995), Modulation der neuronalen Plastizitdt (ROUTTENBERG, 1985; BIEWENGA et
al., 1996), Neurotransmitterausschittung (DEKKER et al., 1989; ZAMPONI et al., 1997),
synaptische Signaltransmission (SWARTz et al., 1993) sowie Kontrolle von Differenzierung
(TANAKA & NISHIZUKA, 1994) und Apoptose (MAILHOS et al., 1994) nachgewiesen werden. Da
uber die genauen molekularen Mechanismen, die zwischen der Aktivierung von PKC und der
daraus resultierenden zellularen Antwort ablaufen, jedoch noch wenig bekannt ist, bietet die
Untersuchung von PKC Substraten eine Mdoglichkeit, die Beteiligung von PKC an neuralen
Entwicklungsvorgdngen mechanistisch zu charakterisieren. In dieser Arbeit wurde daher der
Einflu des neuronenspezifischen PKC Substrats GAP-43 auf neurale Determinierungs- und

Differenzierungsprozesse untersucht.
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1.2 GAP-43 ("growth associated protein of 43 kDa")

GAP-43 - auch als B-50, Neuromodulin, F1, p57, pp46 bezeichnet - ist ein an der
prasynaptischen Plasmamembran assoziiertes Phosphoprotein, das eines der Hauptsubstrate
fur die Proteinkinase C (PKC) im Gehirn darstellt. Eine besonders starke GAP-43-Expression
lant sich wahrend der neuronalen Entwicklung (BIFFO et al., 1990; DANI et al., 1991) sowie
wahrend Regenerationsprozessen reifer Neurone (CAMPBELL et al., 1991; SCHADEN et al., 1994)
nachweisen. In adulten, terminal differenzierten Neuronen wird GAP-43 dagegen meistens nur
noch schwach exprimiert. Die Diversitat der experimentellen Ansétze, bei denen GAP-43 bis
Mitte der achtziger Jahre zunachst unter verschiedenen Namen identifiziert wurde, lieferte erste
Indizien flur die wichtige Bedeutung, die GAP-43 fur die physiologische Funktion des
Nervensystems besitzt. Nach der Klonierung der cDNA konnte dann gezeigt werden, dal es
sich bei den unterschiedlichen Untersuchungen jeweils um das gleiche Protein handelt
(BENOWITZ & ROUTTENBERG, 1987). GAP-43 liegt im Genom als singulares ("single copy") Gen
vor (BAsI et al., 1987), das etwa 50 kb grof3 ist und aus 3 Exons besteht (GRABCZYK et al., 1990;
NEDIVI et al., 1992).

1.2.1 Biochemische Eigenschaften von GAP-43

Bei GAP-43 handelt es sich um ein hydrophiles, saures Protein mit einem pl-Wert von 4,5, das
hitze- sowie alkalistabil ist. Die Sequenz von GAP-43 ist innerhalb der verschiedenen Spezies
hochkonserviert und speziesabhangig 226 bis 247 Aminosauren lang. Obwohl die cDNA fiir ein
Protein von etwa 23 kDa kodiert, weist GAP-43 in der SDS-PAGE eine apparente molekulare
Masse von etwa 43 kDa auf. Aufgrund der ungewohnlichen Aminosaurezusammensetzung -
GAP-43 enthélt kaum hydrophobe daflir aber ungewéhnlich viele saure Aminosauren (25%)
und viele Alanin-Reste (17%) - liegen viele Ladungen im Protein vor (MASURE et al., 1986), die
zu einer schwécheren SDS-Bindung und damit zu dem anormalen Laufverhalten in der SDS-
PAGE flihren (BENOWITZ et al., 1987).

Die Hauptfunktionsdoméne von GAP-43 liegt aminoterminal (Aminosauren 1-56) (GISPEN et al.,
1991) und ist fur die Membranbindung des Proteins verantwortlich (Abb. 1). Die schwache
Hydrophobizitat dieser Domane reicht jedoch fiir die Verankerung des Proteins an die Membran
nicht aus. Die posttranslationale Palmitylierung der Cysteinreste 3 und 4 (SKENE & VIRAG, 1989)
ist dagegen fir die Membranbindung mitverantwortlich (ZUBer et al., 1989a). Der
aminoterminale Bereich des Proteins enthalt auRerdem die Phosphorylierungsstelle fiir PKC
(Serin*) (APEL et al., 1990; OEHRLEIN et al.,1996) sowie eine 12 — 15 Aminoséaure lange 1Q-
Domaéne, die die Bindung von Calmodulin erméglicht (ALEXANDER et al., 1988; CHAPMAN et al.,
1991). Anhand von massenspektroskopischen Analysen konnten zudem die Aminosauren

2

Threonin®” und Serin*>? als Phosphorylierungsstellen fiir Prolin-gerichtete Proteinkinasen, zu

denen u.a. die Mitogen-aktivierten Proteinkinasen (MAP-Kinasen) zahlen, identifiziert werden
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(TANIGUCHI et al., 1994). Desweiteren wurde in vitro eine Phosphorylierung von GAP-43 durch
die Casein Kinase Il am Serin*®*? und Serin'®® beschrieben (PISANO et al., 1988; APEL et al.,

1991), deren physiologische Funktion jedoch noch unbekannt ist.

Palmily_li‘emng Ilinsphorylierung durch PKC

CEGA S-‘H
w0 I -
1 56 247
L

Calmodulinbindung

Abb. 1: Schematische Darstellung von GAP-43

Die ersten 56 Aminosauren bilden die hydrophobe Effektordomanea von GAP-43, (ber die das Protein
mit der Membran assoziiert. Durch die Palmitylierung der Cysleine 3 und 4 wird die
Membranverankerung verstarkt. Der Serinrest 41 wird von PKC phosphoryliert. Zusatzlich liegt im
Bereich der PKC-Phosphorylierungsstelle eine 1Q-Domane, die flr die Bindung von Calmodulin
verantwortlich ist

1.2.2 GAP-43 und neurale Differenzierung

Die Ergebnisse mehrer Arbeitsgruppen weisen darauf hin, dal3 GAP-43 eine wichtige Rolle
beim Wachstum sowie der Wegfindung axonaler Auslaufer besitzt und modulierend in die
Verknupfungen der neuralen Auslaufer involviert ist (BIEWENGA et al., 1996; BENOWITZ &
ROUTTENBERG, 1997). So wird GAP-43 wahrend der neuronalen Entwicklung und wé&hrend
Regenerationsprozessen nach der Synthese rasch in axonale Neurite transportiert (SKENE &
WILLARD, 1981; GOSLIN et al., 1990), wo es zur Akkumulierung an der Plasmamembran
axonaler Wachstumskegel kommt (GOSLIN & BANKER, 1990). Die ektopische Expression von
GAP-43 in der Pheochromocytoma-Zellinie PC12 fihrt nach NGF ("Neuronal Growth Factor")-
Induktion zu einer verstarkten Ausbildung neuronaler Auslaufer (YANKNER et al., 1990), und in
nicht-neuronalen Zellinien (COS, NIH 3T3) bewirkt die ektopische Expression von GAP-43
sogar die Entstehung von Filopodien (ZUBER et al., 1989b). GAP-43 scheint jedoch nicht
essentiell fur die Initiation des Neuritenwachstums zu sein, da in einem GAP-43-defizienten
PC12-Subklon die Neuritenausbildung durch NGF noch induzierbar ist (BAETGE & HAMMANG,
1991). Dall GAP-43 demnach eher eine regulatorische und modulierende Funktion in den
Wachstumskegeln sich entwickelnder Auslaufer besitzt, wurde in vitro an Priméarkulturen

sensorischer Neurone gezeigt. Die Herrunterregulation von GAP-43 mittels GAP-43 antisense-
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Oligonukleotiden fihrt zur Entwicklung von dinnen neuronalen Auslaufern mit atrophierten
Wachstumskegeln (AIGNER & CARONI, 1993; AIGNER & CARONI, 1995). Auch die Analyse von
Mausen, bei denen das GAP-43 Gen ausgeschaltet wurde, weist auf eine modulatorische GAP-
43 Funktion bei der Gehirnentwicklung hin. Wahrend der Embryogenese kommt es zu falschen
synaptischen Verknipfungen und zur fehlerhaften Wanderung axonaler Auslaufer, da
bestimmte Orientierungssignale in den Wachstumskegeln nicht richtig verarbeitet werden.
Diese Hirndefekte sind fir die stark eingeschréankte Lebensfahigkeit homozygoter Mutanten
verantwortlich. Nur etwa 10% der Tiere Uberleben die ersten drei Wochen nach der Geburt
(STRITTMATTER et al., 1995). In transgenen Mausen mit einer Uberexpression von GAP-43
treten spontane Spreizungen und Verzweigungen ("sprouting”) in den Auslaufern reifer Neurone
auf, weshalb GAP-43 eine wichtige Rolle fur die Umsetzung intrinsischer Wachstumssignale
zugesprochen wird (AIGNER et al., 1995).

Die Einflisse von GAP-43 auf das Wachstum und die Entwicklung axonaler Auslaufer scheinen
durch die Regulation der Cytoskelett-Organisation vermittelt zu werden. So konnte gezeigt
werden, dalR GAP-43 mit einigen Proteinen des Cytoskeletts wie Aktin (Moss et al., 1990;
ESDAR, 1996; HE et al., 1997) und Fodrin (RIEDERER & ROUTTENBERG, 1999) interagieren kann.
Wahrend die GAP-43 Expression in den meisten Regionen des adulten Saugergehirns
abnimmt, lalt sich noch eine hohe Menge an GAP-43 in assoziativen Bereichen wie dem
Neocortex, den Pyramidalzellen des Hippocampus sowie dem limbischen System nachweisen
(NEVE et al., 1988; MEBERG et al., 1991). Dieses Expressionsmuster weist auf eine Beteiligung
von GAP-43 an Prozessen neuronaler Plastizitat hin. So scheint phosphoryliertes GAP-43 in die
Aufrechterhaltung von hippocampalen Langzeitpotentialen involviert zu sein (MEBERG et al.,
1993; SHEU et al.,, 1993; NAMGUNG et al., 1997). Desweiteren konnte eine Regulation der
Neurotransmitter-Freisetzung durch phosphoryliertes GAP-43 gezeigt werden. Antikdrper, die
gegen die PKC Phophorylierungsstelle von GAP-43 gerichtet sind, inhibieren die Ca*'-
induzierte Ausschittung von Noradrenalin (DEKKER et al., 1989; HENS et al., 1995) sowie
Glutamat (HENS et al., 1997) aus Synaptosomen.

Die Ergebnisse neuerer Arbeiten weisen jedoch darauf hin, dal GAP-43 nicht nur in die
Ausbildung und Verzweigung neuronaler Auslaufer involviert ist, sondern auch schon an
frheren Ereignissen des neuronalen Differenzierungsprozesses beteiligt ist. So konnte gezeigt
werden, dal3 GAP-43 in vitro und in vivo schon sehr friih wahrend der neuralen Differenzierung
in proliferierenden neuralen Vorlauferzellen exprimiert wird und dort bereits funktionell ist
(ESDAR et al., 1999a). Zudem konnte in der Embrokarzinomzellinie P19 demonstriert werden,
daR durch die Ausschaltung des GAP-43 Gens die Entstehung neuronaler Phénotypen inhibiert
wird (MANI et al., 2000).



| Einleitung 5

1.2.3 GAP-43 und Signaltransduktion

GAP-43 ist ein Hauptsubstrat fir PKC im zentralen Nervensystem und scheint in bedeutende
neuronale Signaltransduktionsprozesse involviert zu sein. Das Protein enthalt nur eine einzige
Phosphorylierungsstelle fiir PKC in Position Serin* (APEL et al., 1990; NIELANDER et al., 1990),
wobei gezeigt werden konnte, daf? alle bisher identifizierten konventionellen und neuen PKC-
Isoformen GAP-43 in vitro phosphorylieren kénnen (OEHRLEIN et al., 1996). Die Funktion von
GAP-43 wird entscheidend durch die PKC vermittelte Phosphorylierung reguliert. So konnte
durch Mutationen der PKC Phosphorylierungsstelle sowohl in vitro als auch in vivo demonstriert
werden, dal3 nur phosphoryliertes GAP-43 modulierend am Wachstum und der Verzweigung
von Neuriten beteiligt ist (WIDMER & CARONI, 1993; AIGNER et al., 1995).

Zwei bedeutende zellulare Signalwege kdnnen durch GAP-43 kontrolliert werden. Zum einen
werden durch die Bindung von Calmodulin (ALEXANDER et al., 1987; CHAPMAN et al., 1991,
CHAO et al., 1996) Ca”*/Calmodulin-abhéngige Prozesse beeinfluRt (CHAKRAVARTHY et al.,
1999). Die Affinitdt von GAP-43 fur Calmodulin wird durch PKC-Phosphorylierung sowie durch
Erhéhung der intrazelluldren Ca®*-Konzentration gesenkt (ALEXANDER et al., 1988; APEL et al.,
1990). Eine Beteiligung von GAP-43 und Calmodulin an einer potentiellen Signalkaskade in
axonalen Nervenendigungen wird folgendermalRen diskutiert: Die Depolarisierung der
prasynaptischen Membran bewirkt einen Einstrom von Ca*-lonen durch spannungsgesteuerte
Calciumkanale, wodurch PKC aktiviert und GAP-43 phosphoryliert wird. Die erhéhte
Freisetzung von Calmodulin fUhrt dann zur Stimulierung der Calmodulin abhangigen Kinase I,
die durch die Phosphorylierung von Synapsin die Freisetzung von Neurotransmittern aus
synaptischen Vesikeln initiiert (BENFENATI et al., 1992; CECCALDI et al., 1995). GAP-43 fungiert
somit als ein Speicher fiir Calmodulin in axonalen Nervenendigungen (SKENE, 1990).
Desweiteren ist GAP-43 in den Wachstumskegeln als ein endogener Regulator des G-
Proteins, welches im Gehirn das haufigste G-Protein darstellt, beschrieben worden
(STRITTMATTER et al., 1992). G-Proteine werden von integralen Membranrezeptoren aktiviert
und vermitteln in ihrem GTP-gebundenen Zustand die Signalweiterleitung in der Zelle. GAP-43
wirkt am G,-Protein als intrazellularer Austauschfaktor ("exchange factor"), indem es die GDP-
Abgabe reguliert und die Bindung von GTP(-g-S) an G, stimuliert (STRITTMATTER et al., 1990;
STRITTMATTER et al., 1991). Eine Steigerung der Aktivitdt G-Protein-gekoppelter Rezeptoren
konnte ebenfalls nach der ektopischen Expression von GAP-43 in Xenopus Oocyten
demonstriert werden (STRITTMATTER et al., 1993). Die Palmitylierung der Cysteine 3 und 4 von
GAP-43 inhibiert die Aktivierung von G, (SUDO et al., 1992). Somit konnte gezeigt werden, daf3
neben der extrazellularen, Rezeptor-gekoppelten auch eine intrazellulare Regulation G-Protein-
abhangiger Prozesse moglich ist.

Die beiden beschriebenen, von GAP-43 kontrollierten Signaltransduktionswege scheinen

jedoch unabhangig voneinander reguliert zu werden und damit unterschiedliche zellulare
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Funktionen zu besitzen, da die Aktivierung von G-Protein gekoppelten Prozessen im Gegensatz
zur Bindung von Calmodulin von der Phosphorylierung durch PKC nicht beeinfluRt wird
(CHAPMAN et al., 1992).

2. Apoptose der programmierte Zelltod

Neben Teilung, Wachstum und Differenzierung einer Zelle besitzt auch der Zelltod wichtige
physiologische Funktionen sowohl fur die Entwickung eines Organismuses als auch zur
Aufrechterhaltung der Zellhomeostase.

Wahrend es beim nekrotischen Zelltod zu Entziindungsreaktionen und Gewebeschadigungen
kommt (HASLETT, 1992), ist der apoptotische Zelltod, der auch als programmierter Zelltod
bezeichnet wird, ein genetisch regulierter, aktiver und energieabhangiger ProzeR, der zur
kontrollierten Eliminierung der betroffenen Zelle fuhrt (KERR et al., 1972). In den letzten Jahren
konnte gezeigt werden, dal3 Apoptose in viele biologische Prozesse der Embryonalentwicklung,
des Immunsystems, der Metamorphose sowie von hormonabhdngigen Atrophien involviert ist
(ARENDS & WYLLIE, 1991; ELLIS et al., 1991; COHEN et al., 1992). Die Deregulation
apoptotischer Mechanismen wird dagegen mit einer Vielzahl von pathologischen Zustanden wie
Krebs, Autoimmunerkrankungen und neurodegenerativen Stérungen assoziiert (THOMPSON,
1995; NICHOLSON, 1996). Morphologisch wird eine apoptotische Zelle durch die Kondensation
des Cyto- und des Nukleoplasmas, die Abschnirung von Membranpartikeln ("membrane
blebbing™) sowie durch die Auflésung der Zelle in von intakten Membranen umhiillite
apoptotische Kdrperchen charakterisiert. Auf molekularer Ebene 1af3t sich Apoptose bei fast
allen Zelltypen durch die internukleosomale Fragmentierung der genomischen DNA (WYLLIE,
1980) sowie durch die Exposition des Phospholipids Phosphatidylserin an die aul3ere Seite der
Zellmembran (FADOK et al., 1992) nachweisen. Wahrend verschiedene extra- und auch
intrazellulare Signale zelltypabhangig zur Auslosung von Apoptose fihren kdnnen, sind die an
der Exekutionsphase beteiligten Molekile vom Nematoden bis zum S&auger hochkonserviert
(YUAN et al., 1993; HENGARTNER & HORVITZ, 1994). Eine entscheidende Rolle fir die zellulare
Ausfihrung des apoptotischen Programms wird der Caspase ("Cystein-dependent aspartate
specific protease")-Multigenfamilie, von der bisher 14 Mitglieder identifiziert werden konnten,
zugesprochen (ALNEMRI et al., 1996; COHEN, 1997; THORNBERRY & LAZEBNIK, 1998; KUMAR,
1999). Diese Cystein-Proteasen liegen als Proenzyme in der Zelle vor und werden nach
Apoptose-Induktion proteolytisch aktiviert. Einige Caspasen sind bei der Weiterleitung des
apoptotischen Signals in der frihen Phase des Zelltods involviert (“initiator caspases"), wahrend
andere Isoformen durch die Spaltung spezifischer Substrate am kontrollierten Abbau der Zelle

wahrend der Exekutionsphase beteiligt sind ("effector caspases"). Eine ebenso groRRe
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Bedeutung fiir die Regulation des Apoptose-Prozesses besitzen die Mitglieder der Bcl-2-
Multigenfamilie, deren Eigenschaften und Funktionen im Abschnitt 2.2 ausfiihrlich beschrieben

werden.

2.1 Neurale Apoptose

Wahrend der Entwicklung des zentralen Nervensystems werden 20 — 80% der gebildeten
Neurone durch Apoptose wieder entfernt (OPPENHEIM, 1991). Als Grunde fur ihr Absterben
werden Neuorganisationen des neuronalen Netzwerks, Korrekturen falscher Verknipfungen
sowie transiente Funktionen eliminierter Zellen diskutiert (BUREK & OPPENHEIM, 1998;
PETTMANN & HENDERSON, 1998). Weiterhin wird angenommen, daf3 Neurone wéahrend der
Entwicklung im UberschulR gebildet werden und daher mit ihren Nachbarzellen um Kontakte zu
Zielzellen, welche sie mit Uberlebensnotwendigen neurotrophen Faktoren versorgen,
konkurrieren. Dieser als "Neurotrophe Strategie" bezeichnete Prozel3 stellt sicher, dalR nur
Neurone mit ausreichenden Innervationen zu Zielzellen tberleben (RAFF, 1992; RAFF et al.,
1993; ARENAS & PERSSON, 1994; SNIDER, 1994).

Die Ergebnisse aktueller Arbeiten weisen auf einen neuen Typ des neuralen, programmierten
Zelltods hin. So konnte in verschiedenen Systemen demonstriert werden, dald neuronale Zellen
bereits sehr frith wahrend der Neurogenese - noch vor ihrem Kontakt zu Zielzellen - apoptotisch
sterben (BLASCHKE et al., 1996; YAGINUMA et al., 1996). Wahrend der Hihnchen Entwicklung
konnte Apoptose in noch proliferierenden Zellen des Neuralrohrs am Embryonaltag E2-E3
nachgewiesen werden (HOMMA et al., 1994), wobei apoptotische Prozesse fir das Schlie3en
des Neuralrohrs essentiell zu sein scheinen (WEIL et al., 1997). Im murinen Cortex wurden
apoptotische Zellen, die ebenfalls noch proliferativen Charakter besalRen, bereits ab dem
Embryonaltag E10 identifiziert (BLASCHKE et al., 1996). Desweiteren konnten neurale
Apoptoseprozesse auf der Ebene neuraler Vorlauferzellen beschrieben werden (HERGET et al.,
1998). Da die physiologische Funktion dieser sehr frihen neuralen Apoptose bis jetzt noch
kaum identifiziert werden konnte, sollte im Rahmen dieser Arbeit versucht werden, die
Bedeutung friher neuraler Apoptoseereignisse in den Kontext neuraler Determinierungs- und
Differenzierungsvorgange einzuordnen. Um n&here Erkenntnisse Uber die Mechanismen und
die Regulation des programmierten Zelltods wahrend der frhen neuralen Entwicklung zu
gewinnen, wurde der EinfluB des Bcl-2 Proteins auf frihe Apoptose-assoziierte neurale

Determinierungs- und Differenzierungsprozesse charakterisiert.
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2.2 Bcl-2 ("break chromosome locus-2")

2.2.1 Biochemische Charakterisierung von Bcl-2

Das antiapoptotische Bcl-2 Protein ist der Prototyp der nach ihm benannten Bcl-2
Multigenfamilie. Bcl-2 wurde urspriinglich aufgrund einer chromosomalen Translokation in
humanen follikularen Lymphomen identifiziert (TSUJIMOTO et al., 1984; BAKHSHI et al., 1985).
Interessanterweise konnte damals gezeigt werden, dal Bcl-2 als erstes Onkogen seine
Wirkung nicht durch die Stimulation der Proliferationsrate sondern durch die Inhibition des
Zellsterbens austibt (VAUX et al., 1988; MCDONNELL et al., 1989). Bcl-2 ist ein 26 kDa grol3es,
integrales Membranprotein, das hauptsachlich in der aufReren Mitochondrienmembran aber
auch im endoplasmatischen Retikulum sowie in der Kernmembran lokalisiert ist (HOCKENBERRY
et al., 1990; MONAGHAN et al., 1992). Die wichtige Bedeutung von Bcl-2 als Apoptose-Regulator
wird dadurch hervorgehoben, dalR mit dem ced-9 Gen ("cell effector death™) bereits im
Nematoden C. elegans ein funktionell und strukturell stark konserviertes Homolog von Bcl-2
nachgewiesen werden konnte (HENGARTNER et al., 1992; HENGARTNER & HORVITZ, 1994).

Die 15 bisher beschriebenen Mitglieder der Bcl-2-Multigenfamilie besitzen einen regulierenden
sowie modulierenden EinfluR auf apoptotische Prozesse (WHITE, 1996; REED, 1997a; ADAMS &
CORY, 1998; GROSS et al.,, 1999). Da sowohl anti- als auch proapoptotisch wirkende Bcl-2
verwandte Proteine, die Homo- und Heterodimere ausbilden kdnnen, identifiziert wurden,
scheint zum einen das Verhaltnis von Apoptose-induzierenden zu Apoptose-inhibierenden
Molekiilen iber das Schicksal einer Zelle zu entscheiden (OLTVAI et al., 1993). Desweiteren
konnte durch die Arbeiten der letzten Jahre demonstriert werden, daf antiapoptotische Bcl-2
Proteine ihre Funktion durch die Aufrechterhaltung der mitochondrialen Integritat ausuben,
indem sie die Freisetzung von Cytochrom c und weiteren Apoptose-induzierenden Faktoren
(AIF: "apoptosis-inducing factor") in das Cytoplasma sowie die anschlie3ende Aktivierung von
Caspasen inhibieren (KLUck et al., 1997; YANG et al., 1997; REED, 1997b; GREEN & REED,
1998).

2.2.2 Expression und Funktion von Bcl-2 im Nervensystem

Waéhrend der Embryonalentwicklung des Nervensystems findet man die starkste Expression
von Bcl-2, wobei sich das Protein in der Maus ab dem Embryonaltag E10 detektieren |af3t (ABE-
DOHMAE et al., 1993; MARTINOU et al., 1994a). Nach Abschlul® der neuralen Differenzierung ist
Bcl-2 im adulten Gehirn kaum noch nachweisbar (MERRY et al., 1994), wohingegen das Protein
in den Neuronen des peripheren Nervensystems erhalten bleibt (MERRY et al., 1994; MIYASHITA
et al., 1994). Durch mehrere Arbeiten konnte demonstriert werden, dal’ Bcl-2 in vitro sowohl in
verschiedenen neuralen Zellinien als auch in neuronalen Primarkulturen protektiv gegentber
unterschiedlichen apoptotischen Stimuli wirkt. So schiitzt Bcl-2 PC12 Zellen vor Apoptose nach

Entzug von Serum und Wachstumsfaktoren sowie nach Glutamat-Behandlung und oxidativen
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Schadigungen (ZHONG et al., 1993a, b; MAH et al., 1993; BATISTATOU et al., 1993; KANE et al.,
1993). In Primarkulturen sympathischer und sensorischer Neurone blockiert Bcl-2 ebenfalls die
durch Entfernung von neurotrophen Wachstumsfaktoren induzierte Apoptose (GARCIA et al.,
1992; ALLSOPP et al., 1993). Diese Ergebnisse konnten in vivo durch Analysen von transgenen
Mausen, bei denen eine neuronenspezifische Bcl-2 Uberexpression induziert wurde, bestétigt
werden (MARTINOU et al., 1994b; FARLIE et al., 1995; ZANJANI et al., 1996). In diesen Tieren wird
sowohl das entwicklungsabhangige Absterben von Neuronen inhibiert, was sich in einer Gehirn-
Hypertrophie widerspiegelt, als auch durch Nervenschadigungen hervorgerufenes Zellsterben
verhindert. Desweiteren sind die Neurone von Bcl-2 Gberexprimierenden Mausen gegen fokale
Ischaemien geschutzt (LINNIK et al., 1995; LAWRENCE et al., 1996). Untersuchungen des
Nervensystems von Mausen, bei denen die Expression des bcl-2 Gens ausgeschaltet wurde,
haben gezeigt, dalR wahrend der Embryonalentwicklung weder offensichtliche
neurodegenerative Stérungen noch massives Zellsterben auftraten (VEIS et al., 1993;
NAKAYAMA et al., 1994). Hierbei wird vermutet, dal’ das antiapoptotische Bcl-x_ Protein, welches
die gréRte Homologie zu Bcl-2 im Vergleich aller Mitglieder der Bcl-2 Multigenfamilie aufweist
(Boise et al., 1993), aufgrund funktioneller Redundanz die protektive Rolle von Bcl-2
Uibernehmen kann (GONZALEZ-GARCIA et al., 1995). Postnatal kommt es in den Bcl-2 defizienten
Mausen jedoch zum verstarkten Zellsterben von Neuronen des zentralen sowie des peripheren
Nervensystems, so daR die Tiere innerhalb von einem Monat nach der Geburt sterben
(MICHAELIDIS et al., 1996; PINON et al., 1997).

Wahrend die neuroprotektive Funktion von Bcl-2 somit deutlich belegt werden konnte, ist ein
mdglicher EinfluR von Bcl-2 auf neurale Differenzierungsprozesse noch weitgehend unklar. So
wurde in PC12 Zellen gezeigt, dal? eine Uberexpression von Bcl-2 keinen Effekt auf das durch
neurotrophe Faktoren induzierte Neuritenwachstum ausubt (BATISTATOU et al., 1993). Dagegen
beschrieben Uchiyama und Mitarbeiter, dal} Bcl-2 die Neuritogenese von PC12 Zellen in
serumfreiem, nicht aber in serumhaltigem Medium fordert (SATO et al., 1994). Auch von Suzuki
und Tsutomi (1998) wird ein positiver Einflul3 von Bcl-2 auf die neurale Differenzierung von
PC12 Zellen postuliert. In der humanen Tumorzellinie Paju, bei der es zu einer spontanen
neuralen Differenzierung kommt, induziert die Uberexpression von Bcl-2 ebenfalls eine
verstarkte Verzweigung und Spreizung der neuronalen Auslaufer (ZHANG et al., 1996).

Da in den oben beschriebenen Studien jedoch lediglich die Funktion von Bcl-2 flr spatere
neurale Differenzierungsereignisse - wie die Ausbildung neuraler Auslaufer - untersucht wurde,
sollte in dieser Arbeit zum ersten Mal der EinfluR von Bcl-2 auf frihe neurale
Entwicklungsprozesse wie Zellstammbaumentscheidungen und Musterbildung analysiert

werden.
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3. Das PCC7-Mz1-Zellmodell

Die Analyse neuraler Entwicklungsvorgéange ist auf zellularer und molekularer Ebene in vivo nur
begrenzt mdglich. Zum einen stellt das Neuroepithel im Anfangsstadium der neuralen
Entwicklung eine kaum manipulierbare, kleine Zellpopulation dar. Desweiteren befinden sich die
Zellen in spéateren Phasen in unterschiedlich weit fortgeschrittenen Reifungsgraden, so dal3 die
untersuchten Ereignisse keinem genauen Differenzierungsstadium zugeordnet werden kénnen.
Durch die Verwendung von priméren embryonalen Zellen wird versucht, die in vivo Situation
moglichst weitgehend nachzustellen. Da Priméarkulturen jedoch ebenfalls stets Zellen
unterschiedlicher Vorlauferstadien enthalten, kdnnen auch mit diesen Systemen keine exakten
Analysen von Differenzierungsprozessen durchgefiuihrt werden. Daher bieten zur neuralen
Differenzierung induzierbare Zellinien, wie EC ("embryocarcinom") und ES ("embryonic stem") -
Zellinien, ein geeignetes Modell fur die Untersuchung von neuraler Entwicklung. Diese Kulturen
bestehen aus einer homogenen Population von pluripotenten Stammzellen, die in vitro
kultivierbar sind und parallel zur Differenzierung induziert werden kdnnen. Implantiert man diese
EC-Zellen in frlthe Maus-Embryonen, so unterliegen sie dem Entwicklungspotential ihrer
Umgebung und verhalten sich wie embryonale Zellen. Somit eignen sich EC-Zellinien als
Modelle, um neurale Differenzierung in vitro zu untersuchen (SMITH et al., 1987; MCBURNEY et
al., 1988).

Aus diesem Grund wurde im Rahmen dieser Arbeit das PCC7-Mz1-Zellmodell fir die Analyse
von Signaltransduktionsprozessen, die an neuralen Determinierungs- und
Differenzierungsereignissen beteiligt sind, verwendet.

Die PCC7-Mz1-Zellen sind ein Subklon der PCC7-AzaR1-Zellen (Klon 1009), welche von den
PCC7-S-Zellen, die einem spontanen testikularen Tumor des rekombinanten
Inzuchtmausestammes Rl 129 x C57BI/6J entstammen, abgeleitet sind (PFEIFFER et al., 1981,
PAULIN et al., 1982). Proneural determinierte Stammzellen dieser Embryokarzinomzellinie
differenzieren nach Zugabe des chemischen Induktors all-trans Retinsdure (RA) in ein stabiles
Muster neuraler Zellderivate, wobei die Determinierung der einzelnen Zelltypen innerhalb von
ein bis zwei Tagen abgeschlossen ist (LANG et al., 1989) (Abb. 2). Der zeitliche Ablauf der
Entstehung der Zellderivate korreliert mit den Entwicklungsprozessen im S&ugergehirn. So
entwickeln sich zunachst neuronale Phanotypen, die sich in einem zellularen Netzwerk
organisieren. Danach entstehen Fibroblasten und spéter Astroglia-Zellen, die gemeinsam einen
Zellrasen unter den Neuronen ausbilden. Endothelzellen kommen in dieser Zellschicht in sehr
geringer Zahl vor. Der relative Anteil der verschiedenen Zelltypen an der Gesamtpopulation ist
reproduzierbar, was durch immuncytochemische Analysen zelltypspezifischer Markerproteine
demonstriert werden konnte (LANG et al., 1989). Die neuronalen Derivate der PCC7-Mz1-Zellen
erlangen etwa zwei Wochen nach Induktion der Differenzierung Polaritat und generieren

Aktionspotentiale (BERGER et al., 1997), so daB die differenzierten Zellen als reife Phanotypen
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bezeichnet werden kénnen. Parallel zu den Determinierungs- und Differenzierungsprozessen
stirbt innerhalb der ersten 24 Stunden nach Behandlung mit RA ein definierter Teil der Kultur
durch Apoptose (Abb. 2), was anhand der Analyse typischer Apoptose-Merkmale, wie die
Spaltung der chromosomalen DNA und die Aktivierung von Caspasen, nachgewiesen werden
konnte (HERGET et al., 1998). Dieser programmierte Zelltod ist keine Folge des Mangels an
trophischen Faktoren im Medium, sondern scheint durch RA induzierte genregulatorische
Prozesse ausgelost zu werden, und funktionell mit dem neuralen Differenzierungsprozess
sowie der Etablierung von Zellstammb&umen in PCC7-Mz1-Zellen verbunden zu sein (HERGET
et al., 1998).

=
[ ] Neurone
W
Stammzellen Vorauferzellen
. &2 Astroglia-
o ® +RA é = Lellen
® ® @ Fibroblasten
O .
® Apoptotische
=3 Kérperchen

Abb. 2: Schema der Determinierung und Differenzierung von PCC7-Mz1-Zellen

Die pluripotenten Stammzellen der murinen Teratokarzinomzeliinie PCC7-Mz1 wachsen unabhangig von
andaren Zellen. Nach Zugabe physiologischer Konzentrationen des Maorphogens Retinsaure (RA)
differenzieren sie in gin stabiles Muster von Derivaten des Neuroektoderms und bilden nach ca, zwel Wochen
ein neurales Netzwerk aus Neuronen, Fibroblasten und Astroglia-Zellen. Innerhalb von 24 Stunden nach
Induktion der Differenzierung stirbt ein reproduzierbarer Anteil (ca. 25%) der Stammzellen apoptotisch
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1.1 Subklone der PCC7-Mz1-Zellen

Durch Subklonierungen des parentalen PCC7-Mz1-Klons konnten drei verschiedene Gruppen
von Klonen isoliert werden, die sich deutlich in ihrem Differenzierungspotential unterscheiden
(LANG et al., 1989; HEIERMANN et al., 1992; JosTocCK et al., 1998). Wahrend Klone vom P-Typ
das gleiche Differenzierungsmuster wie der Ursprungsklon PCC7-Mz1 aufweisen, differenzieren
Subklone vom N (neuronalen)-Typ unter Standardbedingungen ausschlie3lich in neuronale
Zellen, die jedoch durch das Fehlen von Astroglia-Zellen nur wenige Tage lebensfahig sind.
Klone des O-Typs entwickeln ebenfalls hauptsachlich neuronale Derivate mit einem geringen
Anteil an Fibroblasten und Astroglia-Zellen. Interessanterweise wurden keine Subklone isoliert,
die ausschliefZlich Zelltypen flacher Morphologie bilden, was darauf hinweist, dal3 der neuronale
Entwicklungsweg der dominante Entwicklungsweg ("default pathway") ist. Subklone des N-Typs
scheinen jedoch nicht grundsatzlich auf ein neuronales Zellschicksal festgelegt zu sein, da sie
durch Differenzierung auf Laminin-beschichteten Wachstumsflachen (LANG et al., 1989) sowie
durch die Cokultivierung mit murinen Gehirnzellen des Embryonaltags 13 (E13) und durch die
Zugabe des Wachstumsfaktors FGF-2 wieder in den P-Phanotyp revertiert werden kdnnen
(JosTockK et al., 1998). Die MzN-Zellen sind daher vermutlich starker fiir den neuronalen
Differenzierungsweg determiniert als die parentalen PCC7-Mz1-Zellen (LANG et al., 1989).
Diese Arbeiten konnten auch zeigen, dalR nicht nur die durch RA induzierten Signale sondern
auch weitere parakrine Signale fur die Musterbildung der PCC7-Mz1-Zellen verantwortlich sind
(JosTOCK et al., 1998).

1.2 RA-induzierte Signalwege in PCC7-Mz1-Zellen

Zur Aufklarung der molekularen Mechanismen, die an der Regulierung der neuralen
Differenzierung beteiligt sind, wurden neurogene Kontrollgene sowie deren Genprodukte
identifiziert. Da all-trans Retinsaure (RA) die neuralen Differenzierungsprozesse und Apoptose
in PCC7-Mz1-Zellen auslost, wurde das Expressionsmuster sowie die mdgliche Funktion der
Retinsaure-Rezeptoren (RAR) untersucht. Wahrend die RARal-Isoform konstitutiv in PCC7-
Mz1-Zellen exprimiert wird und damit vermutlich das induktive RA-Signal empfangt, werden ein
bis drei Stunden nach Behandlung mit RA die Isoformen RARa2 und RARD2 exprimiert
(HEIERMANN et al., 1992). Die Gene RARa2 und RARDb2 scheinen somit primére Zielgene des
RARal zu sein, und ihre Genprodukte sind moéglicherweise als Transkriptionsfaktoren durch die
Kontrolle der Genexpression an der Weiterleitung des RA-Sighals sowie an frilhen neuralen
Determinierungsprozessen beteiligt. Ferner konnte ein weiterer Transkriptionsfaktor in PCC7-
Mz1-Zellen nachgewiesen werden, der in die genregulatorischen Kaskaden, die fir die

Auspragung des neuralen Zellstammbaums verantwortlich sind, involviert ist. Aufgrund von
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Expressionsanalysen wird dieser nukledre Rezeptor als "neuronal cell nuclear factor" (NCNF)
bezeichnet. NCNF kodnnte als reprimierender Kernrezeptor die Expression solcher Gene
unterdriicken, deren Genprodukte zur Auspragung eines nicht-neuronalen Phanotyps fiihren
wirden (BAUER et al., 1997).

Neben dem Verstandnis der durch RA induzierten genregulatorischen Ereignisse ist es auch
wichtig, die zellularen Signaltransduktionswege, die an den Differenzierungsprozessen sowie
am apoptotischen Programm der PCC7-Mz1-Zellen beteiligt sind, aufzuklaren. So scheinen die
einzelnen Mitglieder der Proteinkinase C (PKC)-Genfamilie aufgrund der im neuralen
Differenzierungsverlauf zeitlich und zelltypspezifisch streng regulierten Expression der
verschiedenen Isoformen modulatorisch in die Differenzierungsprozesse einzugreifen
(OEHRLEIN et al., 1998). Eine regulatorische Funktion von PKC auf die neurale Differenzierung
und Apoptose konnte nicht nachgewiesen werden, da weder die Aktivierung noch die Inhibition
von PKC einen signifikanten Einflu® auf das Differenzierungsmuster sowie auf den durch RA
ausgelosten Zelltod der PCC7-Mz1-Zellen bewirkte (OEHRLEIN et al., 1998; HERGET et al.,
1998). Desweiteren konnte die Bedeutung des sekundaren Botenstoffes Ceramid fiir die RA-
induzierte neurale Differenzierung und Apoptose von PCC7-Mz1-Zellen aufgeklart werden
(OEHRLEIN-KARPI, 1998; ESDAR et al., 1999b). Ceramide sind als wichtige Signalmolekiile des
Sphingomyelin-Kreislaufs in verschiedene zellulare Prozesse wie Proliferation (FISHBEIN et al.,
1993), Differenzierung (OKAzAKI et al., 1990) und Apoptose (OBEID et al., 1993; JARVIS et al.,
1994) involviert. In PCC7-Mz1-Stammzellen fuhrt die Zugabe von Ceramiden zu Apoptose nicht
aber zur Induktion von Differenzierung. Ferner konnte gezeigt werden, dal3 der endogene
Ceramid-Gehalt durch die Behandlung mit RA innerhalb von 24 Stunden etwa 3 bis 4-fach
ansteigt. Diese Zunahme von Ceramid wird durch die Aktivierung des de novo-Synthese Weges

und nicht durch die Hydrolyse von Sphingomyelin induziert (ESDAR et al., 1999b).

Aufgrund der oben beschriebenen Eigenschaften stellt das PCC7-Mz1-Zellmodell somit ein
sehr gut geeignetes System zur Untersuchung von frilhen neuralen Determinierungs- und
Differenzierungsprozessen sowie damit assoziierten apoptotischen Vorgéangen dar. Der Vortell
von PCC7-Mzl1-Zellen gegeniiber anderen Zellmodellen wie der Pheochromocytomazellinie
PC12 besteht darin, daf® Differenzierung und Apoptose durch den gleichen Stimulus (RA)
induziert werden (Abb. 2) und damit der in vivo Situation entsprechend parallel untersucht
werden kdnnen. Desweiteren kann das Differenzierungsmuster der PCC7-Mz1-Zellen gut auf
die in vivo Situation projiziert werden, da ausschlie3lich Zelltypen neuroektodermaler Herkunft
entstehen. Andere Embroykarzinomzellinien wie die F9-, NG2- oder P19-Zellen produzieren
dagegen neben ektodermalen Phénotypen auch solche mesodermalen oder endodermalen

Ursprungs. Zudem kann die Differenzierung dieser Zellinien auch spontan auftreten, und das
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Muster der gebildeten Derivate ist nur begrenzt reproduzierbar (JONES-VILLENEUVE et al., 1982;
KOOPMAN & COTTON, 1987; SMITH et al., 1987).

4. Problemstellung und Durchfiithrung

Mit der PCC7-Mz1-Zellinie steht ein geeignetes in vitro Modell zur Verfiigung, um die Analyse
neuraler Entwicklung unter kontrollierten und reproduzierbaren Bedingungen durchzufiihren,
was aufgrund der Komplexitat des Saugergehirns in vivo kaum mdglich ist. Da in PCC7-Mz1-
Zellen nach Zugabe von all-trans Retinsaure (RA) frihe neurale Determinierungs- und
Differenzierungsprozesse sowie damit assoziierte apoptotische Ereignisse gleichzeitig induziert
werden, kdnnen beide Vorgange parallel, wie sie auch in vivo ablaufen, zellbiologisch und
biochemisch analysiert werden.

Verschiedene zellbiologische Aspekte der neuralen Differenzierung von PCC7-Mz1-Zellen, wie
die Entwicklung der unterschiedlichen neuralen Phéanotypen, die Entstehung von Polaritat und
die Generierung von Aktionspotentialen der Neurone sowie Prozesse der
Zellstammbaumentscheidungen und Musterbildung, wurden in frilheren Arbeiten untersucht
(LANG et al., 1989; BERGER et al.,, 1997; JosTOoCK et al., 1998). Desweiteren wurde die
Expression von durch RA induzierten neurogenen Genen identifiziert und ihre Bedeutung fir die
neurale Differenzierung der PCC7-Mz1-Zellen analysiert (HEIERMANN et al., 1992; BAUER et al.,
1997). Weitere Einblicke in die RA-induzierten Signaltransduktionsprozesse, die wahrend der
neuralen Entwicklung und Apoptose ablaufen, wurden anhand von Untersuchungen der
Proteinkinase C (PKC) und des sekundaren Botenstoffs Ceramid erlangt (OEHRLEIN et al., 1998;
ESDAR et al., 1999b).

Zum weiteren Verstandnis der intrazellularen Signalwege, die der neuralen Determinierung,
Differenzierung und Apoptose von PCC7-Mz1-Zellen zugrunde liegen, sollte in dieser Arbeit die
Funktion zweier Schliisselmolekiile dieser Prozesse - GAP-43 und Bcl-2 - charakterisiert
werden. Dadurch sollte es moglich sein, neue Erkenntnisse Uber die molekularen Vorgange
neuraler Zellstammbaumentscheidungen und Musterbildung zu erlangen.

Als ein Hauptsubstrat fiur PKC im Nervensystem scheint das neuronenspezifische GAP-43
Protein Einflul auf neurale Entwicklungsvorgange auszuiiben. Daher sollte durch die
Untersuchungen der Expression von GAP-43 auf mRNA- und auf Protein-Ebene zunachst
gezeigt werden, wann GAP-43 wahrend des RA-induzierten neuralen Differenzierungsverlaufs
der PCC7-Mzl-Zellen exprimiert wird. Durch immuncytochemische Analysen wurde die
intrazellulare Lokalisierung sowie die zelltypspezifische Verteilung des Proteins beschrieben.
Ob GAP-43 bereits wahrend der sehr friihen neuralen Differenzierung funktionell ist, sollte
durch DNA-Synthese Assyas sowie durch "in vivo Phosphorylierungsexperimente” demonstriert

werden.



| Einleitung 15

Da GAP-43 in bisherigen Studien vor allem eine Funktion wahrend der Neuritogenese
zugeschrieben wurde, sollte in dieser Arbeit untersucht werden, ob GAP-43 bereits in friihe
neurale Determinierung und Zellstammbaumentscheidungen involviert ist. Um diese
Fragestellung beantworten zu kénnen, wurden Zellinien, die eine Uberexpression von GAP-43
aufwiesen, erzeugt. Anhand von Western-Blot Analysen und Immunfluoreszenzfarbungen sollte
die stabile Uberexpression des Proteins demonstriert werden. Durch die biochemische
Charakterisierung des endogenen und des Uberexprimierten GAP-43 Proteins konnte die
Funktionaliat des ektopischen GAP-43 gezeigt werden. Dazu mufdte sowohl die subzellulare
Lokalisation des Proteins als auch der Effekt einer PKC-vermittelten Phosphorylierung auf eine
mogliche Translokation charakterisiert und zwischen PCC7-Mz1-Zellen und den Mz-GAP-43
Klonen verglichen werden. Aufgrund des grofR3en Einflusses posttranslationaler Modifikationen
auf die Funktionen eines Proteins wurde eine potentielle Palmitylierung sowie Glykosilierung
von GAP-43 nachgewiesen. Da die Identifizierung von Interaktionspartnern bei der Aufklarung
der Aufgabe eines Proteins hilfreich ist, sollte ein "in vitro cross-linking Assay" etabliert werden,
durch den an GAP-43 bindende Proteine nachgewiesen werden konnten.

Ob GAP-43 in neurale Zellstammbaumentscheidungen und die Musterbildung der PCC7-Mz1-
Zellen involviert ist, sollte durch die Bestimmung des Differenzierungspotentials der GAP-43
Uberexprimierenden Klone untersucht werden. Unterschiede beziiglich der Expression von
zelltypspezifischen Markermolekiilen sowie von Merkmalen reifer Neurone sollten zwischen den
PCC7-Mz1-Zellen und den Mz-GAP-43 Klonen analysiert werden. Zur Aufklarung eines
potentiellen Zusammenhangs zwischen der Uberexpression von GAP-43 sowie der Etablierung
des neuronalen Phanotyps von PCC7-Mz1-Zellen wurde die Expression von RA-regulierten
neurogenen Kontrollgenen charakterisiert. AuRerdem sollte der Einflu3 verschiedener Faktoren
(Laminin, FGF-2) auf das Differenzierungspotential der GAP-43 Uberexprimierenden Klone
analysiert werden.

Das antiapoptotische Bcl-2 Protein besitzt als Prototyp einer in die Regulation des Apoptose-
Prozesses involvierten Multigenfamilie einen EinfluB auf die Kontrolle neuraler
Apoptosevorgange. Daher sollte zunachst die Expression von Bcl-2 wéhrend des RA-
induzierten Differenzierungsverlaufs in PCC7-Mz1-Zellen analysiert werden. Ob Bcl-2 am
Apoptose-Programm der PCC7-Mz1-Zellen beteiligt ist, sollte durch die Etablierung von Bcl-2-
uberexprimierenden Klonen untersucht werden. Die stabile Uberexpression von Bcl-2 in den
isolierten Zellinien konnte durch Western-Blot Analysen nachgewiesen werden. Anhand von
Vitalitatstests wurde der Effekt von Bcl-2 auf die RA-induzierte Apoptose bestimmt. Weiterhin
sollte die chromosomale DNA-Fragmentierung, die Freisetzung von Cytochrom c in das Cytosol
und die Aktivierung von Caspasen in den Bcl-2 Uberexprimierenden Klonen analysiert werden.
Da Ceramide als sekundare Botenstoffe wahrend des RA-induzierten Apoptoseprozesses von

PCC7-Mz1-Zellen identifiziert werden konnten, sollte der Einflul von Bcl-2 auf die Ceramid-
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abhangige Apoptose untersucht werden. Desweiteren wurde durch die Verwendung weiterer,
unphysiologischer Apoptose-Stimuli getestet, ob Bcl-2 in PCC7-Mz1-Zellen einen generellen
Apoptose-Schutz  vermitteln kann. Da die antiapoptotische Wirkung von Bcl-2 in
Zusammenhang mit einem EinfluR auf den Zellzyklus diskutiert wird, sollte gezeigt werden, ob
Bcl-2 einen Effekt auf Proliferation, Generationszeiten sowie auf die Kontrolle des Zellzyklusses
der PCC7-Mzl1-Zellen ausubt. Ob durch die Uberexpression von Bcl-2 das
Differenzierungspotential der PCC7-Mzl1-Zellen verandert wird, wurde anhand von
Expressionsanalysen zelltypspezifischer Markerproteine untersucht. Durch den Vergleich des
Differenzierungsbildes von PCC7-Mz1- und Mz-Bcl-2-Kulturen konnte die potentielle Bedeutung

der Apoptose fur die Musterbildung der PCC7-Mz1-Zellen bestimmt werden.
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Il Material und Methoden

1. Material

Gerate und Materialien:

Adhasionsobjekttrager
Brutschrank: - Stericult

- Zellkultur
Deckglaser (2 cm?)
Densitometer: Gel Doc 1000

Elektrophoresekammer flir Agarosegele

Elektrophoresekammer fir PAGE mit Gelkivetten
Elektrophorese-System fir PAGE Hoefer SE 600
Elektrophorese-System flir Sequenzgele
(Sequi-GenO GT Nukleinsédure Elektrophoresekammer)
FACScan 2.0
Filme: - Farbdiafilme
(Kodak Ektochrom 400 ASA)
-Rontgenfilme
(Fuji Medical X-Ray RX, Kodak X-OMAT AR)
Hybridisierungsofen: Personal Hyb™
Immunoreader NJ-200
Mikroskope: - Invertmikroskop IM35
- Zeiss Axiophot mit HBO 50 W Lampe
und MC63 Photozubehdor
-Fluoreszenzfiltersatz
grun: H546/287915
blau: 450-490/487909
Multiband: 25/487925
-Optik
Plan-Neofluarobjektive 32x, 40x
Plan-Apochromatobjektiv 63x
Midi Doc Gel-Dokumentationssystem
Objekttrager (76 x 26 mm)

Phosphoimager G250-Molecular Imager

Bezugsquelle:
BioRad/Miinchen

Labotech/Géttingen
Heraeus/Hanau
Assistent/Sodenheim
BioRad/Munchen

Werkstatt des Instituts fur
Physiologische Chemie und
Pathobiochemie, Mainz
Phase/Molin
Pharmacia/Freiburg
BioRad/Munchen

BectonDickinson/Heidelberg

Stratagene/Heidelberg
Teknunc/Danemark

Zeiss/Oberkochen

Zeiss/Oberkochen

Zeiss/Oberkochen
Zeiss/Oberkochen

Zeiss/Oberkochen

Zeiss/Oberkochen
Zeiss/Oberkochen
Herolab/Wiesloch
Menzel-Glaser/Mainz
BioRad/Munchen
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Photometer. PMQ 3
RadioaktivitatsmeRgeréat: Liguid-Scintillisations-Analyzer
Tri-Carb1600 CA
Semi-Dry-Blot-Apparatur
Spannungsquelle Power-Pack 35/60
Sterilbank, Laminar-Fallstrom Bank
Thermocycler: Gene Amp PCR System 2400
Vakuumgeltrockner SE 1160
Zahlkammer, Neubauer
Zentrifugen: -Kihlzentrifuge RC-5 Superspeed
-Kihlzentrifuge Centrikon T-124
- Tischzentrifuge Labofuge GL
- Tischzentrifuge 5417R
- Tischzentrifuge 5417C
- Ultrazentrifuge TL100

Zeiss/Oberkochen

Packard/Frankfurt
Phase/Moélin
Phase/Mdlin
Nunc/Wiesbaden
Perkin Elmer/Conneticut
Bachofer/Reutlingen
Assistent/Sodenheim
Sorvall/Bad Nauheim
Kontron/Offenbach
Heraeus/Hanau
Eppendorf/Hamburg
Eppendorf/Hamburg

Beckmann/Miinchen

Steriles Kunststoffmaterial zum Aufbewahren von Lésungen und fir die Zellkultur wurde von
Falcon(BD)/Heidelberg und

den Firmen Costar/Bodenheim, Greiner/Frickenhausen,

Nunc/Wiesbaden bezogen.

1.1 Chemikalien und andere Reagenzien

1.1.1 Zellbiologische Arbeiten

Substanz:

all-trans Retinséaure
N,N-bis[2-Hydroxylethyl]-2-aminoethansulfonsaure (BES)
Bromdesoxyuridin

Cs-Ceramid (N-Hexanyl-D-erythro-Sphingosin)
C,-Dihydroceramid (N-Acetyl-D-erythro-Dihydrosphingosin)
dbcAMP (cyclisches Dibutyryl-adenosin-3",5"-monophosphat)

Dimethylsulfoxid (DMSO)

Dulbecco’s modifiziertes Eagle Medium (DMEM)
Escort™ Transfektionsreagenz

G418 (Geneticin)

Laminin

Bezugsquelle:
Sigma/Deisenhofen

Sigma/Deisenhofen
Sigma/Deisenhofen
Alexis/Grinberg
Calbiochem/Bad Soden
Roche Biochemicals/
Mannheim
Merck/Darmstadt

Life Technologies/Karlsruhe
Sigma/Deisenhofen

Life Technologies/Karlsruhe
Roche Biochemicals/

Mannheim



Il Material und Methoden

19

Paraformaldehyd (PFA)
p-Phenylendiamin
Phorbol-12,13-dibutyrat (PDB)
Propidiumiodid

Serum fetaler Kalber (FCS)

Staurosporin
Trypanblau-L6sung
WST-1

1.1.2 Molekularbiologische Arbeiten

Substanz:
Agar
Agarose

Ampicillin

Borsaure

Bromphenolblau
Caseinhydrolysat (Peptone 140)
dNTPs

EDTA

Ethidiumbromid

Ficoll 400

Gelfiltrationsmaterial Sephadex-G75

Hefeextrakt
Heringssperma DNA
LM-Agarose (low melt)

MOPS

Nucleobonda AX Kit
Nylonmembran Hybond N
Oligotex™ mRNA Kit

Sigma/Deisenhofen
Sigma/Deisenhofen
Sigma/Deisenhofen
Sigma/Deisenhofen
Roche Biochemicals/
Mannheim
Alexis/Grinberg
Seromed/Berlin
Roche Biochemicals/

Mannheim

Bezugsquelle:
Sigma/Deisenhofen

Sigma/Deisenhofen

Roche Biochemicals/
Mannheim
Sigma/Deisenhofen
Serva/Heidelberg

Life Technologies/Karlsruhe
Pharmacia/Freiburg
Merck/Darmstadt

Roche Biochemicals/
Mannheim

Roche Biochemicals/
Mannheim
Pharmacia/Freiburg

Life Technologies/Karlsruhe
Merck/Darmstadt

Roche Biochemicals/
Mannheim

Roth/Karlsruhe
Macherey-Nagel/Duren
Amersham/Freiburg

Qiagen/Hilden
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Proteinase K
QiaexlIO-Kit
RNeasy Total RNA Kit

RNase Inhibitor

RotiphoreseO Sequenziergel-Lésungen

Roche Biochemicals/
Mannheim
Qiagen/Hilden
Qiagen/Hilden

Roche Biochemicals/
Mannheim

Roth/Karlsruhe

Restriktionsendonukleasen sowie DNA/RNA-modifizierende Enzyme und die entsprechenden

Puffer stammten von den Firmen Roche Biochemicals/Mannheim, Pharmacia/Freiburg, Life

Technologies/Karlsruhe und MBI-Fermentas/St.Leon-Roth.

1.1.3 Proteinbiochemische Arbeiten
Substanz:

Acrylamidlésung (30% Acrylamid, 0,8% Bisacrylamid)
Ammoniumperoxodisulfat (APS)

Aprotinin
BCA-Proteinkonzentrationsbestimmungs-Kit
Benzamidin

BSA

Chromatographiepapier (Whatman 3MM)
Coomassie Brillant Blau R250
DIG-Glycan-Detection-Kit

Dithiobis(succinimidylpropionat) (DSP)
Dithiothreitol (DTT)

b-Glycerophosphat

HEPES (N-(2-Hydroxyethyl)-piperazin-N"-ethylsulfonséure)
Immobilon PVDF-Membran
Isopropyl-b-D-thiogalctopyranosid (IPTG)
N-Laurylsarcosin

Leupeptin

Magermilchpulver

b-Mercaptoethanol

Natriumdodecylsulfat (SDS)

Natriumorthovanadate

Bezugsquelle:
Roth/Karlsruhe

Sigma/Deisenhofen
Sigma/Deisenhofen
Pierce/Bruchsal
Sigma/Deisenhofen
Serva/Heidelberg
Whatman/England
Merck/Darmstadt
Roche Biochemicals/
Mannheim
Sigma/Deisenhofen
Sigma/Deisenhofen
Sigma/Deisenhofen
Sigma/Deisenhofen
Millipore/Eschborn
Roth/Karlsruhe
Fluka/Neu-UIm
Sigma/Deisenhofen
Nestle/Frankfurt
Sigma/Deisenhofen
Merck/Darmstadt
Sigma/Deisenhofen
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Phenylmethylsulfonsaurefluorid (PMSF)

Protease-Inhibitor Cocktail Complete™

Protein A-Sepharose
Protein-Molekulargewichts-Standards
- LMW ("low molecular weight") Calibration Kit
- "Prestained High Range" SDS-PAGE Standard
- "Prestained Low Range" SDS-PAGE Standard
Saccharose
N,N,N",N"-Tetraethyl-methylen-diamin (TEMED)
Tris-hydroxymethyl-aminomethan
Triton X-100

Sigma/Deisenhofen
Roche Biochemicals/
Mannheim

Pharmacia/Freiburg

Pharmacia/Freiburg
BioRad/Muinchen
BioRad/Muinchen
Roth/Karlsruhe
Sigma/Deisenhofen
Sigma/Deisenhofen
Merck/Darmstadt

Alle anderen, nicht explizit aufgefuhrten Substanzen, einschlie3lich Salzen, Sauren, Basen und

organischen Lésungsmitteln, besaf3en p.a. Qualitat und wurden von den Firmen Baker/Holland,
Fluka/Neu-Ulm, Merck/Darmstadt, Roth/Karlsruhe, Serva/Heidelberg und Sigma/Deisenhofen

bezogen.

1.2 Standardpuffer und Kulturmedien

Name

Zusammensetzung

LB-Medium

(Luria-Bertani)

10 g Caseinhydrolysat (Peptone 140),5g
Hefeextrakt, 10 g NaCl auf 1 | bidest. Wasser; pH 7,4
mit NaOH einstellen; fur Platten 15 g Agar pro |

Medium zusetzen; autoklavieren

10 x MOPS

(3-Morpholino-propansulfonsaure)

250 mM MOPS, 50 mM NaOAc, 10 mM EDTA; pH 7,0
mit NaOH einstellen; Lagerung bei 4°C

10 x PBS
("phosphate buffered saline")

140 mM NacCl, 2,7 mM KCI, 6,5 mM Na,HPO,, 1,5 mM
KH,POy; ergibt pH 7,4

20 x SSC

("saline sodium citrate")

3 M NacCl, 300 mM Natriumcitrat; pH 7,0 mit NaOH

einstellen

10 x TBE
(Tris, Borsaure, EDTA)

890 mM Tris, 890 mM Borsaure, 9 mM EDTA,; ergibt
pH 8,4
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1.3 Radioaktive Materialien

[**P]-H3PO4, g -[*P]-ATP und a-[**P]-dCTP stammten von der Firma ICN (Eschwege). g -[**P]-
ATP wurde mit einer spezifischen Aktivitat von 4000 Ci/mmol und a-[32P]-dCTP mit einer
spezifischen Aktivitat von 3000 Ci/mmol eingesetzt. [9,10-*H]-Palmitinsaure wurde von der
Firma Hartmann Analytic/Braunschweig bezogen und wurde mit einer spezifischen Aktivitat von

50 Ci/mmol verwendet.

1.4 Antikorper und Seren

Folgende hier in alphabetischer Reihenfolge aufgefiihrten Priméar- und Sekundar-Antikorper
wurden flr Western-Blot Analysen und Immunfluoreszenzfarbungen verwendet. Einige
Antikérper wurden uns freundlicherweise von Prof. R. Jahn (Goéttingen) sowie von Dr. G. Poirier

(Kanada) zur Verfigung gestellt.

1.4.1 Primarantikorper fiir Western-Blot Analysen

Antikorper gegen Spezies Subtyp  Verdinnung Bezugsquelle
Bcl-2 (mAK) Maus 19G; 1:250 Transduction
Laboratories/Kentucky
Calmodulin (mAK) Maus 19G; 1:1000 Upstate
Biotechnology/New York
Clathrin (mAK) Maus 19G; 1:1500 R. Jahn/Géttingen
Cytochrom ¢ (mAK) Maus 19G2 1:500 PharMingen/San Diego
DIG-POD Schaf Fab- 1:5000 Roche
Fragmente Biochemicals/Mannheim
GAP-43 (pAS) Kaninchen 1:4000 ESDAR et al., 1999a
MARCKS (pAS) Kaninchen 1:3000 OEHRLEIN et al., 1998
PARP (MmAK) Maus 19G; 1:10000 G. Poirier/Kanada
Retinoblastoma Maus 19G; 1:500 PharMingen/San Diego

Protein (mAK)




Il Material und Methoden 23

1.4.2 Primarantikorper fir Immunfluoreszenzanalysen

Antikorper gegen Spezies Subtyp  Verdinnung Bezugsquelle
Agglutinin Weizen- 1:50 BioTrend/KdIn
FITC-markiert keimling
EX-1 (mAK) Ratte IgM 1.2 MULLER-HUSMANN et al.,

1994 (Universitat Mainz,
Institut fur Physiologische
Chemie, Abteilung Prof.
A. Maelicke)
GAP-43 (pAS) Kaninchen 1:300 ESDAR et al., 1999a
GFAP (mAK) Maus 19G; 1:10 Roche
Biochemicals/Mannheim
MAP2a/b (mAK) Maus 19G; 1:200 Roche
Biochemicals/Mannheim
Thy1.2 (mAK) Ratte IgG2b 1:20 PharMingen/San Diego
1.4.3 Sekundarantikorper
Antikorper gekoppelt Spezies Verdiinnung Bezugsquelle
gegen mit
Kaninchen POD Ziege 1:2000 Dako/Hamburg
Kaninchen FITC Schwein 1:50 Dako/Hamburg
Kaninchen Cy3 Ziege 1:600 Dianova/Hamburg
Kaninchen AMCA Ziege 1:100 Dianova/Hamburg
Maus POD Kaninchen 1:2000 Dako/Hamburg
Maus FITC Ziege 1:50 Dako/Hamburg
Maus Cy3 Ziege 1:500 Dianova/Hamburg
Maus Texas Rot Ziege 1:200 Medac/Hamburg
Ratte FITC Kaninchen 1:100 Dako/Hamburg
Ratte Cy3 Ziege 1:300 Dianova/Hamburg

1.5 Primer und Desoxyribonukleotide

PCR-Primer und Oligonukleotide wurden entweder von Herrn Dr. Martin Rentrop (Universitat
Mainz, Institut fur Physiologische Chemie, Abteilung Prof. A. Maelicke) synthetisiert oder von
den Firmen GenTech/Mainz und MWG-Biotech/Ebersburg bezogen. Zur Klonierung

verwendete Restriktionsschnittstellen sind unterstrichen dargestellt.
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Oligo Name Verwendung Sequenz
GAP-43 TH100 Primer Extension 5-CAC CAG GGC AGT TAG CAG CAA CTG-3’
GAP-43 TH102 Primer Extension 5"-GGT GGT ATC TTC CCC TGC CTT CTT CC-3’
MARCKS _ _
Primer Extension 5-GGT GGA AAA GTC GAG CAC AAA AAA GGA GGC C-3

(BROOKS et al., 1991)
GAP-43 sense Klonierung 5-AAG AGA ATT CCATGC TGT GCT GTA TGA GA-3’
GAP-43 antisense 5°-TTC TTC TAG ATC AGG CAT GTT CTT GGT C-3’
GAP-43 CE Sequenzierung 5-TGC AGC CTT ATG AGC CTT AT-3°
pcDNA3 (1033-1054) _

Sequenzierung 5"-CTA GAA GGC ACA GTC GAG GCT G-3
(SCHAFER, 1997)
NF68 sense PCR 5"-AAG CAG CTG CAG GAG CTA GAG-3
NF68 antisense 5-ACC TGC GAG CTC TGA GAG TA-3°
Thyl.2 sense PCR 5"-ATG AAC CCA GCC ATC AGC GTC GC-3
Thy1.2 antisense 5-TGT TTC TCC TTG GGC CCA ACC AGT-3’
GFAP sense PCR 5-CTA GTT ACA CTT GGC TCT GA-3’
GFAP antisense 5-AGT ACT GCT CTG AAG GTT AG-3’
GAPDH sense PCR 5-CAT CAC CAT CTT CCA GGA GCG-3
GAPDH antisense 5-GGT CCA CCA CCCTGT TGC TGT AG-3’

1.6 Bakterienstamm

Klonierungen wurden in dem E. coli Stamm XL1-Blue (Stratagene/Heidelberg) durchgefihrt.
Bakteriengenotyp:  recAl, endAl, gyrA96, thi-1, hsdR17, supE44, relAl, lac, [F proAB,
lacl*ZDM15, Tn10(Tet")]

1.7 Vektoren

1.7.1 pcDNA3-Bcl-2

Im eukaryontische Expressionsvektor pcDNA3-bcl-2, der uns freundlicherweise von Herrn Dr. J.
Boise (Universitat Lleida, Spanien) zur Verfiigung gestellt wurde, steht die Transkription der
bcl-2 cDNA unter der Kontrolle des CMV-Promoters. Der pcDNA3 Vektor enthélt stromabwaérts
des Polylinkers die Polyadenylierungssequenz des "bovine growth hormone" -Gens (BGH) und

ein Neomycin-Resistenzgen zur Selektion stabiler Transfektanten.
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1.7.2 pcDNA3-SV40-Bcl-2

Um ein Expressionskonstrukt zu erhalten, bei dem die Expression von Bcl-2 unter der Kontrolle
des SV40-Promoters steht, wurde die bcl-2 cDNA in den pcDNA3-SV40 Vektor kloniert. In
diesem Vektor wurde der CMV-Promoter durch den SV40-Promoter des Vektors pSBC-1
ersetzt (BAUER et al., 1997).

1.7.3 pcDNA3-SV40-GAP-43
Fur die ektopische Expression von GAP-43 in Saugertierzellen wurde die Ratten pF1.1-cDNA
(ROSENTHAL et al., 1987), die wir freundlicherweise von Prof. A. Routtenberg (Northwestern

University, lllinois, USA) erhalten haben, in den modifizierten pcDNA3-SV40-Vektor kloniert.

1.8 Zellinien

1.8.1 PCC7-Mz1

Bei der Embryokarzinomzellinie PCC7-Mz1 handelt es sich um einen Subklon der PCC7-
AzaR1-Zellen (Klon 1009). Die PCC7-AzaR1-Zellen sind ein Subklon der PCC7-S-Zellen,
welche aus einem spontanen testikularen Tumor des rekombinanten Inzuchtmausestammes
129xC57B1/6J hervorgegangen sind (PFEIFFER et al., 1981; PAULIN et al., 1982; LANG et al.,
1989).

1.8.2 PCC7-MzN

Die PCC7-MzN Zellklone besitzen ein eingeschranktes Differenzierungspotential. Sie kdnnen
nach Induktion mit RA nur noch in neuronale Zellderivate differenzieren. Der MzN1-Klon wurde
von Frau Dr. E. Lang durch Subklonierung der PCC7-Mz1 Zellen etabliert (LANG et al., 1989).
Der mit dem griunfluoreszierenden Protein (GFP) stabil transfizierte Klon MzN-GFP wurde von
Frau Dr. R. Jostock aus PCC7-Mz1-Zellen selektioniert (JOSTOCK et al., 1998).

1.8.3 Swiss 3T3-Fibroblasten

Bei dieser Zellinie handelt es sich um nicht-tumorgene Mauszellen, die in Kultur konfluente
Einzellschichten ausbilden. Sind die Wachstumsfaktoren des Mediums verbraucht, kommt es
zur Zellzyklusarretierung in der Go-Phase. Die Kontaktinhibition verhindert ein Uberwachsen der
Zellen (TODARO & GREEN, 1963).

1.8.4 COS-1 Zellen

Diese adulte Fibroblasten-Nierenzellinie wurde aus der afrikanischen griinen Meerkatze
(Cercopithecus aethiops) isoliert. Sie ist mit dem SV40-Virus transformiert und zeichnet sich
durch ihre effiziente Transfizierbarkeit aus (GLUzZMAN, 1981; ATCC-Nr. CRL-1650).
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2. Zellbiologische Methoden

2.1 Kultivierung der Zellinie PCC7-Mz1 und ihrer Varianten

- Medium: DMEM mit 12,5% FCS (Charge 148, Roche Biochemicals/Mannheim)
- Antibiotikum: 500 mg/ml G418 (Geneticin) in PBS

Die Kultivierung der PCC7-Mz1-Zellen sowie der in dieser Arbeit erzeugten stabilen Mz1-Klone
erfolgte in einem CO,-Begasungsbrutschrank (10% CO,) bei 37°C. Die adh&rent wachsenden
Zellen wurden in DMEM mit 12,5% FCS in Kulturflaschen Kkultiviert. Die aufgrund ihrer
Geneticin-Resistenz selektionierten Mz-Bcl-2 bzw. Mz-GAP-43 Klone wurden unter 300 pg/ml
G418 gehalten. Die Zellen wurden alle 48 bis 72 Stunden vom Kulturgefa abgespilt, in einer
Neubauer-Zahlkammer nach Farbung mit Trypanblau-Losung ausgezahlt und in frisches
Medium Uberfliihrt. Die eingesetzte Zelldichte war dabei von der Kultivierungsdauer und von der
Zellinie abhéngig (Tab. 1).

Zellinie 48 Stunden-Kultur 72 Stunden-Kultur
(Zellen/cm?) (Zellen/cm?)
Mz1 1x 10* 0,5 x 10*
MzN 1,5 x 10° 0,75 x 10*
Mz-Bcl-2 1,2 x 10* 0,6 x 10*
Mz-GAP-43 1x 10 0,5 x 10*

Tab. 1: Aussden der PCC7-Mz1-Zellen und ihrer Varianten fiir Dauerkulturen ("stocks")

Fur alle Experimente wurden nur Zellen der Passagen 10 bis 30 nach dem Auftauen

verwendet.

2.2 Differenzierung der PCC7-Mz1-Zellen und ihrer Varianten

- RA-LOsung: 10 pl RA-Stammldsung (1 mg/mlin DMSO, bei -80°C gelagert)
+ 190 yl DMSO
+ 1,8 ml bidest.H,0
5 pg/ml RA (= 15,4 uM)
sterilfiltrieren, bei 4°C aufbewahren und maximal 1 Tag verwenden

- dbcAMP: 100 mM in bidest. H,O; sterilfiltrieren, bei -20°C gelagert

- Laminin: 100 pg/ml in sterilem PBS, bei -20°C gelagert
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Die Differenzierung der PCC7-Mz1-Zellen wurde durch Zugabe des chemischen Morphogens
RA (all-trans Retinsaure) induziert (PAULIN et al.,1982). Die fiir die Differenzierung eingesetzte

Zellzahl war von der Wachstumsflache sowie von der Zellinie abhéngig (Tab. 2).

Wachstumsflache

Zellinie Plastik Glas Laminin
(Zellen/cm?) (Zellen/cm?) (Zellen/cm?)
Mz1 1,75 x 10* 2 x 10* 1,5x 10*
MzN 2 x 10° 2,5 x 10° 2 x 10°
Mz-Bcl-2 2 x 10° 2,5x 10°
Mz-GAP-43 2 x 10° 2,5x 10 2 x 10°

Tab. 2: Ausséden der PCC7-Mz1-Zellen und ihrer Varianten fiir Experimente

24 h nach dem Ausplattieren wurde dem Medium RA-LAsung in einer Endkonzentration von 0,1
UM zugesetzt. Der Zeitpunkt der RA-Zugabe wird als Differenzierungstag 0 (d0) definiert. Nach
weiteren 24 Stunden wurde ein Mediumwechsel vorgenommen. Das frische, mit 12,5% FCS
versetzte Medium enthielt RA in einer Endkonzentration von 0,1 uM sowie dbcAMP in einer
Endkonzentration von 1 mM. Der Zeitpunkt des Mediumwechsels kennzeichnet den
Differenzierungstag 1 (d1). Die Differenzierung der PCC7-Mzl-Zellen wurde in 6 cm-
Petrischalen in 5 ml Medium, in 10 cm-Petrischalen in 10 ml Medium oder in 15 cm-
Petrischalen in 30 ml Medium bzw. auf sterilisierten Deckglasern in 24 Loch-Platten in 1,5 ml
Medium pro Loch durchgefihrt. Fir einige Experimente wurden die Deckglaser mit 4 pg
Laminin / ml PBS beschichtet und fur mindestens eine Stunde bei 37°C inkubiert. Vor dem
Aussaen der Zellen wurden die Deckglaser zweimal mit sterilem PBS gewaschen.

Die Zellen wurden auf Petrischalen bis zum Tag 12 (d12) und auf Deckglaschen bis zum Tag
18 (d18) in einem CO,-Begasungsbrutschrank (10% CO,) bei 37°C kultiviert.

2.3 Einfrieren und Auftauen von Zellen

- Einfriermedium: DMEM/12,5%FCS mit 10% DMSO

Die einzufrierenden Zellen wurden vom Kulturgefa3 abgespllt und in einer Neubauer-
Zahlkammer gezahlt. Jeweils 1 x 10° Zellen wurden durch 10-miniitige Zentrifugation bei 1000
Upm in der Labofuge GL pelletiert, anschlieBend auf Eis in 1 ml Einfriermedium resuspendiert
und in eine Einfrierampulle tUberfihrt. Die Zellen wurden in einer Styroporbox fur 2 Tage auf -

80°C abgekihlt und danach in einem Tank mit flissigem Stickstoff aufbewahrt.
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Das Auftauen der in flissigem Stickstoff tiefgefrorenen Zellen erfolgte ziigig unter vorsichtigem
Schiitteln bei 37°C im Wasserbad. Durch tropfenweise Zugabe von ca. 5 ml Kulturmedium
wurde das im Einfriermedium enthaltene DMSO ausverdinnt. Nach Abzentrifugation der Zellen
fir 10 min. bei 1000 Upm in der Labofuge GL wurde das Zellpellet in Kulturmedium

resuspendiert und in einem Kulturgefald ausgesat.

2.4 Fixierung von PCC7-Mz1-Zellen

- 4% PFA: 8% PFA : 8% Saccharose (1:1)

Fur Immunfluoreszenzfarbungen wurden die auf Deckgldsern gewachsenen Zellen an
vorgegebenen Differenzierungstagen steril aus dem Medium entnommen und fiir 20 min. in 4%
PFA bei RT fixiert. AnschlieRend wurden die Deckglaser in PBS Uberfuhrt und in mit Parafilm
abgedichteten 24 Loch-Platten bei 4°C gelagert. Wurde eine Immunfluoreszenzfarbung mit
dem anti-GFAP-Antikdrper durchgefuhrt, wurden die Zellen vor der Zugabe des Antikorpers fur
7 min. mit Ethanol/Essigsaure (95:5) bei —20°C fixiert.

2.5 Immunfluoreszenzanalyse von PCC7-Mz1-Zellen

- Permeabilisierungspuffer: 0,1% Triton X-100 in PBS
- Verdunnungspuffer: 10% FCS, 0,02% NaNj3 in PBS
- Eindeckmittel: 1 mg/ml p-Phenylendiamin in PBS, 70% Glycerin,

pH 8,5 (gelagert bei -20°C)

Die auf Deckglasern fixierten und in PBS aufbewahrten Zellen wurden zun&chst zweimal 5 min.
in PBS gewaschen. Zur Permeabilisierung der Zellen wurde jedes Deckglas mit 50
Permeabilisierungspuffer (berschichtet und fir 20 min. in einer feuchten Kammer bei
Raumtemperatur inkubiert. Anschlieend wurde der Primarantikérper in der unter Il 1.4.2
angegebenen Konzentration in Verdinnungspuffer angesetzt, und jedes Deckglas wurde fir 1
h mit 50 ul Antikérperlésung in einer feuchten Kammer bei Raumtemperatur inkubiert. Danach
wurden unspezifisch gebundene Antikdrper durch drei Waschschritte von je 5 min. mit PBS
entfernt. Der mit dem Fluoreszenzfarbstoff gekoppelte Sekundarantikdérper wurde dann in der
unter Il 1.4.3 aufgefiihrten Konzentration in Verdinnungspuffer angesetzt und vor der
Verwendung fur 15 min. mit 6000 Upm in eine Eppendorf-Tischzentrifuge zentrifugiert. Dadurch
sollten moglicherweise gebildete Antikbrper-Komplexe abgetrennt werden. Um den

konjugierten Farbstoff vor dem Ausbleichen zu schitzen, wurde in abgedunkelten
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ReaktionsgefalBen  gearbeitet. Die  Deckglaser wurden mit je 50 w der
Sekundarantikérperlésung fir 1 h in einer feuchten Kammer lichtgeschiitzt inkubiert. Es folgten
drei weitere Waschschritte & 5 min. in PBS, um unspezifisch gebundenen Antikdrper zu
entfernen. Bei Doppelimmunfluoreszenzfarbungen erfolgten die Antkdrper-Inkubationen
nacheinander. Zunachst wurde der erste Primar- und der entsprechende Sekundarantikorper
und danach der zweite Primar- und der entsprechende Sekundarantikbrper eingesetzt. Zum
Eindecken der Zellen wurde pro Deckglas ein Tropfen des Eindeckmittels auf einen
Objekttrager aufgetragen, und das Deckglas wurde mit der zellbeschichteten Seite auf den
Objekttrager gelegt. Uberschiissiges Eindeckmittel sowie noch vorhandener Puffer wurden mit
einem Tuch entfernt. AnschlieBend wurden die Rénder der Deckglaser mit Nagellack
abgedichtet, um ein Austrocknen des Préparats zu verhindern. Die Objekttrdger wurden vor
Licht geschitzt bei -20°C aufbewahrt. Die Auswertung erfolgte am Zeiss-Axiophot-Mikroskop

und wurde photographisch festgehalten.

2.6 DNA-Synthese Assay

Der Nachweis proliferierender PCC7-Mz1-Zellen wurde durch Zugabe von Bromdesoxyuridin
(BrdU) in das Kulturmedium vorgenommen. Bromdesoxyuridin ist ein Basenanalogon von
Thymidin und wird wahrend der DNA-Replikation sich teilender Zellen in die DNA eingebaut.
Uber einen anti-BrdU-Antikérper sowie einen  Fluoreszenzfarbstoff — gekoppelten
Sekundarantikérper kénnen proliferierende Zellen durch indirekte Immunfluoreszenzfarbung

nachgewiesen werden.

- Bromdesoxyuridin: 1 mM in bidest. H,O

In das Kulturmedium der auf Deckglasern gewachsenen Zellen wurde 5 bis 15 h vor der
Fixierung Bromdesoxyuridin in einer Endkonzentration von 10 uM gegeben. Nach der Fixierung
mit 4% PFA (Il 2.4) wurden die Zellen gewaschen und permeabilisiert (Il 2.5). Um das
eingebaute BrdU fur den anti-BrdU-Antikdrper zuganglich zu machen, wurde die DNA
denaturiert, indem jedes Deckglas fur 15 min. mit 50 yl 3 M HCI Uberschichtet wurde. Nach drei
5-minutigen Waschschritten mit PBS wurde das unter 1l 2.5 angegebene Protokoll fur
Immunfluoreszenzanalysen unter Verwendung des primaren anti-BrdU-Antikdrpers sowie eines
FITC-gekoppelten Sekundarantikdrpers durchgefuhrt. Die Auswertung erfolgte direkt nach der
Immunfluoreszenzfarbung am Zeiss-Axiophot-Mikroskop, indem pro Bedingung etwa 350-400

Zellen ausgezahlt wurden.
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2.7 Aufbringen von PCC7-Mz1-Zellen auf Adhasionsobjekttrager

Zur  statistischen  Auswertung der  Expression von  Markerproteinen  mittels
Immunfluoreszenzfarbungen wurden die PCC7-Mz1-Zellen auf Reaktionsfelder von
Adhasionsobjekttragern (BioRad/Munchen) aufgebracht. Hierdurch lagen die Zellen vereinzelt
vor, so dal3 nach der Immunfarbung unter dem Mikroskop der Anteil der mit dem Antikdrper

reagierenden Zellen ausgezahlt werden konnte.

- Adhasionsobjekttrager: enthalt 12 Reaktionsfelder

mit einem Durchmesser von je 5 mm

Die Adhasionsobjekttrager wurden vor der Verwendung zweimal je 10 min. in bidest. H,O und
abschlieBend fir 10 min. in PBS gespilt. Dabei ist darauf zu achten, dal3 die einzelnen
Reaktionsfelder nicht austrocknen.

Die PCC7-Mz1-Zellen wurden auf Deckgléasern in 24 Loch-Platten differenziert. Zur Beladung
eines Objekttragers wurden Zellen aus zwei Lochern einer 24 Loch-Platte verwendet. Diese
wurden an den entsprechenden Differenzierungstagen zunachst zweimal mit PBS gewaschen,
anschlielend mit 500 pl PBS vorsichtig durch Resuspendieren vom Deckglas abgeldst und in
ein Eppendorf-GefaR Uberfihrt. Nach 10-minutiger Zentrifugation in einer Eppendorf-
Tischzentrifuge bei 12000 Upm wurde das Zellpellet in 250 yl PBS aufgenommen. Pro
Reaktionsfeld wurden je 20 pl der Zellsuspension (ca. 3000 Zellen) aufgetragen und fiir 20 min.
bei RT inkubiert. Nachdem die Zellen sedimentiert waren, wurde die Zelldichte sowie die
Intaktheit der Zellen mikroskopisch Uberprift. Dann wurden die Zellen, wie unter Il 2.4
beschrieben, mit 4% PFA fixiert und anschlie@end einer Immunfluoreszenzfarbung (Il 2.5)

unterzogen.

2.8 Transiente Transfektion

Transiente Transfektionen erfolgten nach der Calcium-Phosphat-Prazipitationsmethode
(GRAHAM & VAN DER EB, 1973; CHEN & OKAYAMA, 1987), bei der es zur Bildung unléslicher
Calcium-Phosphat-DNA-Préazipitate kommt, welche von den Zellen endocytotisch
aufgenommen werden kdnnen. COS-1 Zellen wurden transient mit dem Expressionsvektor
pcDNA3-SV40-GAP-43 transfiziert, um die Funktionalitdt des hergestellten DNA-Konstrukts zu

Uberprifen.

- 2 x BBS: 50 mM BES, 280 mM NacCl, 1,5 mM NaH,PQO,, pH 6,95
- 1 ml Transfektionsansatz: 5 bzw. 10 ug DNA in 1 x BBS und 125 mM CacCl,
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COS-1 Zellen wurden in DMEM/12,5% FCS in 10 cm-Schalten kultiviert und bei einer Dichte
von etwa 70% Konfluenz zur Transfektion verwendet. Der Transfektionsansatz wurde direkt vor
der Verwendung hergestellt. Alle verwendeten Lésungen waren sterilfiltriert. 1 ml
Transfektionsansatz wurde tropfenweise zum Kulturmedium hinzugegeben. Nach etwa 16 h
wurde ein Mediumwechsel vorgenommen, um Uberschissiges Prazipitat zu entfernen. Nach
weiteren 24 h wurden die Zellen geerntet, die Proteine extrahiert und fiir Western-Blot Analysen

verwendet (11 4.1).

2.9 Stabile Transfektion von PCC7-Mz1-Zellen

Die Generation stabiler PCC7-Mz1-Klone wurde mittels Lipofektion durchgefihrt. Die
kationischen Lipide des Transfektionsreagenz Escort™ bilden in wassriger Losung unilamellare
Vesikel (Lipsosmen). Diese kondensieren durch ionische Wechselwirkungen mit der negativ
geladenen DNA und bilden stabile Komplexe. Diese Partikel konnen unspezifisch auf der
Zelloberflache adhéarieren und mit der Zellmembran fusionieren, wodurch die DNA in das

Cytoplasma der Zellen gelangt.

. Transfektionsreagenz: Escort™ (Sigma/Deisenhofen)
N-[1(2,3-dioleoyloxy)propyl]-N,N,N-trimethylammonium-chlorid
(DOTAP) / Dioleoylphosphatidylethanolamin (DOPE) 1:1 (w/w) in
20 mM MES, 150 mM NacCl, pH 6,2

- DNA: - pcDNA3-bcl-2
- pcDNA3-SV40-bcl-2
- pcDNA3-SV40-GAP-43
- pcDNA3-SV40

- Antibiotikum: 500 mg/ml G418 (Geneticin) in PBS

Die Zellen wurden einen Tag vor der Transfektion auf Laminin-beschichteten 3,5 cm-
Kulturschalen mit einer Dichte von 1,5 x 10% Zellen pro cm® ausplattiert. Fir die
Transfektionslésung wurde pro Ansatz 5 ug DNA, 5 ul Escort™ in 78 pl DMEM eingesetzt und
nach vorsichtigem Mischen fir 15 min. bei RT inkubiert. Nach Zugabe von 400 ul
DMEM/12,5%FCS zur Transfektionslésung wurde diese nach Entfernung des alten Mediums
auf die Zellen gegeben. Nach 18-stiindiger Inkubation bei 37°C im Brutschrank wurde die
Transfektionsldsung abgenommen und durch frisches DMEM/12,5% FCS ersetzt. Zur Selektion
stabiler transfizierter Zellen wurde 48 Stunden nach Abnahme der Transfektionslésung das
Neomycin-Derivat G418 in einer Endkonzentration von 600 pg/ml zugesetzt. Das Medium

wurde alle 2 bis 3 Tage gewechselt, um die aufgrund fehlender Antibiotika-Resistenz
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abgestorbenen, nicht transfizierten Zellen zu entfernen. Zwei Wochen nach Beginn der G418-
Behandlung waren alle nicht transfizierten Zellen abgestorben, und nur die Neomycin-
resistenten Klone konnten sich weiter teilen. Diese stabil transfizierten Zellen wurden von der
Wachstumsflache abgeltst und zur Generation von Einzelklonen einer limitierten Verdiinnung
unterzogen (DAVIES, 1994). Dazu wurden 50 oder 100 Zellen pro 96 Loch-Mikrotiterplatte
ausgesat. Einzelklone wurden nach 10 bis 12 Tagen auf 24 Loch-Platten und 2 bis 3 Tage
spater auf 25 cm’-Kulturflaschen umgesetzt. Der Nachweis der erfolgreichen ektopischen

Expression erfolgte mittels Western-Blot und Immunfluoreszenzanalysen.

2.10 WST-1 Test

Zur Analyse der Vitalitit von Zellen wurde der WST-1 Test verwendet. WST-1 ist ein
Tetrazoliumsalz, welches durch das Succinat-Reduktase-System, das zur Atmungskette der
Mitochondrien gehdrt und nur in lebenden Zellen aktiv ist, zu Formazan reduziert wird. Die
gebildete Formazan-Menge kann photometrisch bestimmt werden und direkt mit der Anzahl
metabolisch aktiver, lebender Zellen korreliert werden.

Die Zellen wurden in einer 96 Loch-Mikrotiterplatte mit einer Dichte von 5000 Zellen pro Loch in
100 yl Medium ausgesat. Nach 24-stiindiger Inkubation im Brutschrank bei 37°C wurden die
Zellen mit den zu testenden Substanzen, deren EinfluR auf die Zell-Vitalitat untersucht werden
sollte, behandelt. Pro Bedingung wurden 8 oder 16 Locher eingesetzt. Als Referenz dienten je
4 Locher pro Ansatz, die nur Medium enthielten. Nach einer weiteren 24-stiindigen Inkubation
wurde pro Loch WST-1 in einer Verdinnung von 1:10 zugesetzt und fur 2 Stunden inkubiert.
Wahrend dieser Zeit wurde das WST-1-Reagenz in Abhangigkeit von der Zellvitalitat zu
Formazan umgesetzt. Das gebildete Formazan besitzt ein Absorptionsmaxiumum im violetten
Bereich des sichtbaren Lichts, so dall die quantitative Auswertung ({ber eine
spektrophotometrische Messung der Absorption bei 405 nm in einem Immunoreader
durchgefuhrt werden konnte. Die erhaltenen Extinktionswerte wurden mit Hilfe des Microsoft
Programms Excel 7.0 ausgewertet. Die durchschnittlichen Referenzwerte der Anséatze ohne
Zellen wurden von den korrespondierenden Werten mit Zellen abgezogen, und die Mittelwerte
sowie Standardabweichungen der einzelnen Ansatze wurden berechnet. Zur Verifizierung der

Ergebnisse wurden die Experimente drei- bis achtmal wiederholt.

2.11 DurchfluBcytometrie

Da die PCC7-Mz1-Zellkulturen und die in dieser Arbeit erzeugten Varianten nicht im Zellzyklus

synchronisiert sind, sollte der Anteil der Zellen in den einzelnen Zellzyklus-Phasen bestimmt
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werden. Dazu wurde die DNA mit dem interkalierenden Fluoreszenzfarbstoff Propidiumiodid
markiert, so daf3 die Fluoreszenzintensitat als MaR3 flr den im Zellkern vorliegenden DNA-
Gehalt dient. Zellen in der G1/G0-Phase besitzen einen diploiden Chromosomensatz, wahrend
Zellen der G2-und M-Phase einen doppelt diploiden Chromosomensatz enthalten. Die
Bestimmung des DNA-Gehalts wurde mit einem FACScan-Geréat
(BectonDickinson/Heidelberg), mit dem die Fluoreszenzintensitat (Kanal FL2: 585 nm) auf

Einzelzellniveau ermittelt wird, durchgefihrt.

- Lysispuffer: 0,5% BSA, 0,1% Triton X-100 in PBS
- Propidiumiodid: 5 mg/mlin PBS

Pro Messung wurden 0,5 - 1 x 10° Zellen eingesetzt. Diese wurden zunéchst zweimal mit
eiskaltem PBS gewaschen und anschliel3end in 1 ml PBS resuspendiert, in ein 15 ml-Réhrchen
Uberfuihrt und mit 10 ml Lysispuffer gemischt. Durch 10-minitige Zentrifugation in der Labofuge
GL bei 1000 Upm wurden die Zellen pelletiert. Der Uberstand wurde verworfen, und die Zellen
wurden erneut in 10 ml Lysispuffer aufgenommen. Nach einer weiteren Zentrifugation fir 10
min. bei 1000 Upm in der Labofuge GL wurde das Pellet mit 100 pl 50 pg/ml Propidiumiodid
versetzt und fir 15 min. im Dunkeln inkubiert. Vor der Messung im FACScan Gerat wurde der
Ansatz mit 400 yl PBS verdinnt und in ein FACS-Mel3réhrchen (Falcon 2052) Uberfuhrt. Die
Messung sowie die Auswertung erfolgte mit dem Programm FACScan 2.1, wobei jeweils 10000
Ereignisse gemessen wurden. Fir die Versuche wurden die in Tabelle 3 angegebenen

Gerateeinstellungen gewahilt.

Kanal Datenmodus Detektor Verstarker Schwellenwert
FSC linear EOO 1.17 50
SSC linear 380 1.00 50
FL2 linear 400 1.00 100

Tab. 3: Einstellungen des FACScan-Gerits zur Zellzyklusanalyse nach Propidiumiodid-Farbung

2.12 In vivo Markierung von PCC7-Mz1-Zellen mit Orthophosphat

Zur Analyse des Phosphorylierungszustandes des GAP-43 Proteins in intakten PCC7-Mz1-

Zellen wurden diese mit [**P]-HsPO, metabolisch markiert.

- Medium: phosphatfreies DMEM mit 12,5% dialysiertem FCS
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PCC7-Mz1-Zellen wurden in einer Dichte von 1,75 x 10* Zellen pro cm® Wachstumsflache auf
10 cm-Schalen ausplattiert und an den entsprechenden Differenzierungstagen zweimal mit
phosphatfreiem DMEM gewaschen. AnschlieBend wurden die Zellen fur 5 h mit 100 pCi/mi
[**P]-HsPO, in phosphatfreiem DMEM inkubiert. Zur Aktivierung von PKC wurden die Zellen fir
10 min. mit 200 nM PDB behandelt, bevor die Proteine, wie unter 1l 4.2 beschrieben, geerntet
und hitzestabile Extrakte hergestellt wurden. Phosphoryliertes GAP-43 wurde immunprazipitiert
(I 4.6) und nach Auftrennung durch SDS-PAGE (Il 4.1.1) mittels Exposition eines Roéntgenfilms

dargestellt.

2.13 In vivo Markierung von PCC7-Mz1-Zellen mit Palmitinsaure

Um den Palmitylierungsstatus des GAP-43 Proteins in PCC7-Mz1-Zellen sowie in den daraus
erzeugten Klonen zu untersuchen, wurden die Zellen mit [9,10->H]-Palmitinsaure metabolisch
markiert.

Die Zellen wurden auf 10 cm-Schalen ausplattiert und an den entsprechenden
Differenzierungstagen zweimal mit DMEM/1% FCS gewaschen, bevor sie fur 4 Stunden mit 0,5
mCi/ml [9,10—3H]—Palmitinséure in DMEM/1% FCS inkubiert wurden. Anschliel3end wurden, wie
unter Il 4.2 beschrieben, die Proteine extrahiert und palmityliertes GAP-43 konnte nach
Immunprazipitation (Il 4.6) und SDS-PAGE (Il 4.1.1) durch Exposition eines Rontgenfiims

detektiert werden.
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3. Molekularbiologische Methoden

3.1 DNA-Klonierung
3.1.1 Gelelektrophoretische Auftrennung von DNA

- 3 x Probenpuffer:  20% Ficoll 400, 0,075% Bromphenolblau, 0,075% Xylencyanol

in 3x TBE

- Agarosegele: 0,5 bis 0,75 g Agarose in 50 ml TBE-Puffer mit 0,08 pg/ml
Ethidiumbromid

- Laufpuffer: 1 x TBE mit 0,08 pg/ml Ethidiumbromid

Alle gelektrophoretischen DNA-Analysen wurden mittels horizontaler Gelelektrophorese in 1 bis
1,5-%-igen Agarosegelen durchgefuihrt (SAMBROOK et al., 1989). Sowohl der Laufpuffer als
auch die Agarosegele enthielten 0,08 pg Ethidiumbromid pro ml TBE-Puffer. Pro Geltasche
wurden zwischen 50 ng und 1 pg DNA aufgetragen, wobei die DNA-Probe zuvor mit 3 x
Probenpuffer versetzt wurde. Die Elektrophorese erfolgte durch Anlegen einer Spannung von
200 V, und die aufgetrennte DNA wurde unter UV-Licht (254 nm) visualisiert und
photographiert.

Als Langenstandard fur lineare, doppelstrangige DNA wurden 15 pl einer Mischung von je 100
ng Styl restringierter | -DNA und Alul restringierter pBR322-DNA parallel zu den DNA-Proben
aufgetrennt. Die sichtbaren Restriktionsfragmente des Standards hatten folgende Langen:

| -DNA Styl geschnitten: 19329*, 7743, 6223, 4254*, 3472, 2690, 1882, 1489, 925, 421 bp
pBR322 Alul geschnitten: 908, 659/656, 521, 403, 281, 257, 226 bp

Die mit * markierten Restriktionsfragmente kénnen nur separiert werden, wenn die DNA vor

dem Auftrag fir 10 min. bei 65°C erhitzt und anschliel3end auf Eis abgekuhlt wurde.

3.1.2 Restriktionsspaltung von DNA

Die endonukleolytische Spaltung von DNA mit bakteriellen Restriktionsenzymen wurde unter
den vom Hersteller angegebenen Temperatur- und Pufferbedingungen durchgefiihrt, wobei der
entsprechende 10 x Restriktionspuffer des Herstellers verwendet wurde. Ein Restriktionsansatz
enthielt in 10 pl 100 bis 500 ng DNA, 1 pl 10 x Restriktionspuffer sowie durchschnittlich 2 U
Enzym und wurde fiir 1 h bei der empfohlenen Temperatur inkubiert. Die Vollstandigkeit des
DNA-Verdaus wurde durch analytische Agarosegelelektrophorese tberprift.

Fur eine praparative Restrikition von 1 bis 20 ug DNA wurden die bendétigten Enzymeinheiten

nach der folgenden Formel berechnet:
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Anzahl der Schnittstellen im Plasmid x MG von |
Anzahl der Schnittstelleninl x MG des Plasmids

U (Enzym) = X ng DNA x

3.1.3 Isolierung von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen

Zur Extraktion von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen wurde der QiaexIlO-Kit
(Qiagen/Hilden) verwendet. Das Prinzip dieser DNA-Isolation beruht darauf, daR die Agarose in
Ldsung gebracht wird, und Nukleinsauren quantitativ und selektiv unter Hochsalz-Bedingungen
an die QiaexO-Silica-Gelpartikel binden. Die Elution der DNA erfolgt mit einer Lésung geringer
Salzkonzentration.

Zur Isolierung des gewinschten DNA-Fragments wurde die entsprechende Bande aus dem
Agarosegel unter UV-Licht ausgeschnitten, wobei mdglichst wenig Agarose mitgefiihrt werden
sollte. Das ausgeschnittene Agarosestick wurde gewogen, mit 3 Volumen Puffer QX1 des
QiaexlIO-Kits versetzt und bei 50°C inkubiert, bis die Agarose vollstandig gelost war (ca. 5
min.). Dem Ansatz wurden 10 pl QiaexO-Silica-Gelpartikel zugefiigt, auf dem Vortex gemischt
und fur 10 min. unter gelegentlichem Schiutteln bei 50°C inkubiert. Nach einer Zentrifugation fiir
1 min. bei 14000 Upm in einer Eppendorf-Tischzentrifuge wurde das Pellet mit 500 pl Puffer
QX1 versetzt und durch kraftiges Mischen gewaschen. Das durch eine weitere Zentrifugation
fur 1 min. bei 14000 Upm in einer Eppendorf-Tischzentrifuge erhaltene Pellet wurde noch
zweimal mit je 500 pl PE Puffer des QiaexllO-Kits gewaschen und anschlieBend fur 10 bis 15
min. bei RT getrocknet. Zur Extraktion der DNA von den QiaexO-Silica-Gelpartikeln wurden
diese mit 15 pl bidest. H,O versetzt, auf dem Vortex gemischt und fiir 10 min. bei 50°C
inkubiert. Nach einer einminitigen Zentrifugation bei 14000 Upm in einer Eppendorf-
Tischzentrifuge wurde der die DNA enthaltende Uberstand vorsichtig abgenommen. Die
Effizienz der DNA-Isolation wurde durch einen zweiten Extraktionsschritt mit 15 pl bidest. H,O
erhdht. Die Ausbeute der DNA-Isolation wurde auf einem Agarosegel Uberprift und betrug

zwischen 50 bis 80% der eingesetzten DNA-Menge.

3.1.4 Dephosphorylierung von Vektoren
Wurde zur Klonierung von Fremd-DNA in einen Vektor nur eine Restriktionsschnittstelle
verwendet, wurde der Vektor nach der Linearisierung dephosphoryliert, um seine

Rezirkularisierung bei der Ligationsreaktion zu verhindern (Autoligation).

- 10 x Puffer: 1 mM EDTA, 0,5 M Tris/HCI, pH 8,5
- Alkalische Phosphatase: 1 U/ulin 1 mM MgCl,, 0,1 mM ZnCl,, 50% Glycerin (v/v),
25 mM Tris/HCI, pH 7,6
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Die Abspaltung des 5 -Phosphatrestes an den DNA-Enden von etwa 5 pg Vektor-DNA erfolgte
mit 2 U alkalischer Phosphatase bei 37°C in einem Volumen von 65 pl fiir 2 h (SAMBROOK et al.,
1989). Die Reaktion wurde gestoppt, indem der gesamte Restriktionsansatz direkt auf ein
Agarosegel aufgetragen wurde, aus dem dann das Vektor-DNA-Fragment isoliert wurde (Il
3.1.3).

3.1.5 Ligation von DNA

- 5 x Ligase-Puffer: 25% (w/v) PEG 6000, 0,5 mM ATP, 50 mM MgCl,, 5 mM DTT,
50 mM Tris/HCI, pH 7,0

- T4-DNA-Ligase: 1 U/glin 1 mM EDTA, 5 mM DTT, 60 mM KCI, 50% (v/v) Glycerol,
20 mM Tris/HCI, pH7,5

Die Ligation von geschnittenen und aus Agarosegelen extrahierten DNA-Fragmenten in die
entsprechenden restringierten und gereinigten Vektoren erfolgte in einem Gesamtvolumen von
15 pl. Pro Ligationsansatz wurden 2 bis 3 pmol/ml Vektor-DNA und 4 bis 6 pmol/ml Insert-DNA
in 1 x Ligase-Puffer sowie 1 U T4-DNA-Ligase eingesetzt (SAMBROOK et al., 1989). Die Ligation
erfolgte U.N. bei 18°C. Als Kontrolle wurde die Vektor-DNA allein mit Ligase inkubiert
(Autoligation).

3.2 Herstellung kompetenter Bakterien

Kompetente E. coli-Bakterien des Stammes XL1-Blue wurden nach der Methode von HANAHAN
(1983) hergestellt. Durch die Behandlung mit zweiwertigen lonen (Ca®*, Rb®*, Mn®*) werden die

Bakterien aufnahmefahig (kompetent) fir DNA gemacht.

- TFB I-Puffer: 30 mM Na-Acetat, 50 mM MnCl,, 100 mM RbCl,, 10 mM CacCl,,
15% (v/v) Glycerol, pH 5,8
- TFB ll-Puffer: 10 mM MOPS, 75 mM CacCl,, 10 mM RbCl,, 15% (v/v) Glycerol, pH 7,0

Von einer einzelnen Bakterienkolonie wurden 5 ml LB-Medium angeimpft und G.N. bei 37°C auf
dem Schiittler inkubiert. Die Ubernachtkultur wurde 1:100 in 200 ml LB-Medium verdunnt und
auf dem Schuttler bei 37°C bis zu einer ODsgs von 0,45 bis 0,55 wachsen. Eine ODsgs entspricht
etwa 8 x 10° Bakterien/ml. Die Bakterienkultur wurde auf Eis abgekiihlt, in autoklavierte SS34-
Rohrchen gefullt und bei 4000 Upm in einem auf 4°C vorgekihlten SS34-Rotor der Sorvall-
Kuhlzentrifuge abzentrifugiert. Danach wurde das Bakterienpellet vorsichtig unter Vermeidung

von Luftblasen in 15 ml eiskaltem TFB I-Puffer resuspendiert. Die Bakteriensuspension wurde
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10 min. auf Eis inkubiert und anschlieBend bei 3000 Upm fir 10 min. im SS34-Rotor der
Sorvall-Kihlzentrifuge zentrifugiert. Das Bakterienpellet wurde vorsichtig in 4 ml TFB II-Puffer
aufgenommen. Je 200 pl dieser Bakterienlésung wurden auf Trockeneis in sterile Eppendorf-

Gefalie aliquotiert und bei -70°C aufbewahrt.

3.3 Transformation kompetenter Bakterien

Die bei -80°C gelagerten kompetenten Bakterien wurden auf Eis aufgetaut. Die zu
transformierende Plasmid-DNA (bis maximal 100 ng) wurde mit 200 pl kompetenter
Bakterienldsung gemischt, fir 20 min. auf Eis gestellt und dabei gelegentlich aufgewirbelt. Es
folgte ein Hitzeschock fiir 90 sek. bei 42°C im Wasserbad. AnschlieRend wurde der
Transformationsansatz auf Eis abgekihlt, mit 500 yl LB-Medium versetzt und fur 30 min. bei
37°C inkubiert. Die Bakterienldsung wurde unter selektionierenden Bedingungen auf LB-
Ampicillin-Platten (100 pg/ml Ampicillin) ausgestrichen, da die verwendeten Vektoren ein
Ampicillin-Resistenzgen enthalten. Nach etwa zwolfstiindiger Inkubation bei 37°C wurden
Einzelkolonien sichtbar. Die Platten mit den transformierten Bakterien wurden mit Parafilm

abgedichtet und bei 4°C gelagert.

3.4 Isolierung von Plasmid-DNA aus Bakterien

3.4.1 Minipraparation von Plasmid-DNA

Zur schnellen Charakterisierung von Plasmiden wurden diese Uber alkalische Lyse der
Bakterien préapariert (BIRNBOIM & DoLy, 1979). Hierzu wurden einzelne Bakterienkolonien von
den selektionierenden LB-Platten mit sterilen gelben Spitzen in 3 ml LB-Ampicillin-Medium

angeimpft und U.N. bei 37°C im Schiittler kultiviert.

- Losung 1: 50 mM Glucose, 50 mM EDTA, 25 mM Tris/HCI, pH 8,0
- Lésung 2: 1% SDS, 0,2 M NaOH (frisch angesetzt)
- Loésung 3: 3 M Na-Acetat, pH 4,8

- Lithium-Chlorid-Lésung: 5 M LiCl, 50 mM Tris/HCI, pH 7,5

Je 1,5 ml der (.N. gewachsenen Bakteriensuspension wurde in ein Eppendorf-Gefal3 tberflhrt
und 30 sek. bei 8000 Upm in einer Eppendorf-Tischzentrifuge abzentrifugiert. Der Uberstand
wurde verworfen, und das Bakterienpellet wurde in 150 pl Losung 1 resuspendiert und fiir 5
min. auf Eis inkubiert. Anschlie3end wurden 300 pl Lésung 2 zugegeben, um die Bakterien zu

lysieren. Durch Zugabe von 230 pl Lésung 3 wurde der Ansatz neutralisiert. Die bakterielle
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DNA und Proteine wurden denaturiert und ausgefallt, wahrend die Plasmid-DNA in Ldsung
blieb. Das Bakterienlysat, das einen flockigen Niederschlag bildete, wurde fiir 10 min. auf Eis
gestellt und anschlieRend fir 10 min. bei 14000 Upm in einer Eppendorf-Tischzentrifuge
zentrifugiert. Der Uberstand wurde abgenommen, und die Nukleinsauren wurden mit einem
Volumen (etwa 700 pl) Isopropanol prazipitiert. Es folgte eine weitere Zentrifugation fir 10 min.
bei 140000 Upm. Der Uberstand wurde verworfen, und das Pellet wurde in 250 pl bidest. H,O
aufgenommen. Zur Féallung der RNA wurden 250 pl Lithium-Chlorid-Loésung zugegeben und 10
min. auf Eis inkubiert. Nach einer weiteren Zentrifugation fiir 5 min. bei 14000 Upm wurde der
Uberstand in ein frisches Eppendorf-GefaR, in dem 1 ml Ethanol abs. vorgelegt worden war,
Uberfiihrt. Zur Fallung der Plasmid-DNA wurde der Ansatz 1-2 min. bei RT inkubiert und dann
fur 5 min. bei 14000 Upm abzentrifugiert. Das Pellet wurde mit 1 ml 70% Ethanol gewaschen,
getrocknet und in 30 bis 50 pl bidest. H,O aufgenommen. Die préaparierte Plasmid-DNA wurde

bei 4°C gelagert.

3.4.2 Maxipraparation von Plasmid-DNA

Zur lIsolierung grélRerer Mengen an Plasmid-DNA, die fur Transfektionen bendétigt wurden,
wurde eine Maxipraparation aus 500 ml Bakterienkultur durchgefuhrt. Dazu wurde der
Nucleobondd AX Kit (Macherey-Nagel/Diren), dessen Prinzip auf einer modifizierten

alkalischen Lyse mit anschlie@ender Anionenaustauschchromatographie beruht, verwendet.

- S1-Puffer: 50 mM Tris/HCI, 10 mM EDTA, 100 ug/ml RNase A, pH 8,0
- S2-Puffer: 200 mM NaOH, 1% SDS

- S3-Puffer: 2,8 MKAc, pH 5,1

- N2-Puffer: 100 mM Tris, 15% Ethanol, 900 mM KClI,

mit HzPO, auf pH 6,3 eingestellt
- N3-Puffer: 100 mM Tris, 15% Ethanol, 1150 mM KClI,
mit HzPO, auf pH 6,3 eingestellt
- N5-Puffer: 100 mM Tris, 15% Ethanol, 1000 mM KClI,
mit HzPO, auf pH 8,5 eingestellt
- Nucleobonda AX
500-Saule: maximale Bindungskapazitat betragt 500 pug Plasmid-DNA

Von den mit dem zu praparierenden Plasmid transformierten Bakterien, die auf
selektionierenden LB-Platten gewachsen waren, wurden Einzelkolonien gepickt und in 5 ml LB-
Ampicillin-Medium angeimpft. Diese Vorkulturen wurden tagsuber bei 37°C auf dem Schuttler
wachsen gelassen und dann in 500 ml LB-Ampicillin-Medium verdinnt. Diese Wachstumskultur

wurde U.N. auf dem Schiittler bei 37°C inkubiert. Die Bakterienkultur wurde fir 10 min. mit 6000
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Upm bei 4°C im GSA-Rotor der Sorvall-Kiihlzentrifuge abzentrifugiert. Der Uberstand wurde
verworfen, und das Bakterienpellet wurde in 12 ml S1-Puffer vorsichtig auf Eis resuspendiert.
AnschlieRend wurden 12 ml S2-Puffer zugegeben, gemischt und fiir 5 min. bei RT inkubiert. Es
wurden 12 ml S3-Puffer zugesetzt, und der Ansatz wurde zu einer homogenen Suspension
gemischt. Nach einer 5-mindtigen Inkubation auf Eis wurde das Lysat fur 40 min. mit 12000
Upm bei 4°C im SS34-Rotor der Sorvall-Kihlzentrifuge zentrifugiert. Wahrend dieser Zeit
wurde eine Nucleobondad AX 500-Saule mit 5 ml N2-Puffer equilibriert. Der Uberstand des
abzentrifugierten Bakterienlysats wurde dann durch eine Mullbinde auf die S&ule appliziert,
wobei der Durchflul3 verwahrt wurde. Dann wurde zweimal mit je 12 ml N3-Puffer gewaschen,
und die gebundene Plasmid-DNA wurde mit 6 ml N5-Puffer von der Saule eluiert. AnschlieBend
wurde die Saule noch einmal mit 5 ml N2-Puffer equilibriert, der DurchfluR nach der ersten
Applikation wurde erneut auf die Saule aufgetragen, und die Waschschritte sowie Elution
erfolgten wie oben beschrieben. Zur Fallung der erhaltenen Plasmid-DNA wurden 0,7 Volumen
Isopropanol zugegeben und fur 5 min. bei RT inkubiert. Es folgte eine Zentrifugation mit 8500
Upm fiir 30 min. bei 4°C im AS 4.13 Rotor der Centrikon-Kuhlzentrifuge. Das Pellet wurde mit 5
ml 70%-igem Ethanol gewaschen, 5 bis 10 min. bei RT getrocknet und in 400 pl bidest H,O
aufgenommen. Die DNA-Konzentration wurde photometrisch bestimmt, wobei die bei einer
Wellenldnge von 260 nm gegen Wasser gemessene Absorption aufgrund der aromatischen
Ringe der DNA-Basen nach dem Lambert-Beerschen-Gesetz zur Konzentrationsbestimmung
herangezogen werden kann. 1 OD,s entspricht etwa 40 pg/ml doppelstrangiger DNA. Die

Qualitat der DNA wurde durch Restriktion und analytische Gelelektrophorese Uberpriift.

3.5 Northern-Blot Analyse

3.5.1 Praparation von Gesamt-RNA

Zur Isolierung von Gesamt-RNA wurde der "RNeasy Total RNA Kit" (Qiagen/Hilden) eingesetzt.
Das Prinzip dieser RNA-Praparations-Technik besteht darin, dal3 die RNA nach der Lyse der
Zellen unter stark denaturierenden Bedingungen in ein Milieu ohne RNase-Aktivitat gebracht
wird, um dann auf eine Silica-Membran appliziert zu werden. In einem Hoch-Salz-Puffer-
System bindet RNA spezifisch an diese Membran, wahrend alle anderen Komponenten durch
mehrere Waschschritte entfernt werden. Die Elution der reinen RNA erfolgt mit RNase-freiem
Wasser. Die maximale Bindekapazitat der Membran betragt 100 ug RNA.

Fur die Isolierung von Gesamt-RNA wurden jeweils Zellen von drei 10 cm-Schalen, die mit der
unter Il 2.2 angegebenen Zelldichte ausplattiert worden waren, eingesetzt. Das Kulturmedium
wurde entfernt, und die adharenten Zellen wurden zweimal mit je 5 ml eiskaltem PBS
gewaschen. Die Zellen jeder Schale wurden mit 600 pl Lysispuffer RLT, dem 10 pl/ml b-

Mercaptoethanol frisch zugesetzt worden waren, versetzt und mit einem Gummispatel abgeldst.
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Zur Homogenisierung der Zellen und zum Scheren der genomischen DNA wurde das Lysat
viermal mit einer sterilen Spritze durch eine Kanlle aufgezogen. AnschlieRend wurden zu jeder
Schale 600 pl 70% Ethanol gegeben und mit dem Lysat gemischt. Dann wurden jeweils 600 pl
auf die Membran appliziert und in einer Eppendorf-Tischzentrifuge flr 15 sek. bei 10000 Upm
zentrifugiert. Bei diesem Schritt bindet die RNA spezifisch an die Membran. Der Durchflul3
wurde verworfen. Nachdem das gesamte Lysat auf die Membran gegeben worden war, folgte
ein Waschschritt mit 700 pyl RW1-Waschpuffer. Nach 15 sek. Zentrifugation bei 10000 Upm
wurde der Durchflul erneut verworfen, und die Membran wurde in ein neues, steriles
Eppendorf-Gefal3 tberfiuihrt. Die Membran wurde dann mit 500 pl RPE-Waschpuffer wie oben
behandelt, bevor in einem letzten Waschschritt weitere 500 pl RPE-Waschpuffer appliziert
wurden. Die Zentrifugationsdauer betrug jetzt 2 min. bei 140000 Upm, wodurch die Membran
vollstdndig von dem im RPE-Waschpuffer enthaltenen Ethanol befreit werden sollte. Die
Membran wurde wiederum in ein frisches Eppendorf-Gefal tberfuhrt, und die RNA wurde
zweimal mit 25 ul DEPC-H,0 eluiert, wobei jeweils 1 min. bei 10000 Upm zentrifugiert wurde.

Die Konzentrationsbestimmung der praparierten RNA erfolgte photometrisch. Aufgrund des
Absorptionsmaximums der aromatischen Ringe der Basen in der RNA bei einer Wellenlange
von 260 nm kann die gegen Wasser gemessene Absorption nach dem Lambert-Beer schen
Gesetz zur Bestimmung der RNA-Konzentration herangezogen werden. 1 ODyg entspricht

einer RNA-Konzentration von ca. 30 pg/ml.

3.5.2 Gelelektrophoretische Auftrennung von RNA

- 1,2%-iges Formaldehyd-Agarosegel: 0,6 g Agarose, 36 ml bidest. H,O, 5 ml
10 x MOPS, 9 ml 37% Formaldehyd
- Probenpuffer: 1 x MOPS, 50% Formamid, 1,8 M Formaldehyd,

3,5% Ficoll 400, 0,025% Bromphenolblau

Die Auftrennung von RNA erfolgte in 1,2%-igen Agarosegelen, denen Formaldehyd als stark
denaturierendes Agens zur Auflésung von Sekundarstrukturen der RNA zugesetzt wurde. Zur
Herstellung des RNA-Gels wurde zunachst die Agarose in Wasser geldst, aufgekocht und auf
ca. 60°C abgekunhlt, bevor MOPS und Formaldehyd direkt vor dem Giel3en hinzugegeben
wurden. Die RNA-Proben wurden mit etwa 2/3 Volumen Probenpuffer versetzt, fir 15 min. bei
56°C inkubiert und dann 5 min. auf Eis abgekuhlt. Zu jeder Probe wurde 1 pl Ethidiumbromid (1
mg/ml) gegeben, bevor sie auf das Gel aufgetragen wurde.

Die Gelelektrophorese erfolgte in horizontalen Gelkammern bei 100 V mit 1 x MOPS als

Laufpuffer fiir ca. 3 h. Nach der Elektrophorese wurde das Gel unter UV-Licht photographiert.
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3.5.3 Northern-Blot Transfer

Nach der gelelektrophoretischen Auftrennung wurde die RNA aus dem Gel mittels Diffusion auf
eine Nylon-Membran transferiert.

Eine Glasplatte wurde Uber eine mit dem Transferpuffer 10 x SSC gefiilite Schale gelegt.
Daruber wurden zwei Lagen mit Transferpuffer befeuchtetes 3MM-Papier so gelegt, dal3 ihre
Enden in die Pufferkammer eintauchten. Das in 10 x SSC befeuchtete RNA-Gel wurde mit der
Unterseite nach oben auf die 3MM-Papiere plaziert. Die der GroRRe des Gels entsprechend
zugeschnittene Nylon-Membran (Hybond N/Amersham) wurde in 10 x SSC angefeuchtet und
auf das Gel aufgelegt. Zwei weitere Lagen 3MM-Papier folgten auf die Membran. AbschlieRend
wurden mehrere Lagen saugfahiger Papiertiicher aufgelegt. Der Aufbau wurde beschwert, um
die Diffusion des Puffers durch das Gel und die Membran in die Papiertiicher zu erleichtern.
Durch die entstehenden Kapillarkrafte wurden die RNA-Molekile aus dem Gel auf die Membran
ubertragen. Um das Gel herum wurde zusétzlich Frischhaltefolie ausgelegt, um den direkten
Kontakt zwischen den unteren Lagen 3MM-Papier und den Papiertiichern zu verhindern. Der
Transfer erfolgte Uber Nacht. AnschlieBend wurde die Membran in 0,2 x SSC, 0,2% SDS
gewaschen und fir 2 h bei 80°C gebacken, um die RNA auf der Membran zu immobilisieren.
Die Positionen der 28S und 18S rRNAs wurde unter UV-Licht sichtbar gemacht und konnten als

GroRenstandard auf der Membranriickseite markiert werden.

3.5.4 Radioaktive Markierung von DNA-Proben

Die radioaktive Markierung von DNA-Proben erfolgte nach der "Random Primed Oligolabeling"-
Methode, bei der sich in ihrer Sequenz zuféallig zusammengesetzte Oligonukleotide an
komplementéare einzelstrangige DNA anlagern und in Anwesenheit eines dNTP-Mixes sowie
eines a-[**P]-dNTP’s vom Klenow-Fragment der E. coli DNA-Polymerase | verlangert werden.
Fur diese Reaktion wurden die "Ready-to-go DNA Labeling beads" (Pharmacia

Biotech/Freiburg) unter Zugabe von a-[**P]-dCTP verwendet.

- "Ready-to-go DNA labeling beads": Bei RT stabile Komponenten: Puffer, dATP, dGTP,
dTTP, FPLCpurea , Klenow-Fragment der DNA-
Polymerase | (7-12 units), zuféllig zusammen-
gesetzte Oligonukleotide (9-mere)

- TE 100: 1 mM EDTA, 10 mM Tris/HCI, pH 8

- Saulenmaterial: 1 g Sephadex-G75 in 15 ml TE 100, 3 h quellen
lassen und anschlie3end entgasen

- Stop-Puffer: 0,2 M EDTA, 5% Glycerin, 1% Dextranblau
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Die "DNA labeling beads" eines Ansatzes wurden zunéchst in 20 pl bidest. H,O gel6st und fur 5
bis 60 min. auf Eis inkubiert. Wahrend dieser Zeit wurden 50 ng der zu markierenden DNA-
Probe in 25 pl bidest. H,O fur 3 min. bei 95°C denaturiert. Nachdem die DNA fiir 2 min. auf Eis
abgekihlt war, wurde sie mit den geldsten Reaktions-Kiigelchen vereinigt und mit 5 pCi a-[**P]-
dCTP (3000Ci/mmol) versetzt. Die Markierungsreaktion erfolgte fir 30 min. bei 37°C. Die
Abtrennung der freien, nicht eingebauten radioaktiv-markierten Nukleotide von der markierten
Probe erfolgte nach dem Prinzip der Gelfiltrationschromatographie. Dazu wurde eine
Pasteurpipette mit Watte verschlossen, mit Sephadex G75 gefillt und mit TE 100 equilibriert.
Nach Ablauf der Markierungsreaktion wurden 15 ul Stop-Puffer zugesetzt, um die Aktivitat der
DNA-Polymerase zu stoppen. Der gesamte Ansatz wurde auf die S&ule appliziert und in 200 pl
Schritten mit TE 100 eluiert. Die radioaktiv markierte Probe wanderte mit der Blaufront des
Stop-Puffers in der Saule. Die Markierungseffizienz konnte durch Messung der Cerenkov-
Strahlung von 1 pl jedes Eluats im RadioaktivitatsmeRgerat bestimmt werden. Bevor die DNA-
Probe fir die Detektion eines Northern-Blots eingesetzt werden konnte, wurde sie flr 5 min.
aufgekocht und auf Eis abgekihlt, um die DNA fiir die Hybridisierung einzelstrangig zu

erhalten.

3.5.5 Hybridisierung von Northern-Blot-Membranen mit radioaktiv markierten DNA-
Sonden

- Hybridisierungspuffer: 50% Formamid, 5 x Denhardt’s-L&sung, 6 x SSC, 0,5% SDS

- 100 x Denhardt’s-Losung: 20 g/l BSA, 20 g/l Ficoll 70, 20 g/ Polyvinylpyrolidon

- Waschpuffer 1: 2 x SSC, 0,2% SDS

- Waschpuffer 2: 0,2 x SSC, 0,2% SDS

Zunachst wurde die Membran, auf der die transferierte RNA immobilisiert worden war, mit
bidest. H,O befeuchtet. Es folgte die Vorhybridisierung mit 10 ml Hybridisierungspuffer, dem
250 pg/ml denaturierte Heringssperma-DNA frisch zugesetzt wurde, wodurch unspezifische
Bindungsstellen fur DNA auf der Membran abgesattigt wurden. Die Vorhybridisierung wurde fiir
mindestens 4 h bei 42°C durchgefuhrt. AnschlieBend wurde die radioaktiv markierte,
denaturierte DNA-Probe in 10 ml frisch angesetzten Hybridisierungspuffer, dem erneut 250
ug/ml Heringssperma-DNA zugesetzt worden war, gegeben und U.N. mit der Membran bei
42°C inkubiert. Nach der Entfernung der radioaktiven Probe wurde die Membran dreimal fur 15
min. mit Waschpuffer 1 bei 42°C und danach dreimal fiir 15 min. bei 60°C mit Waschpuffer 2
gewaschen. Der Nachweis gebundener DNA-Sonde erfolgte durch Autoradiographie eines

Rontgenfilms.
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3.6 Primer Extension Analysen

Primer Extension Analysen wurden durchgefiihrt, um die 5°-Enden spezifischer mRNAs zu
identifizieren. Zunachst wurde aus Gesamt-RNA poly-(A)*-RNA gewonnen, die dann mit einem
radioaktiv markierten Primer, der komplementdr zum nicht-kodogenen Bereich der zu
analysierenden mRNA ist, einer Reversen Transkriptase-Reaktion unterzogen wurde. Die
Lange der synthetisierten cDNA wurde auf einem denaturierenden Polyacrylamidgel bestimmt
und entspricht der Distanz zwischen dem 5’-Ende der untersuchten mRNA sowie der Lage des

eingesetzten Primers.

3.6.1 Isolierung von poly-(A)*-RNA

Fur die Anreicherung von poly-(A)"-RNA aus Gesamt-RNA wurde der OIigotexT'\’I MRNA Kit der
Firma Qiagen (Hilden) verwendet. Diese Methode beruht auf der spezifischen Hybridisierung
der poly-(A)"-Enden der mRNAs an dTs-Oligonukleotide, die kovalent an Oligotex-Partikel
gebunden sind. Die Elution der mRNA erfolgt durch Alkali- oder Hitzebehandlung, wodurch die

Wasserstoffbriicken zwischen den Thymidin- und Adenin-Nukleotiden aufgeldst werden.

- Oligotex-Suspension: 10% (w/v) in 500 mM NaCl, 1 mM EDTA, 0,1% SDS,
0,1% NaNs, 10 mM Tris/HCI, pH 7,5
- 2 X Bindungs-Puffer: 1 M NacCl, 2 mM EDTA, 0,2% SDS, 20 mM Tris/HCI, pH 7,5
- Wasch-Puffer OW2: 150 mM NacCl, 1 mM EDTA, 10 mM Tris/HCI, pH 7,5
- Elutions-Puffer: 5 mM Tris/HCI, pH 7,5

Fir eine Mini-Praparation von poly-(A)"-RNA wurden etwa 250 pg Gesamt-RNA, die, wie unter
Il 3.5.1 beschrieben, isoliert wurde, eingesetzt. Die Gesamt-RNA wurde mit DEPC-H,O auf ein
Gesamtvolumen von 250 pl eingestellt und mit dem gleichen Volumen 2 x Bindungs-Puffer
versetzt. Dann wurden 15 pul der auf 37°C vorgewarmten Oligotex-Suspension zugegeben und
fir 3 min. bei 65°C inkubiert, um die Sekundarstrukturen der RNA aufzulésen. AnschlieRend
folgte eine 10-miniitige Inkubation bei Raumtemperatur, wahrend der die poly-(A)*-Enden der
MRNAs an die Oligotex-Partikel hybridisieren. Nach einer Zentrifugation fir 2 min. mit 14000
Upm in einer Eppendorf-Tischzentrifuge wurde der Uberstand vorsichtig abgenommen und
verwahrt, um die Effizienz der mRNA-Bindung zu Uberprifen. Das Pellet wurde in 400 pl
Wasch-Puffer OW2 resuspendiert und auf eine Membran Uberfiihrt. Durch jeweils 30-
sekundige Zentrifugation wurden drei Waschschritte mit je 400 pl Waschpuffer OW2
durchgefiihrt. AnschlieBend folgte die Elution der poly-(A)"-RNA mit zweimal 50 pl Elutions-
Puffer, der auf 70°C vorgewarmt worden war.

Durch Messung der ODs Wurde die Konzentration der poly-(A)’*-RNA bestimmt. Es konnten

etwa 7 pg poly-(A)'-RNA isoliert werden, was fast 3% der eingesetzten Gesamt-RNA
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entspricht. Die Ausbeute liegt damit im zu erwartenden Bereich, da der Anteil von poly-(A)*-
RNA an Gesamt-RNA ungefahr 2-4% betragt.

3.6.2 Radioaktive Markierung der Primer

Die verwendeten Primer wurden am 5°-Ende durch eine Polynukleotid-Kinase (PNK)- Reaktion

markiert.
- Primer: 20 pmol/ul in bidest. H,O
- 5 x PNK-Puffer: 50 mM MgCl,, 25 mM DTT, 0,5 mM Spermidine, 0,5 mM EDTA,

250 mM Tris/HCI, pH 7,6
- Polynukleotid-Kinase T4: 15 U/ul in 25 mM KCI, 2 mM DTT, 0,1 uM ATP,
50% (v/v) Glycerol, 20 mM Tris/HCI, pH 7,2

In einem Gesamtvolumen von 50 pl wurden jeweils 20 pmol des zu markierenden Primers mit 1
x PNK-Puffer, 15 U Polynukleotid-Kinase T4 sowie 15 UCi g-[**P]-ATP fiir 1h bei 37°C inkubiert.
Die Polynukleotid-Kinase wurde dann fiir 2 min. bei 95°C thermisch desaktiviert. Anschliel3end
wurden 2 pmol Primer mit 2 pg der zu analysierenden poly-(A)*-RNA durch Zugabe von 0,1
Volumen 3 M NaOAc, pH 4,8 sowie 5 Volumen 100% Ethanol G.N. gefallt, und das Pellet wurde
mit 70% Ethanol gewaschen. Die Effizienz der Markierung wurde durch Messung der

Cerenkov-Strahlung Uberpriift.

3.6.3 Hybridisierung und Primer Extension Reaktion

- Hybridisierungspuffer: 0,4 M NaCl, 1 mM EDTA, 80% Formamid,
40 mM PIPES, pH 4,6
- Reverse Transkriptase-Puffer: 6 mM MgCl,, 100 mM NacCl, 10 mM DTT,
50 mM Tris/HCI, pH 8,2
- ANTP-Mix: 25 mM dGTP, 25 mM dCTP, 25 mM dATP, 25 mM dTTP
- AMV-Reverse Transkriptase: 20 U/ul in 2 mM DTT, 0,2% Triton X-100,
50% (v/v) Glycerol, 200 mM K,HPO,, pH 7,2

Das nach der Fallung erhaltene Pellet wurde in 10 pl Hybridisierungspuffer gelést und fir 2 min.
bei 95°C erhitzt. Es folgte eine Inkubation fiir 3 h bei 55°C, wahrend der sich der Primer an
seine komplementdre Sequenz auf der mRNA anlagerte. Fir die anschlieBende Primer
Extension Reaktion wurden 40 pl des Reverse Transkriptase-Puffers, 1 mM dNTP-Mix sowie 20
U AMV-Reverse Transkriptase zugesetzt und flr 1 h bei 45°C inkubiert. Die synthetisierte
cDNA wurde durch Zugabe von 0,1 Volumen 3 M NaOAc, pH 4,8 sowie 5 Volumen 100%
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Ethanol 0.N. geféllt. Nachdem das Pellet mit 70% Ethanol gewaschen worden war, wurde es in

5 ul bidest. H,O aufgenommen.

3.6.4 Denaturierende Polyacrylamidgelelektrophorese

- PAA-Gel (6%): 24 ml RotiphoreseO Sequenziergel Konzentrat
(23,75% Acrylamid, 1,25% Methylenbisacrylamid, 50% Harnstoff)
66 ml RotiphoreseO Sequenziergel Verdunner
(50% Harnstoff)
10 ml RotiphoreseO Sequenziergel Pufferkonzentrat
(50% Harnstoff, 20 mM EDTA, 1 M Tris/Borat, pH8,3)
800 pl 10% APS
4 ul 99% TEMED
- Stop-Puffer: 0,3% Xylencyanol, 0,3% Bromphenolblau, 91,5% Formamid,
10 mM EDTA, pH 7,5

Die Produkte der Primer Extension Reaktion wurden mit Hilfe einer vertikalen
Polyacrylamidgelelektrophorese mit 0,4 mm Abstandshaltern aufgetrennt (Sequi-GenO GT
Nukleinsaure Elektrophoresekammer). Dazu wurden die Reaktionsansatze mit dem gleichen
Volumen Stop-Puffer versetzt und fur 10 min. bei 80°C denaturiert. Die Elektrophorese wurde in
1 x TBE Puffer fir 2,5 bis 4 h bei 50 Watt durchgefiihrt. Anschlieend wurde das Gel fir 5 min.
in 10% Essigsaure / 10% Ethanol fixiert, auf 3MM-Papier gezogen und im Geltrockner fir 1h
bei 75°C unter Vakuum getrocknet. Der Nachweis der Primer Extension Produkte erfolgte

durch Autoradiographie.

3.7 Qualitative Analyse von Apoptose

3.7.1 DNA-Extraktion

- Lysispuffer: 20 mM EDTA, 0,5% Triton X-100, 5 mM Tris/HCI, pH 8,0
- Proteinase K: 10 mg/ml in bidest. H,0
- RNase A: 10 mg/ml in bidest. H,0 (muR3 vor Gebrauch zur Denaturierung von

DNasen aufgekocht werden)

Zur qualitativen Analyse des DNA-Leitermusters wurden die Zellen in einer Dichte von 2 x 10*
pro cm® Wachstumsfliche auf 6 cm-Schalen ausgesat. Nach Inkubation mit den zu
untersuchenden Substanzen wurde der die abgeldsten Zellen enthaltende Mediumiiberstand

abgenommen und in 12 ml WeilRkappen-Réhrchen dberfihrt. Die Zellen wurden durch eine
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Zentrifugation bei 4°C fur 10 min. im Ausschwing-Rotor AS 4.7 (Centrikon T24) pelletiert. Das
Medium wurde entfernt, und das Zellpellet wurde sofort in 20 pl Lysispuffer aufgenommen und
mit 10 pg Proteinase K versetzt. Es folgte eine Inkubation fir 1 h bei 50°C. AnschlieRend wurde
das Lysat fir 1 h mit 10 ug RNase A bei 50°C inkubiert. Danach wurden die Proben fiir 10 min.
auf 70°C erhitzt, um die Enzyme zu denaturieren. Die Lysate konnten bei 4°C aufbewahrt

werden.

3.7.2 Gelelektrophorese zur Analyse von DNA-Leitermustern

- Probenpuffer: 10 mM EDTA, 1% LM-Agarose, 0,25% Bromphenaolblau,

40% Saccharose, pH 8,0
- 1,4-%iges Agarosegel: 0,98 g Agarose in 70 ml 1 x TBE mit 0,08 pg/ml Ethidiumbromid
- Laufpuffer: 1 x TBE mit 0,08 pg/ml Ethidiumbromid

Zur gelelektrophoretischen Analyse der DNA-Proben wurden 1,4%-ige Agarosegele sowie
Kamme mit 1 cm breiten Taschen verwendet, um ein Auftragungsvolumen von maximal 75 pl
pro Tasche zu erreichen. Der Probenpuffer wurde jeweils frisch hergestellt. Dazu wurden 10
mg LM-Agarose in 430 pl bidest. H,O sowie 400 mg Saccharose in 400 pl bidest. H,O unter
Kochen gel6st und sofort in einen auf 56°C temperierten Heizblock gestellt. 10 mM EDTA und
0,25% Bromphenolblau wurden hinzugefugt. Die zu analysierenden DNA-Proben wurden
ebenfalls auf 56°C vorgewarmt, anschlieend mit je 15 pl Probenpuffer versetzt und sofort
vollstandig auf das Agarosegel aufgetragen. Nach dem Erstarren der LM-Agarose in den
Proben wurde eine horizontale Elektrophorese zur Auftrennung der DNA bei 150 V
durchgefiihrt. Das DNA-Leitermuster im Gel wurde unter UV-Licht (254 nm) sichtbar gemacht
und photographiert. Als Langenstandard wurde parallel der unter 1l 3.1.1 beschriebene DNA-

Marker aufgetrennt.

3.8 Reverse Transkriptase-PCR (RT-PCR)

3.8.1 Herstellung von cDNA

- pd(N)s ("random primer"): 1 pg DNA/uI in bidest. H,O

- 5 x Reverse Transkriptase-Puffer: 375 mM KCI, 15 mM MgSO,, 250 mM Tris/HCI, pH 8,3

- DTT: 0,1 M in bidest. H,O

- RNase-Inhibitor: 20 U/l in 20 mM Hepes/KOH, 50 mM KCI, 5 mM DTT,
50% (v/v) Glycerol, pH 7,6

- ANTP-Mix: 25 mM dGTP, 25 mM dCTP, 25 mM dATP, 25 mM dTTP

- Superscript-Reverse Transkriptase:200 U/ul
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Zur Synthese des cDNA-Erstrangs wurde Gesamt-RNA, die, wie unter Il 3.5.1 beschrieben,
prapariert wurde, in einer Reversen Transkriptase-Reaktion eingesetzt. Pro Reaktion wurden 5
Mg RNA in 10 pl bidest. H,O verdinnt, mit je 2 pg pd(N)s (zufallig zusammengesetzten
Hexanukleotiden) versetzt, flir 2 min. bei 85°C erhitzt und anschlieend fiir 5 min. auf Eis
abgekihlt, um Sekundarstrukturen der RNA aufzuldsen. Die Erststrang-Synthese wurde in 30
ul Gesamtvolumen mit 1 x Reverse Transkriptase-Puffer, 10 mM DTT, 20 U RNase-Inhibitor,
0,5 mM dNTP-Mix und 200 U Superscript-Reverse Transkriptase fir 2 h bei 42°C durchgefuhrt.
AnschlieBend wurde fir 15 min. bei 70°C inkubiert, um die Reverse Transkriptase zu
denaturieren. Die synthetisierte cDNA wurde durch Zugabe von 0,1 Volumen 3 M NaOAc, pH
5,2 sowie 3 Volumen 100% Ethanol 0.N. gefallt, mit 70% Ethanol gewaschen und in 20 pl

bidest. H,O aufgenommen.

3.8.2 Ampilifikation spezifischer DNA-Fragmente mittels PCR

Die Polymerasekettenreaktion (PCR) wurde zur Amplifikation von cDNA-Sequenzen
zelltypspezifischer Markermolekile verwendet. Dadurch konnte die Marker-Expression zu
bestimmten Differenzierungszeitpunkten auf mRNA-Ebene untersucht werden. Die analysierten
Marker sind in Tabelle 4 aufgelistet, wobei die Sequenzen der Desoxyoligonukleotid-Primer

unter Il 1.1.5 beschrieben sind.

Marker Zelltyp Strang Gensequenz (bp) Amplifikat (bp)

sense 1509 - 1530

NF68 Neurone : 246
antisense 3128 - 3148
sense 2602 - 2625

Thyl.2 Fibroblasten : 513
antisense 4059 - 4083
sense 9365 - 9383

GFAP Astroglia Zellen : 552
antisense 9900 - 9917

o sense 280 — 300

GAPDH ubiquitér : 760

antisense 1020 - 1040

Tab. 4: Primer-Paare zur Amplifikation zelltypspezifischer Markermolekiile

Die Lage der Primer-Paare wurde aufler bei GAPDH so gewahlt, da auf der zu
amplifizierenden Gensequenz mindestens ein Intron lag, so daf3 mdgliche Verunreinigungen

der cDNA durch genomische DNA zu entsprechend grof3eren Amplifikaten fuhren.
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- 10 x PCR-Puffer: 500 mM KCI, 200 mM Tris/HCI, pH 8,4
- Primer: 10 pmol/ul in bidest. H,O
- dNTP-Mix: 25 mM dCTP, 25 mM dGTP, 25 mM dATP, 25 mM dTTP

- Tag DNA-Polymerase: 5 U/ul in 20 mM Tris/HCI, 1 mM DTT, 0,1 mM EDTA, 0,1 M KClI,
0,5% NonidetOP40, 0,5% Tween020, 50% (v/v) Glycerol, pH 8

Die PCR-Reaktionsansatze wurden in einem Gesamtvolumen von 50 pl durchgefuhrt. Als
Matrizen-DNA diente je 1 pl der entsprechenden cDNA. Diese wurde mit 36,5 pl bidest. H,O
verdiinnt und auf Eis mit 1 x PCR-Puffer, 2 mM MgCl, sowie jeweils 25 pmol sense- und
antisense-Primer versetzt. Der Ansatz wurde flir 10 min. bei 94°C inkubiert, bevor 0,5 mM
dNTP-Mix sowie 2,5 U Tag DNA-Polymerase zugesetzt wurden. Durch diesen sogenannten
Heil3start wurde sichergestellt, daf3 Sekundarstrukturen der cDNA aufgelost wurden. Die
anschlielende Amplifikation erfolgte im "Gene Amp PCR System 2400° Thermocycler, wobei

folgendes Programm gewéhlt wurde.

30 sec. 94 °C Denaturierung
30sec. * Anlagerung
30 sec. 72°C Synthese

* Die verwendete Anlagerungs-Temperatur ("Annealing Temperature") war vom G/C-Gehalt
des jeweiligen Primer-Paars und die Zyklen-Zahl war von dem zu amplifizierenden Gen

abhangig. Die fur die analysierten Gene eingesetzten Parameter sind in Tabelle 5 aufgefihrt.

Primer Anlagerungs-Temperatur Zyklen-Zahl
NF68 55°C 30

Thy1.2 60°C 30
GFAP 55°C 39

GAPDH 60°C 30

Tab. 5: PCR-Bedingungen fiir die verwendeten Primer-Paare

Im Anschlul3 an die Amplifikation wurde der Ansatz flr 7 min. bei 72°C gehalten, bevor er auf
4°C abgekuhlt wurde.
Die PCR-Produkte wurden dann gelelektrophoretisch in 1%-igen Agarosegelen aufgetrennt und

durch Farbung mit Ethidiumbromid unter UV-Licht (254 nm) sichtbar gemacht.
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4. Proteinbiochemische Methoden

4.1 Western-Blot Analyse
4.1.1 Auftrennung von Proteinen durch SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese
(SDS-PAGE)

Durch denaturierende SDS-PAGE werden Proteine im elektrischen Feld entsprechend ihres
Molekulargewichtes aufgetrennt, da die Eigenladung der Proteine durch das anionische
Detergenz Sodiumdodecylsulfat (SDS) Uberdeckt wird. Das angewendete diskontinuierliche
Puffersystem ermdglicht eine Konzentrierung der Proteine im Sammelgel, wahrend im Trenngel
die eigentliche Auftrennung erfolgt. Fur die Vorbereitung der Proben, die Herstellung der Gele

und die Durchfuihrung der Elektrophorese wurde die Methode von LAEMMLI (1970) angewandt.

- 4 x Trenngelpuffer: 0,4%SDS, 1,5 M Tris/HCI, pH 8,8

- 4 x Sammelgelpuffer: 0,4% SDS, 0,5 M Tris/HCI, pH 6,8

- Acrylamidlosung: 29,2% Acrylamid, 0,8% N,N"-Methylen-bis-acrylamid
- 5 x Elektrodenpuffer: 960 mM Glycin, 0,5% SDS, 125 mM Tris/HCI, pH 8,3

- 2 X reduzierender Probenpuffer.: 4% SDS, 1,5 M b-Mercaptoethanol, 20% Glycerin,

0,04% Bromphenolblau, 0,125 M Tris/HCI, pH 6,8
- 2 X nicht-reduzierender 4% SDS, 20% Glycerin, 0,04% Bromphenolblau,
Probenpuffer: 0,125 M Tris/HCI, pH 6,8

Es wurden zwei verschiedene PAGE-Systeme verwendet. Fir sogenannte "Minigele" wurden
zwei gereinigte Glasplatten (7,5 x 15 cm) durch Teflon-Abstandshalter getrennt
zusammengeklammert. Fur diinne Gele mit einem Probenauftrag von bis zu 20 pl wurden 0,5
mm Abstandshalter benutzt, wahrend 1,5 mm Abstandshalter bei einem Probenauftrag von bis
zu 60 pl eingesetzt wurden. Um ein noch gré3eres Auftragungsvolumen von bis zu 160 pl zu
ermdglichen, wurde das PAGE-System Hoefer SE 600 (Pharmacia/Freiburg) verwendet. Hier
wurden Glasplatten der GroRe 16 x 18 cm sowie 1,5 mm Abstandshalter benutzt. Die
Trenngelldsung wurde bei Minigelen bis 2,5 cm bzw. bei Hoefer-Gelen bis 3,5 cm unterhalb des
Ausschnitts der Glasplatte eingefillt und mit Ethanol Uberschichtet, um eine glatte
Geloberflache zu erhalten. Auf3erdem wurde dadurch verhindert, daf3 der Luftsauerstoff an der
Grenzflache zwischen Gel und Luft Radikale abfangt, wodurch das Gel ungleichmaiig
auspolymerisieren wirde. Die Konzentration an Acrylamid wurde nach dem Molekulargewicht
der aufzutrennenden Proteine ausgewahlt. Gele mit 15%, 12,5%, 10% und 7,5% Acrylamid
wurden verwendet (Tab. 6). Nachdem das Trenngel nach etwa 25 min. auspolymerisiert war,
wurde der Ethanol entfernt und die Grenzschicht tGber dem Trenngel mit Wasser gewaschen.

Das 4%-ige Sammelgel wurde gegossen, und sofort wurde ein Teflon-Kamm mit 21
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Probentaschen fir Minigele bzw. 15 Probentaschen fur Hoefer SE 600-Gele eingesetzt. Nach
der Auspolymerisierung des Sammelgels (etwa 30 min.)) wurde das Gel in die
Elektrophoresekammer eingespannt, und die Kammern wurden mit 1 x Elektrodenpuffer gefilit.
Der Kamm wurde aus dem Gel entfernt und die Probentaschen mit 1 x Elektrodenpuffer
ausgespult. Die Proben wurden vor dem Auftrag mit dem gleichen Volumen 2 x Probenpuffer
versetzt und fir 10 min. bei 95°C denaturiert. Nicht-reduzierender Probenpuffer wurde zur
Analyse der "Cross-linking"-Experimente (Il 4.8) verwendet. Die elektrophoretische Auftrennung
von Minigelen erfolgte bei einer konstanten Spannung von 100 V fir ca. 90 min., wahrend die

Hoefer SE 600-Gele mit einer konstanten Spannung von 65 V U.N. aufgetrennt wurden.

Sammelgel Trenngel

Stammlésungen 4% 7,5% 10% 12,5% 15%
Acrylamidlésung (30%) 0,5 ml 1,5 ml 2 ml 2,5 ml 3ml
4 x Sammelgelpuffer 0,94 ml - - - -

4 x Trenngelpuffer - 1,5 ml 1,5ml 1,5ml 1,5 ml
bidest. H,O 2,31 ml 3ml 2,5 ml 2ml 1,5 ml
APS (10%) 60 pl 48 ul 48 ul 48 ul 48 ul
TEMED (99%) 1,5ul 4,8 l 4.8l 4.8l 4,8 l

Tab. 6: Zusammensetzung des 4%-igen Sammelgels und der verschiedenen Trenngele

Die angegebenen Volumina beziehen sich auf ein Minigel mit 0,5 mm Abstandshaltern. Bei der
Verwendung von 1,5 mm Abstandshaltern mul jeweils die 2-fache und fur Hoefer SE 600-Gele
jeweils die 5-fache Menge eingesetzt werden.

Die Gele wurden nach der Proteinauftrennung entweder mit Coomassie Blau gefarbt oder fir
einen Protein-Transfer auf eine Membran eingesetzt.

Parallel mit den Proben wurde einer der folgenden Proteinstandardmarker aufgetragen, um das
relative Molekulargewicht detektierter Proteinbanden genauer zu bestimmen. Ein Standard mit
vorgefarbten Markerproteinen wurde verwendet, wenn das Gel auf eine Membran transferiert

wurde, da dadurch die Proteinstandards direkt auf der Membran sichtbar waren.

- LMW ("low molecular weight") Standard molekulare Masse (kDa)
Phosphorylase b (Kaninchenmuskel) 94
Albumin (Rinderserum) 67
Ovalbumin (Huhnereiweil3) 43
Carboanhydrase (Rindererythrozyten) 30
Trypsin-Inhibitor (Sojabohne) 20

a-Lactalbumin (Kuhmilch) 14
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- vorgefarbter "High Range" SDS-PAGE-Standard molekulare Masse (kDa)
Myosin (Kaninchenmuskel) 201
b-Galactosidase (E. col)) 117
Albumin (Rinderserum) 82
Ovalbumin (Huhnereiweil3) a7

- vorgefarbter "Low Range" SDS-PAGE-Standard molekulare Masse (kDa)
Phosphorylase b (Kaninchenmuskel) 102
Albumin (Rinderserum) 78
Ovalbumin (Huhnereiweil3) 50
Carboanhydrase (Rindererythrocyten) 35
Trypsin-Inhibitor (Sojabohne) 28
Lysozym (Huhnereiweil3) 20

4.1.2 Protein-Transfer auf Polyvinylidendifluorid-Membranen

- Bjerrum-Schéffer-Nielsen Transferpuffer: 39 mM Glycin, 20% Methanol, 1,3 mM SDS,
48 mM Tris/HCI, pH 9,2

Der Protein-Transfer von der SDS-PAGE auf Immobilon Polyvinylidendifluorid (PVDF)-
Membranen erfolgte nach dem Prinzip des "Semi-Dry-Blottings". Zur Vorbereitung wurden 12
3MM-Papiere und die PVDF-Membran in der GroRe des zu transferierenden Gels
zugeschnitten. Die Membran mufte aufgrund ihrer starken Hydrophobizitat zunachst in
Methanol benetzt werden. Danach wurde der Uberschissige Methanol kurz in bidest. H,O
abgewaschen, und die Membran wurde fiir ca. 10 min. in Transferpuffer equilibriert. Die 3MM-
Papiere und das Polyacrylamidgel wurden ebenfalls in Transferpuffer getrankt.

Der Blot wurde folgendermaRen aufgebaut: Auf die Kathodenseite der Semi-Dry-Blot-Apparatur
wurden 6 3MM-Papiere gelegt. Auf den Papierstapel wurde das Gel ausgerichtet, und die
Membran wurde auf das Gel aufgelegt. Auf die Membran wurden wiederum 6 3MM-Papiere
plaziert. Bei der Anordnung der einzelnen Lagen wurde auf eine genaue und luftblasenfreie
Ausrichtung geachtet, um den Aufbau eines homogenen elektrischen Feldes zu gewahrleisten.
Durch das Rollen mit einer Glaspipette wurden zudem moglicherweise vorhandene Luftblasen
sowie Uberschussiger Transferpuffer entfernt. Bevor die Anode als Deckel auf den Blot-Aufbau
aufgelegt wurde, wurden beide Elektroden mit Transferpuffer befeuchtet. Der Protein-Transfer
erfolgte bei einer Stromstarke von 0,7 mA pro cm? Gel fir 120 min. Nach dem Transfer wurde

die Membran in PBS gewaschen, um eventuell vorhandene Gelreste zu entfernen.
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4.1.3 Immunfarbung der Protein-Membran und "enhanced" Chemilumineszenz (ECL)-

Nachweis
- Blockierungslosung: PBS, 0,1% Triton X-100, 5% LFMP
- Antikorperverdinnungslésung: PBS, 0,1% Triton X-100, 1% LFMP
- Waschlésung 1: PBS, 0,1% Triton X-100, 1% LFMP
- Waschldsung 2: PBS, 0,1% Triton X-100
- Luminol-L6sung: 2,5 mM Luminol, 0,4 mM p-Coumarsaure, 100 mM
Tris/HCI, pH 8,5
- H,O,-Lésung: 5,4 mM H,0,, 100 mM Tris/HCI, pH 8,5

Nach dem Protein-Transfer auf die Immobilon PVDF-Membran wurden freie Bindestellen der
Membran durch eine mindestens einstiindige Inkubation in Blockierungsloésung bei RT unter
Schutteln abgesattigt. Die Inkubation mit dem ersten Antikorper erfolgte G.N. bei 4°C auf einem
Schiitteltisch. Der erste Antikérper wurde in der unter Il 1.4.1 angegebenen Verdinnung in der
Antikdrperverdinnungslésung eingesetzt. Am néchsten Morgen wurde die Membran
mindestens fiinfmal 10 min. in der Waschlosung 1 bei RT gewaschen, um unspezifisch
gebundenen Antikérper zu entfernen. AnschlieBend wurde die Membran mit dem
Sekundarantikérper fir 1 h unter Schitteln bei RT inkubiert. Der speziesspezifische, POD-
gekoppelte Zweitantikbrper wurde ebenfalls in der unter 1l 1.4.3 beschriebenen Verdinnung in
der Antikérperverdiinnungslésung verwendet. Darauf folgten wiederum mindestens fiinf
Waschschritte a 10 min. in der Waschlésung 2, um unspezifisch gebundene Antikérper und das
LFMP zu entfernen. Fir die ECL-Dedektion wurden 10 ml der Luminol-Lésung und 10 ml der
H,0,-Losung gemischt, und die Membran wurde fiir eine Minute darin inkubiert. Anschliel3end
wurde die Membran zwischen zwei Folien gelegt, und ein Réntgenfilm wurde abhangig von der

Signalstarke fur 1 bis 30 min. im Dunkeln exponiert und entwickelt.

4.1.4 Coomassie Blau-Farbung von Polyacrylamidgelen und PVDF-Membranen

- Farbeldsung: 0,1% Coomassie Blau (R250), 10% Essigsaure,
50% technischer Ethanol

- Entfarbeldsung: 7,5% Essigsaure, 25% technischer Ethanol

Die SDS-Polyacrylamidgele wurden 30 min. in der Farbelosung inkubiert. Danach wurden sie
kurz gewassert und anschlieBend fir 1 bis 2 h entfarbt, wobei die Entfarbelésung mehrmals
gewechselt wurde. Die Gele wurden auf dem Geltrockner bei 65°C unter Anlegung eines
Vakuums fir 1 bis 1,5 h getrocknet. Die Nachweisgrenze der Coomassie Blau-Farbung liegt bei

ca. 30 ng Protein pro Bande.
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PVDF-Membranen konnten nach der Immundetektion ebenfalls mit Coomassie Blau gefarbt
werden, wodurch die Effizienz des Protein-Transfers sowie der Einsatz gleicher Proteinmengen
uberpruft werden konnte. Dazu wurde die Membran fur 15 min. mit Farbeldsung inkubiert, kurz
gewadssert und ca. 30 min. mit Entfarbeldsung behandelt. Nach dem Trocknen an der Luft

wurden die Proteinbanden deutlich sichtbar.

4.2 Protein-Extraktion aus Sauger-Zellen

Zur Praparation von Detergenz-loslichem Gesamtzellextrakt aus PCC7-Mz1-, Swiss 3T3- und
COS-1-Zellen wurde eine nach HARLOW & LANE (1988) modifizierte Methode angewendet
(OEHRLEIN et al., 1998; ESDAR et al., 1999a).

- Lysispuffer: 0,2 M NacCl, 1,5 mM MgCl,, 0,4 mM EDTA, 1% Triton X-100,
0,5 mM DTT, 20 mM Hepes, pH 7,5
- Phosphatase-Inhibitoren: 20 mM b-Glycerophosphat in bidest. H,O
0,1 mM Natriumorthovanadat in 0,55% HCI, pH 10
- Protease-Inhibitoren: 100 pg/ml Leupeptin in bidest. H,O
100 pg/ml Aprotinin in bidest. H,O
10 mM Benzamidin in bidest. H,O
2 mM PMSF in Methanol

Zur Protein-Extraktion wurden PCC7-Mzl-Zellen sowie die davon abgeleiteten Klone
verwendet, die auf 10 cm-Schalen in der unter Il 2.2 angegebenen Dichte ausplattiert worden
waren. Swiss 3T3-Zellen wurden ebenfalls auf 10 cm-Schalen ausgesat und befanden sich im
wachsenden oder im zellzyklusarretierten Zustand. Der Mediumuberstand wurde entfernt, und
die adharenten Zellen wurden zweimal mit 5 ml eiskaltem PBS gewaschen. Pro Schale wurden
200 pl des Lysispuffers, dem die Protease- und Phosphatase-Inhibitoren sowie das
oxidationsschiitzende Agens DTT frisch zugesetzt worden waren, zugegeben. Die Zellen
wurden mit einem Gummispatel abgelost, und das Lysat wurde in ein Eppendorf-
Reaktionsgefal3 tberfuhrt. Es folgte eine Zentrifugation fiir 10 min. bei 14000 Upm und 4°C in
einer Eppendorf-Tischzentrifuge, wodurch die Zelltrimmer pelletiert wurden und sich die
l6slichen Proteine im Uberstand befanden. Der Uberstand wurde in ein frisches ReaktionsgefaR
dberfuhrt und bis zur Verwendung bei -20°C aufbewahrt. Zur Gewinnung hitzestabiler Extrakte
wurde der Uberstand fir 5 min. bei 95°C inkubiert, wodurch nicht-hitzestabile Proteine
denaturiert wurden, wahrend hitzestabile Proteine im Uberstand blieben. Diese wurden durch
Zentrifugation flr 5 min. mit 14000 Upm in einer Eppendorf-Tischzentrifuge abgetrennt und bis

zur Verwendung ebenfalls bei -20°C aufbewabhrt.
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Um aus den apoptotischen PCC7-Mz1-Zellen des Uberstands Proteine zu extrahieren, wurde
der Mediumlberstand einer 10 cm-Schale abgenommen und in einem graduierten 15 ml-
Rohrchen bei 1000 Upm fur 10 min. in der Labofuge GL zentrifugiert. Der Uberstand wurde
vollstdndig mit der Wasserstrahlpumpe abgesaugt, und das Zellpellet wurde in 100 ul
Lysispuffer, dem die Protease- und Phosphatase-Inhibitoren sowie das oxidationsschitzende
Agens DTT frisch zugesetzt worden waren, resuspendiert. Durch Vortexen wurden die Zellen
vollstéandig aufgebrochen. Das Lysat wurde in ein frisches Eppendorf-Reaktionsgefal tberfihrt
und fur 10 min. bei 14000 Upm und 4°C zentrifugiert. Der Uberstand wurde in ein frisches

Reaktionsgefald tGberfuhrt und bis zur Verwendung bei -20°C gelagert.

4.3 Fraktionierung von Zellextrakten in Cytoplasma- und Membran-Fraktion

- Puffer C: 0.2 M NacCl, 1,5 mM MgCl,, 4 mM EDTA, 4 mM EGTA,
0,5 mM DTT, 20 mM Hepes, pH 7,5
- Puffer M: 0.2 M NacCl, 1,5 mM MgCl,, 4 mM EDTA, 4 mM EGTA,

1% Triton X-100, 0,5 mM DTT, 20 mM Hepes, pH 7,5
- Phosphatase-Inhibitoren: 20 mM b-Glycerophosphat in bidest. H,O

0,1 mM Natriumorthovanadat in 0,55% HCI, pH 10
- Protease-Inhibitoren: 100 pg/ml Leupeptin in bidest. H,O

100 pg/ml Aprotinin in bidest. H,O

10 mM Benzamidin in bidest. H,O

2 mM PMSF in Methanol

Fur die subzellulare Fraktionierung von Proteinen wurden die Zellen, wie unter Il 2.2
beschrieben, angesetzt und zu den angegebenen Differenzierungszeitpunkten verwendet. Der
Mediumuberstand wurde entfernt, und die adharenten Zellen wurden zweimal mit je 5 ml
eiskaltem PBS gewaschen. Pro Schale wurden 200 pl des Puffers C, dem die Protease- und
Phosphatase-Inhibitoren sowie das oxidationsschiitzende Agens DTT frisch zugesetzt worden
waren, auf die Zellen appliziert. Die Zellen wurden mit einem Gummispatel abgeldst, und das
Lysat wurde durch 30-faches Auf- und Abbewegen eines “S’-Pestilles in einem "Douncer"
homogenisiert. Nach 15-mindtiger Inkubation auf Eis wurden die Zellhomogenate 30 min. mit
14000 Upm bei 4°C in einer Tischzentrifuge abzentrifugiert. Die die cytoplasmatischen Proteine
enthaltenden Uberstande wurden in ein frisches Reaktionsgefal tiberfuhrt, und das Zellpellet
wurde in 100 pl Puffer M, inclusive Protease- und Phosphatase-Inhibitoren sowie DTT,
resuspendiert. Wahrend einer 30-minitigen Inkubation auf Eis wurden die Anséatze zwei- bis
dreimal auf einem Vortex gemischt. AnschlieRend folgte eine Zentrifugation fir 30 min. mit

14000 Upm bei 4°C, wonach sich die Detergenz-l6slichen Membranproteine im Uberstand
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befanden. Die Uberstande wurden in neue ReaktionsgefaRe tberfiihrt und bis zur Verwendung

bei -20°C gelagert.

4.4 Fraktionierung von Zellextrakten in S100- und Mitochondrien-Fraktion

Zum Nachweis der Freisetzung von Cytochrom c¢ aus den Mitochondrien in das Cytosol wurden
Zellextrakte in eine cytoplasmatische S100 ("supernatant of 100000 x g")-Fraktion und eine
mitochondriale Fraktion aufgetrennt. Dazu wurde ein modifiziertes Protokoll nach Li verwendet
(Li et al., 1997a).

- Puffer A: 10 mM KClI, 1,5 mM MgCl,, 1 mM EGTA, 1 mM EDTA, 50 mM Sucrose,
0,1 mM PMSF, 0,5 M DTT, 20 mM Hepes, pH 7,5

Fur ein Experiment wurden Zellen einer 15 cm- Schale, die mit den unter Il 2.2 angegebenen
Dichten ausgeséat worden waren, eingesetzt und fur 24 h mit RA behandelt. Kontrollzellen
blieben unbehandelt. Die Zellen wurden zweimal mit je 10 ml eiskaltem PBS gewaschen. Nach
Zugabe von 200 pl Puffer A wurden die Zellen mit einem Gummispatel von der Schale
abgeldst, und das Lysat wurde durch 100-maliges Auf- und Abbewegen eines “S’-Pestilles in
einem "Douncer" homogenisiert. Anschliel3end wurde das Lysat fur 10 min. bei 4°C mit 750 x g
in einer Eppendorf-Tischzentrifuge (2700 Upm) zentrifugiert. Der Uberstand wurde in ein
frisches Reaktionsgefald Gberfuhrt, und das Pellet wurde in 200 pl Puffer A resuspendiert und
erneut fur 10 min. bei 4°C mit 750 x g zentrifugiert. Die erhaltenen Uberstande wurden vereinigt
und far 15 min. bei 4°C mit 10000 x g in einer Eppendorf-Tischzentrifuge (9700 Upm)
zentrifugiert. Das die Mitochondrien enthaltende Pellet wurde in 100 pl reduzierendem
Probenpuffer (Il 4.1.1) aufgenommen und bis zur Verwendung bei -20°C aufbewahrt. Der
Uberstand wurde erneut fir 30 min. bei 4°C mit 100000 x g im TLA100.2 Rotor der
Ultrazentrifuge TL100 zentrifugiert, wodurch im Uberstand die S100-Fraktion erhalten wurde.
Dieser wurde in ein frisches Reaktionsgefal3 Uberfihrt und bis zur Verwendung bei —20°C

gelagert.

4.5 Bestimmung der Proteinkonzentration

Um die Proteinmenge in den praparierten Extrakten zu quantifizieren, wurde der "BCA-
Detection-Assay" (Pierce/Bruchsal) verwendet. Das Prinzip dieser Proteinbestimmung besteht
darin, daf} die zweiwertigen Kupferionen aus der Substratlosung durch Reaktion mit den

Aminogruppen der Proteine zu einwertigen Kupferionen reduziert werden. Das "BCA detection
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reagent” reagiert mit den einwertigen Kupferionen zu einem lilafarbenen Komplex, dessen
Absorption bei einer Wellenlange von 540 nm gemessen werden kann. Die gemessene

Extinktion ist proportional zur vorhandenen Proteinmenge.

- Substratlésung A: Na,COs3, NaHCOs3, Natriumtartrat und "BCA detection reagent’
in 0,1 M NaOH
- Substratlésung B: 4% CuSO, mit 5 H,O

Vor jeder Proteinbestimmung wurde die Substratlésung frisch hergestellt, indem Substratiésung
A und Substratlésung B im Verhaltnis 50:1 gemischt wurden.

Zur Konzentrationsbestimmung wurden 10 pl des Zellextrakts mit 200 pl der Substratldsung im
Loch einer 96 Loch-Mikrotiterplatte gemischt. Von jeder Probe wurden Doppelbestimmungen
durchgefuhrt. Als Leerwert wurden 10 pl des Lysispuffers in 200 ul der Substratiésung
eingesetzt. Eine BSA-Standardreihe diente zur genauen Quantifizierung der Proteinmengen. Je
10 pl von BSA-Proben mit den Konzentrationen 2 mg/ml, 1 mg/ml, 0,5 mg/ml, 0,25 mg/ml, 0,1
mg/ml und 0,05 mg/ml wurden ebenfalls als Doppelbestimmungen in je 200 ul Substratldsung
verdiinnt. Die Proben wurden fur 30 min. bei 37°C inkubiert. AnschlieRend wurde die Extinktion
des entstandenen Farbkomplexes bei 540 nm im Immunoreader gemessen. Die ermittelten

Werte dienten als MaR fur die absolute Proteinkonzentration.

4.6 Immunprazipitation

Durch Immunpréazipitation wurde "“in vivo" [32P] phosphoryliertes (Il 2.12) sowie "in vivo" mit

[3H]—Palmitinséure (I 2.13) markiertes GAP-43 aus Gesamtzellextrakten angereichert und

anschlieBend durch Autoradiographie nachgewiesen. Aufllerdem wurde GAP-43 nach der

Markierung von Glykoproteinen aus Gesamtzellextrakten immunprazipitiert (1l 4.7).

- Waschpuffer: 1% Triton X-100 in PBS
- Protein A-Sepharose: 50% in PBS (w/v)

Es wurden jeweils 200 bis 500 ug der entsprechenden Gesamtzellextrakte mit Waschpuffer auf
ein Gesamtvolumen von 500 pl eingestellt und fir 1 h bei 4°C mit 50 pl Protein A-Sepharose
auf einem Uberkopf-Roller inkubiert, um unspezifisch an Protein A-Sepharose bindende
Proteine aus dem Zellysat zu entfernen. Anschliel3end wurden die Proben fir 1 min. bei 14000
Upm und 4°C in einer Eppendorf-Tischzentrifuge zentrifugiert, die Uberstande wurden in ein

neues Reaktionsgefal? tberfuhrt und G.N. mit anti-GAP-43-Antiserum in der Verdinnung 1:50
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auf einem Uberkopf-Roller bei 4°C gedreht. Am nachsten Morgen wurden die entstandenen
Immunkomplexe mit 50 pl Protein A-Sepharose versetzt und fur 2 h auf einem Uberkopf-Roller
bei 4°C inkubiert. Die Immunpréazipitate wurden funfmal mit jeweils 1 ml eiskaltem Waschpuffer
bei 4°C gewaschen und anschlielend in 50 ul 2 x reduzierendem Probenpuffer (Il 4.1.1)
aufgenommen und fur 10 min. bei 95°C aufgekocht. Nach der Auftrennung der
Immunprazipitate im SDS-Polyacrylamidgel (Il 4.1.1) wurde das Gel getrocknet und

immunprazipitiertes GAP-43 wurde durch Exposition eines Rontgenfilms nachgewiesen. Wurde
[3H]-Palmitinsaure markiertes GAP-43 analysiert, muf3te das Gel vor der Autoradiographie

einer Fluorographie unterzogen werden, wodurch die energiearme Tritiumstrahlung in
Photonen umgewandelt wurde. Zu diesem Zweck wurde das Gel fir 30 min. lichtgeschutzt in 1

M wassriger Natriumsalicylat-Losung inkubiert und vor dem Trocknen ausreichend gewéassert.

4.7 Nachweis von Glykoproteinen

Zur Detektion von posttranslational glykosilierten Proteinen wurde der "DIG-Glycan-Detection-
Kit" der Firma Roche Biochemicals (Mannheim) verwendet. Das Prinzip dieser Methode beruht
darauf, benachbarte Alkoholgruppen der Zuckerseitenketten durch milde Oxidation in
Aldehydgruppen umzuwandeln. In einer anschlieBenden Reaktion wird ein Hydrazid, an das
Uber einen Spacer das Steroid-Hapten Digoxigenin (DIG) gekoppelt ist, kovalent an die
oxidierten Zuckerreste gebunden. Durch einen anti-DIG-Antikdrper konnen DIG-markierte
Glykoproteine in einer Western-Blot Analyse nachgewiesen werden. Diese Methode wurde
eingesetzt, um Glykoproteine aus Gesamtzellextrakten zu markieren und in einer

anschlielenden Immunprazipitation von GAP-43 eine mogliche Glykosilierung des Proteins zu

untersuchen.
- Natriummetaperjodat: 3,3 mg/ml in bidest. H,O
- Natriumdisulfid: 3,75 mg/ml in bidest. H,O

- DIG-3-0-succinyl-e-aminocapronsaurehydrazid
- Transferrin: 1 mg/ml in bidest. H,O

- Creatinase: 1 mg/ml in bidest. H,O (rekombinant aus E. coli)

Fur ein Experiment wurden etwa 300 ug Protein aus Gesamtzellextrakt von PCC7-Mz1-Zellen
bzw. von den Mz-GAP-43 Klonen mit dem gleichen Volumen 0,1 M Natriumacetat-Puffer, pH
5,5 versetzt. Zur milden Oxidation der Alkohlgruppen der Zuckerseitenketten wurde dann
jeweils 1/10 Volumen Natriummetaperjodat-LOsung zugegeben und fir 20 min. bei

Raumtemperatur im Dunkeln inkubiert. AnschlieBend wurde jeder Ansatz flr 5 min. mit 1/2
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Volumen Natriumdisulfid-Losung behandelt, um das Natriumperjodat zu neutralisieren. Es
folgte die Markierung der oxidierten Zuckerreste durch Zugabe von 1/10 Volumen DIG-3-0-
succinyl-e-aminocapronsaurehydrazid. Die primare Amin-Gruppe der Hydrazidverbindung
reagiert mit der Carbonylgruppe des Aldehydrests zu einer kovalenten verbundenen
Schiffschen Base (Imin), wodurch das Hapten DIG kovalent an die Glykoproteine gebunden ist.
Die Gesamtzellextrakte wurden anschlieRend fur die Immunprazipitation des GAP-43 Proteins
eingesetzt. Als Positv- und Negativ-Kontrolle wurden parallel 1 pg des Glykoproteins

Transferrin bzw. 10 pg nicht-glykosilierte Creatinase markiert.

4.8 "in vivo Cross-linking" Assay

Mittels eines "Cross-linking" Assays lassen sich Interaktionen zwischen Proteinen in intaken
Zellen nachweisen. Durch die Inkubation der Zellen mit einem membranpermeablen
Quervernetzer ("Cross-linking Reagenz") werden interagierende Proteine kovalent verbunden,
und entstehende Komplexe kdnnen durch Western-Blot Analysen detektiert werden. Fir die
hier durchgeflinrten Experimente wurde als Cross-linking Reagenz das homobifunktionale
Dithiobis(succinimidylpropionat) (DSP) verwendet, welches interagierende Proteine Uber seine
zwei reaktiven Estergruppen durch Amidbindungen kovalent verbindet. DSP ist aufgrund seiner
lipophilen Struktur membrangéngig und durch b-Mercaptoethanol spaltbar, wodurch DSP-

verbundene Proteine wieder voneinander getrennt werden.

- Cross-linking Reagenz: 25 mM DSP in DMSO

Fur Cross-linking Experimente wurden PCC7-Mz1 Zellen sowie die davon abgeleiteten Klone
mit der unter Il 2.2 angegebenen Dichte auf 15 cm-Schalen ausgesdt und zu den
entsprechenden Differenzierungszeitpunkten verwendet. Die Zellen wurden zweimal mit je 10
ml eiskaltem PBS gewaschen und anschlieend mit 10 ml 1 mM DSP in PBS fur 15 min. bei RT
inkubiert. Kontroll-Ansdtze wurden mit der entsprechenden DMSO-Konzentration (4%)
behandelt. Anschlie@end wurden die Zellen einmal vorsichtig mit 10 ml eiskaltem PBS
gewaschen, bevor eine Zellfraktionierung in Cytoplasma- und Membran-Proteine, wie unter Il
4.3 beschrieben, durchgefuhrt wurde. Es durfte jedoch kein DTT in den Lysispuffern verwendet
werden, da DTT durch seine Eigenschaft als Reduktionsmittel die tGber DSP verbundenen
Proteinkomlexe aufspaltet. Die erhaltenen Extrakte wurden durch Western-Blot Analysen
untersucht, wobei Proteinkomplexe unter nicht-reduzierenden Bedingungen durch
entsprechende Primarantikérper nachgewiesen wurden. Durch die Verwendung von

reduzierendem Probenpuffer konnten die Proteine des Komplexes dissoziiert werden.
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4.9 Zweidimensionale Gelelektrophorese (2D-Gel)

Bei der zweidimensionalen Gelelektrophorese werden Proteine aufgrund von zwei
Eigenschaften getrennt. In der ersten Dimension wird eine isoelektrische Fokussierung
vorgenommen, bei der sich die Proteine entsprechend ihres pl-Wertes entlang eines pH-
Gradienten anordnen. In der zweiten Dimension werden die isoelektrisch fokussierten Proteine
einer SDS-PAGE unterzogen, so daf eine Auftrennung nach dem Molekulargewicht erfolgt.
Durch die Kombination der isoelektrischen Fokussierung mit einer anschlielenden
Molekulargewichtsauftrennung lassen sich hochauflosende Trennungen eines komplexen
Proteingemisches erzielen. Im Rahmen dieser Arbeit wurden zweidimensionale
Gelelektrophoresen angewandt, um die transgene Expression von GAP-43 in den stabil
transfizierten Mz-GAP-43 Klonen zu charakterisieren. Diese Experimente wurden mit
freundlicher Unterstitzung von Herrn Dr. M. Winklhofer (Universitat Mainz, Institut fir

Physiologische Chemie, Abteilung Prof. A. Maelicke) durchgefiihrt.

4.9.1 Vorbereitung der Zellextrakte

- Solubilisierungspuffer 1.  0,3% SDS, 200 mM DTT, 22 mM Tris/Base, 28 mM Tris/HCI,
(SB 1) pH 8

- Solubilisierungspuffer 2: 50 mM MgCl,, 1 mg/ml DNase I, 0,25 mg/ml RNase A, 24 mM

(SB 2) Tris/Base, 476 mM Tris/HCI, pH 7,2
- Solubilisierungspuffer 3: 7 M Harnstoff, 2 M Thioharnstoff, 4% CHAPS, 1% Triton X-100,
(SB 3) 1% DTT, 20 mM Tris/Base, 5 mM Pefabloc, 0,8% Pharmalyte

- Protease-Inhibitor Cocktail: 330 pg/ml Papain, 200 pg/ml Pankreasextrakt,
(Complete™) 2 pg/ml Chymotrypsin, 5 ng/ml Thermolysin, 20 pg/ml Trypsin

- Bromphenolblaulésung:  0,05% in PBS

Fir ein 2D-Gel wurden Zellen von zwei 15 cm-Schalen, die mit den unter 1l 2.2 angegebenen
Dichten ausgesat waren, eingesetzt. Diese wurden zweimal mit eiskaltem PBS gewaschen und
anschlieBend in 1 ml PBS mit einem Gummispatel von der Schale abgel6ést. Nach einer 10-
mindtigen Zentrifugation bei 1000 Upm in der Labofuge GL wurde der Uberstand
abgenommen, und das Zellpellet wurde bei -80°C eingefroren. Die Zellen wurden dann in 200
ul SB 1-Puffer, der mit 10 pl des Protease-Inhibitor Cocktails versetzt wurde, aufgenommen.
AnschlieBend wurden 25 pl SB 2-Puffer zugegeben, und der Ansatz wurde mit einer Kanile
homogenisiert. Nach einer Zentrifugation fur 10 min. mit 14000 Upm bei 4°C in einer
Eppendorf-Tischzentrifuge wurde das Pellet erneut wie oben beschrieben homogenisiert und
zentrifugiert. Durch Zugabe von 1 ml eiskaltem Aceton (p.a.) wurde der Uberstand fiir 30 min.
auf Eis gefallt und dann fir 10 min. mit 14000 Upm bei 4°C abzentrifugiert. Das Proteinpellet
wurde mit Aceton gewaschen und an der Luft getrocknet. Anschlielend wurde es in 300 ul SB

3-Puffer aufgenommen und fir 15 min. bei 28°C unter Schiitteln inkubiert. Es folgte eine 15-
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mindtige Behandlung im Ultraschallbad. Dann wurden 10 pl Bromphenolblau-Lésung
zugegeben, und der Ansatz wurde flir 2 min. bei 14000 Upm zentrifugiert. Die Probe war damit

fur die isoelektrische Fokussierung vorbereitet.

4.9.2 Isoelektrische Fokussierung und SDS-PAGE

- IPG-Streifen: Immobilon pH Gradient pH 3 bis 10 nicht linear
- Equilibrierungspuffer : 6 M Harnstoff, 30% Glycerin, 1% SDS, 50 mM Tris/HCI, pH 6,8

Ein tiefgefrorener IPG (Immobilon pH Gradient)-Streifen wurde zum Quellen der Gelmatrix G.N.

bei RT in 300 pl Probe eingelegt. Der gequollene IPG-Streifen wurde dann mit der

angegebenen Spannung der isoelektrischen Fokussierung unterzogen: 30 min. 150V
30 min. 300V
60 min. 600V
60 min. 2000 V

120 min. 3500 V

AnschlieRend konnte der IPG-Streifen bei -80°C aufbewahrt werden.

Zur Vorbereitung der zweiten Dimension - der SDS-PAGE - wurde der IPG-Streifen zunachst
fur 20 min. in Equilibrierungspuffer, dem 10 mg DTT pro ml frisch zugegeben wurde, und
anschliel3end fir weitere 20 min. in Equilibrierungspuffer, der frisch mit 45 mg lodacetamid pro
ml versetzt wurde, inkubiert. Der IPG-Streifen konnte dann durch Zugabe von 0,5% Agarose
zum Elektrodenpuffer am oberen Rand des 10%-igen SDS-Gels befestigt werden. Die SDS-
Gelelektrophorese wurde dann in einer Hoefer SE 600 Apparatur, wie unter 1l 4.1.1
beschrieben, durchgefihrt. Bei einer konstanten Temperatur von 11°C wurde zunachst fir 30

min. eine Spannung von 100 V angelegt, wonach das Gel fur ungefahr 4 h bei 350 V lief.
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Il Ergebnisse

Im Rahmen dieser Arbeit sollte die durch Retinsaure (RA) induzierte neurale Differenzierung
sowie die damit assoziierte Apoptose in einem in vitro Modell fir neurale Entwicklung — den
PCC7-Mz1-Zellen - analysiert werden. Zum Verstandnis der zellularen Mechanismen, die den in
PCC7-Mz1-Zellen parallel stattfindenden Prozessen der neuralen Differenzierung und Apoptose
zugrunde liegen, wurde der Einflu zweier Schlusselmolekile auf diese beiden Ereignisse
untersucht. So wurde die Rolle des neuronenspezifischen Proteinkinase C Substrats GAP-43
bei frhen neuralen Differenzierungsvorgangen und Zellstammbaumentscheidungen der PCC7-
Mz1-Zellen untersucht. Um die Bedeutung der Apoptose fiir die neurale Entwicklung der PCC7-
Mz1-Zellen zu charakterisieren, wurde der EinfluR des Bcl-2 Proteins auf die RA-induzierte

Determinierung, Differenzierung und Apoptose analysiert.

1. Rolle von GAP-43 bei der neuralen Differenzierung von PCC7-Mz1-
Zellen

1.1 Expression von GAP-43 wahrend der RA-induzierten Differenzierung von
PCC7-Mz1-Zellen

1.1.1 Expression auf mMRNA-Ebene

Um die Expression der GAP-43 mRNA in den PCC7-Mz1-Zellen zu analysieren, wurde Gesamt-
RNA aus Stammzellen (d0) sowie aus Zellen, die fiir verschieden lange Zeiten mit RA
behandelt worden waren, isoliert. Pro Zeitpunkt wurden 5 pg der RNA elektrophoretisch
aufgetrennt und mit einer 561 bp langen, radioaktiv markierten GAP-43 cDNA Probe, die Uber
die Restriktionsschnittstellen Pstl und EcoRl aus dem pF1.1 Plasmid (ROSENTHAL et al., 1987)
ausgeschnitten wurde und Bereiche der kodierenden und der 3-nicht-translatierten Region
enthielt, hybridisiert. Es konnten zwei spezifische GAP-43 mRNAs identifiziert werden (Abb. 3
A). Wahrend das léngere, etwa 1,6 kb gro3e Transkript bereits schwach in Stammzellen
nachweisbar war, wurde die Expression der kiirzeren GAP-43 mRNA von etwa 1,4 kb 6 h nach
Zugabe von RA induziert. Die Level beider mRNAs nahmen bis zum Differenzierungszeitpunkt

d2 zu und blieben wéhrend des weiteren Differenzierungsverlaufs konstant hoch.

1.1.2 Die beiden GAP-43 mRNAs werden durch zwei verschiedene Promotoren generiert

Durch andere Arbeiten konnte bereits gezeigt werden, dal® in der Ratte zwei unterschiedliche
Promoter-Regionen im 5”-nicht-translatierten Bereich des GAP-43 Gens vorliegen (GRABCZYK et
al., 1990; STARR et al., 1994). Der Promoter P1 befindet sich zwischen den Nukleotiden -750
und -407, wahrend der Promoter P2 innerhalb von 233 Nukleotiden vom Translationsstart

entfernt liegt (EGGEN et al., 1994).



11l Ergebnisse 63

Um zu demonstrieren, dal’ die Expression zwei unterschiedlich langer GAP-43 mRNAs in den
PCC7-Mz1-Zellen ebenfalls auf die Aktivitdt verschiedener Promotoren und nicht auf
differentielles SpleilBen z.B. des 5 -nicht-translatierten Bereichs zurtickzufiihren war, wurden
Primer Extension Analysen durchgefiihrt. Mit Hilfe des Oligo 5.0 Programms (National
Biosciences Inc., USA) wurden die zwei GAP-43 spezifischen Primer TH100 und TH102 (Il 1.5),
die komplementar zum nicht-kodogenen 5 -Bereich der GAP-43 mRNA waren (Abb. 3 B),
konzipiert. Nach radioaktiver Markierung der Primer wurden sie mit poly-(A)*-RNA aus
undifferenzierten (d0) und differenzierten (d2) PCC7-Mz1-Zellen hybridisiert. Als Negativ-
Kontrolle wurde poly-(A)*-RNA aus ruhenden Swiss-3T3 Fibroblasten, welche kein GAP-43
exprimieren, eingesetzt. Durch eine anschlieRende Reverse Transkriptase Reaktion konnten
die Langen der GAP-43 mRNAs definiert werden. Da die Sequenz des Primers TH100 im
Bereich von -173 bis -196 stromaufwarts des Startcodons lag, konnte dieser Primer nur an
Transkripte des Promoters P1 binden. Der Primer TH102 war dagegen komplementar zur
Region am Translationsstart (-1 bis -26), so dal dieser an Transkripte beider Promotoren
hybridisieren konnte. Die Primer Extension Reaktion mit dem Primer TH100 ergab sowohl in
undifferenzierten (Spur 2) als auch in differenzierten (Spur 3) PCC7-Mz1l-Zellen ein
Hauptprodukt von etwa 210 Nukleotiden (Abb. 3 B). Daraus liel3 sich eine Gesamtlange des 5’-
nicht-translatierten Bereichs von ungefahr 380 Nukleotiden ableiten, was mit dem in der Ratte
identifizierten Startpunkt des P1 Promoters (EGGEN et al., 1994) lbereinstimmt. Mit der poly-
(A)*-RNA aus Swiss-3T3 Fibroblasten wurde kein Produkt erhalten (Spur 1). Die Verwendung
des Primer TH102 ergab zwei Hauptprodukte mit einer Ladnge von etwa 140 sowie 143
Nukleotiden. Die Expression dieser Banden war in differenzierten Zellen (Spur 3) deutlich
starker als in Stammzellen (Spur 2) und trat in Fibroblasten gar nicht auf (Spur 1). Die Lange
der gefundenen Produkte von etwa 140 Nukleotiden entsprach dem durch den P2 Promoter in
der Ratte transkribierten 5" -nicht-translatierten Bereich von etwa 159 Nukleotiden (EGGEN et al.,
1994). Als Kontrolle fur den Einsatz gleicher Mengen sowie fur die Integritét der verwendeten
poly-(A)*-RNA wurde die Primer Extension Reaktion mit einem Primer fir das ubiquitar
exprimierte MARCKS durchgefuhrt. Das sowohl in undifferenzierten und differenzierten PCC7-
Mz1-Zellen als auch in Swiss-3T3 Fibroblasten erhaltene Produkt von etwa 158 bp steht in
guter Ubereinstimmung mit den bereits beschriebenen Daten (BROOKS et al., 1991).

Durch die Primer Extension Analysen konnte somit gezeigt werden, daf? die zwei in PCC7-Mz1-
Zellen identifizierten GAP-43 mRNAs einen unterschiedlich langen 5 -nicht-translatierten

Bereich aufweisen und von den Promotoren P1 und P2 abstammen.
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Abb. 3: Expression von GAP-43 in PCC7-Mz1-Zellen

A Northern-Blot Analyse

Aus PCC7-Mz1-Stammzellen (0 h) sowie aus Zellen der Differenzierungszeitpunkte 6 h, 12 h, d1, d2, d4, d6 und d8
nach Behandlung mit RAwurde Gesamt-RNA isoliert. Je 5 ug wurden auf einem 1,2%-igen Formaldehyd-Agarose-Gel
aufgetrennt, auf eine Hybond N-Membran transferiert und mit einer [32P]—markierten GAP-43 Sonde hybridisiert. Die
Autoradiographie erfolgte fiir 48 h mit Verstarkerfolie bei -80°C auf einem Kodak X-OMAT AR Film. Es konnten zwei
GAP-43 Transkripte detektiert werden. Zum Nachweis gleicher aufgetragener RNA-Mengen sind im unteren Teil die
Ethidiumbromid gefarbten ribosomalen RNAs (18S und 28S) des entsprechenden Gels gezeigt.

B Primer Extension Analyse

Die verwendeten DNA-Oligonukleotid Primer sind komplementér zum 5’-nicht-translatierten Bereich der GAP-43
mRNA (Schema). Nachdem die Primer an ihnrem 5 -Ende durch die Polynukleotid-Kinase T4 mit g-[*P]-ATP markiert
worden waren, wurden sie mit je 2 pg poly-(A)"-RNA von ruhenden Swiss-3T3 Fibroblasten (Spur 1), undifferenzierten
(dO) (Spur 2) und differenzierten (d2) (Spur 3) PCC7-Mz1-Zellen hybridisiert. Zur Kontrolle der Menge und Integritét
der RNA wurde ein Primer, der die ubiquitar exprimierteMARCKS mRNA erkennt, eingesetzt. Die cDNA-Produkte der
Reversen Transkriptase Reaktion wurden auf einem denaturierenden 6%-igen Polyacrylamidgel aufgetragen. Die
Positionen und Langen der Extensions Produkte sind jeweils auf der rechten Seite dargestellt. Als GréRenstandard
wurde mit Hpall geschnittene pBluescriptSK- sowie mit Hinfl geschnittene pBR322-DNA, die durch eine Auffllreaktion
mita- [*P]-dATPmarkiert wurde, verwendet.

C Western-Blot Analyse

Aus PCC7-Mz1-Stammzellen sowie aus Zellen der angegebenen Zeitpunkte nach Induktion der Differenzierung
wurden Detergenz-l6sliche Gesamtzellextrakte hergestellt. Je 5 ug Gesamtprotein wurden durch eine 10%-ige SDS-
PAGE aufgetrennt, auf eine PVDF-Membran transferiert und mit einem affinitdtsgereinigten GAP-43 Antiserum
detektiert. Der Nachweis erfolgte durch eine Chemilumineszenz-Reaktion und Exposition eines Fuji Medical X-Ray
Films fur 1 min. Die Positionen und molekularen Massen (kDa) des Proteinstandards sind angegeben. Die Expression
von GAP-43 wurde inden PCC7-Mz1-Zellen nach Behandlung mit RA hochreguliert.
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1.1.3 Expression auf Protein-Ebene

Zur Analyse der GAP-43 Expression auf Protein-Ebene wurde ein polyklonales Antiserum, das
gegen rekombinantes GST-GAP-43 Fusionsprotein gerichtet war, erzeugt und unter
Verwendung eines zweiten rekombinanten His-GAP-43 Fusionsproteins affinitatsgereinigt. In
Western-Blot Analysen konnte gezeigt werden, dal3 dieses Antiserum eine spezifische GAP-43
Bande von 43 kDa detektiert (MARz, et al., 1997; HERGET et al., 1998; ESDAR et al., 1999a).
Eine vollstdndige Kompetition dieser Bande konnte durch Prainkubation des Antiserums mit
GAP-43 Fusionsprotein erreicht werden (ESDAR, 1996).

Um die Expression des GAP-43 Proteins wahrend der RA-induzierten Differenzierung in PCC7-
Mz1-Zellen zu untersuchen, wurden Detergenz-losliche Gesamtzellextrakte von Stammzellen
sowie von Zellen, die fur 6 h, 12 h, 1, 2, 4, 6 und 8 Tage mit RA inkubiert worden waren,
hergestellt. Die Western-Blot Analyse der extrahierten Proteine mit dem affinitatsgereinigten
GAP-43 Antiserum zeigte, daR das GAP-43 Protein in Stammzellen kaum nachweisbar war,
wahrend seine Expression innerhalb von 12 h nach Zugabe von RA hochreguliert wurde. Bis
zum Differenzierungstag d2 stieg die GAP-43 Expression weiter, danach blieb die Menge an
GAP-43 konstant, bevor an d8 eine leichte Abnahme festzustellen war (Abb. 3 C).

In PCC7-Mz1-Zellen konnte also eine Induktion der Expression von GAP-43 nach Behandlung

mit RA sowohl auf mMRNA- als auch auf Protein-Ebene gezeigt werden (ESDAR et al., 1999a).

1.1.4 Zelluldre Lokalisation von GAP-43 in PCC7-Mz1-Zellen

Um die zelltypspezifische Verteilung sowie die subzelluldre Lokalisation des GAP-43 Proteins
wahrend der RA-induzierten Differenzierung der PCC7-Mz1-Zellen zu untersuchen, wurden
Immunfluoreszenzanalysen durchgefiihrt. Wie nach den Ergebnissen der Western-Blot Analyse
(Abb. 3 C) zu erwarten war, konnte in Stammzellen kein GAP-43 nachgewiesen werden (Abb. 4
a). 24 h nach Behandlung mit RA (d1) war jedoch ein Grof3teil der morphologisch noch
unverédnderten Zellen GAP-43 positiv. Das Protein lie@ sich zu diesem
Differenzierungszeitpunkt praferentiell an der Innenseite der Cytoplasmamembran sowie an
Strukturen in  der N&he des Zellkerns detektieren (Abb. 4 c¢). Durch
Doppelimmunfluoreszenzfarbungen mit einem Golgi-Komplex spezifischen Marker - dem
Weizenkeimagglutinin - konnten diese Strukturen als Golgi-Apparat identifiziert und somit eine
Assoziation von GAP-43 am Golgi-Komplex nachgewiesen werden (Abb. 4 e, f). Am
Differenzierungstag d3 begann sich das neuronale Netzwerk der PCC7-Mzl1-Zellen
auszubilden, und die GAP-43 Expression weitete sich in die neuronalen Auslaufer aus (Abb. 4
g). Die ab d4 entstandenen Zellen flacher Morphologie besal3en kein GAP-43, was die
neuronenspezifische Expression von GAP-43 belegte (Abb. 4 i). Ab d6 waren die Zellkoérper der
Neurone kaum noch GAP-43 positiv, wahrend die Neurite sowie deren Wachstumskegel eine
starke GAP-43 Expression aufwiesen (Abb. 4 |, n). Neurone der PCC7-Mz1-Zellen entwickeln in
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der zweiten Differenzierungswoche Polaritat, so dal} zwischen axonalen und dendritischen
Auslaufern differenziert werden kann (BERGER et al., 1997). Durch
Doppelimmunfluoreszenzfarbungen mit dem somatodendritenspezifischen Markerprotein
MAP2a/b konnten MAP2a/b positive und GAP-43 negative dickere Auslaufer von MAP2a/b
negativen und GAP-43 positiven dinneren Auslaufern unterschieden werden (Abb. 4 p). Somit
konnte eine axonspezifische GAP-43 Expression in polaren Neuronen des PCC7-Mzl-

Zellmodells demonstriert werden.

Legende zu Abb. 4: Zellulare Lokalisation von GAP-43 in PCC7-Mz1-Zellen
PCC7-Mz1-Stammzellen sowie Zellen verschiedener Differenzierungszeitpunkte wurden auf Deckglasern
fixiert, und eine Immunfluoreszenzfarbung mit dem anti-GAP-43-Antiserum wurde durchgefihrt.
Gebundener GAP-43 Antikdrper wurde durch einen Cy3-markierten Zweitantikdrper (rote Fluoreszenz)
(a, c, e, g, i, I, n) bzw. einen FITC-markierten Zweitantikdrper (griine Fluoreszenz) (p) nachgewiesen. In
() wurde FITC-konjugiertes Weizenkeimagglutinin (grine Fluoreszenz) zur Detektion des Golgi-
Komplexes eingesetzt, und in (p) wurde ein anti-MAP2a/b-Antikdrper mit einem Texas Rot-markierten
Zweitantikorper (rote Fluoreszenz) zum Nachweis von dentritischen Auslaufern verwendet. Die
Fluoreszenzaufnahmen (a, c, e, f, g, i, |, n, p) sowie die entsprechenden Phasenkontrastaufnahmen (b, d,
h, k, 0, q) sind dargestellt. Die Balkenlédnge betragt 15,6 pm.
a,b: d0O  GAP-43 war nicht nachweisbar.

d: d1  GAP-43 wurde in allen Zellen praferentiell an der Cytoplasmamembran (Pfeile) exprimiert.
f: dl1  GAP-43 war am Golgi-Apparat lokalisiert (Pfeile).
h: d3  GAP-43 wurde in den Zellkérpern und in den neuronalen Auslaufern detektiert.
, ki d4  GAP-43 war nur in Neuronen nicht aber in Zellen mit flacher Morphologie (Pfeile) exprimiert.
m: d6é Die GAP-43 Expression weitete sich von den Zellkdrpern (Pfeile) in die Auslaufer aus.
0: d8  Neuronale Wachstumskegel waren GAP-43 positiv.

g: d12 GAP-43 war nur noch in axonalen Auslaufern (A) exprimiert, wahrend Dendrite (D) durch

MAP2a/b Expression identifiziert wurden.
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Abb. 4: Zelluldre Lokalisation von GAP-43 in PCC7-Mz1-Zellen
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1.1.5 Expression von GAP-43 in proliferierenden neuronalen Vorldauferzellen

Durch die Northern- und Western-Blot Analysen konnte gezeigt werden, dal3 die Expression
von GAP-43 bereits wenige Stunden nach Zugabe von RA in den PCC7-Mz1-Zellen induziert
wurde (Abb. 22). Um zu analysieren, ob GAP-43 nur in postmitotischen Zellen oder auch in
noch proliferierenden Zellen exprimiert wurde, wurde die mitotische Aktivitat der Zellen mittels
DNA-Synthese Assays bestimmt. Hierzu wurden PCC7-Mz1-Stammzellen sowie Zellen, die fur
14, 28 und 60 h mit RA behandelt worden waren, fir 10 h mit dem Thymidin-Analogon
Bromdesoxyuridin (BrdU) inkubiert und anschlie3end fixiert. Der Einbau von BrdU in die DNA
wahrend der S-Phase proliferierender Zellen ermdglichte den Nachweis der Zellen, die noch
nicht im Zellzyklus arretiert waren. Durch Doppelimmunfluoreszenzfarbungen konnte so die
Expression von GAP-43 mit der mitotischen Aktivitat der Zellen verglichen werden (Abb. 5 A).
Die Anteile GAP-43 und BrdU positiver Zellen wurden durch mikroskopische Auszahlung von
rund 300 Zellen an jedem untersuchten Zeitpunkt quantifiziert und graphisch dargestellt (Abb. 5
B). An dO und d1 wiesen alle Zellen Teilungsaktivitat auf. Wahrend in Stammzellen jedoch keine
Expression von GAP-43 nachweisbar war, waren ungefahr 77% der Zellen an d1 sowohl GAP-
43 positiv als auch noch proliferativ. Die Gesamtzahl an GAP-43 exprimierenden Zellen blieb an
den Differenzierungstagen d2 und d3 konstant, doch der Anteil an Zellen, die GAP-43 positiv
und noch mitotisch aktiv waren, nahm ab. So waren an d3 nur noch 15% der Zellen GAP-43
und BrdU positiv. Es konnte somit gezeigt werden, dal3? GAP-43 in PCC7-Mz1-Zellen zunachst
von noch proliferierenden neuronalen Vorlauferzellen exprimiert wurde, bevor die Zellen nach
Induktion der GAP-43 Expression postmitotisch wurden. Diese Ergebnisse konnten durch
Analysen von pranatalen Ratten-Gehirnen verifiziert werden. Im Neuroepithel der Gehirne vom
Fetaltag 13 und 15 wurden ebenfalls mitotisch aktive Zellen im Hinter- und Vorderhirnbereich,

die bereits GAP-43 exprimierten, nachgewiesen (ESDAR et al., 1999a).

1.1.6 GAP-43 als PKC-Substrat in neuronalen Vorlauferzellen

Die durch die Immunfluoreszenzanalysen erhaltenen Ergebnisse zeigten, dal die GAP-43
Expression in PCC7-Mz1-Zellen sowohl zelltypspezifisch als auch subzellular wahrend des
Differenzierungsverlaufs streng reguliert war. Durch die DNA-Synthese Experimente konnte
zudem demonstriert werden, dall das Protein bereits sehr frih wahrend der neuralen
Differenzierung in noch proliferierenden neuronalen Vorlauferzellen exprimiert wurde. Aufgrund
dieses kontrollierten Expressionsmusters von GAP-43 wahrend der neuralen Entwicklung kann
man eine wichtige Funktion des Proteins flr die neuralen Determinierungs- und
Differenzierungsprozesse der PCC7-Mz1-Zellen vermuten. Um zu untersuchen, ob GAP-43 an
diesen frihen Differenzierungszeitpunkten bereits funktionell war, wurde eine mdgliche

Phosphorylierung durch die Proteinkinase C (PKC) untersucht.
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Abb. 5: Expression von GAP-43 in proliferierenden neuronalen Vorlauferzellen

A PCC7-Mz1 Stammzellen sowie Zellen, die fur 14, 28 und 60 h mit RA behandelt worden waren,
wurden fir 10 h mit 10 pM BrdU inkubiert und anschliel3end fixiert. Die Inkorporation von BrdU in
die DNA sich teilender Zellen (griin) sowie die Expression von GAP-43 (rot) wurde durch
Doppelimmunfluoreszenzfarbungen nachgewiesen. Wahrend alle Stammzellen (dO)
proliferierten, exprimierten sie kein GAP-43. 24 h nach RA-Behandlung (d1) waren fast alle Zellen
GAP-43 und BrdU positiv. Die Pfeile weisen auf die GAP-43 positive Cytoplasmamembran (rot),
und die Pfeilkopfe zeigen auf die durch BrdU-Einbau markierte genomische DNA (griin). An d3
lieRen sich sowohl noch proliferierende GAP-43 positive Zellen nachweisen (Pfeilkopf), als auch
GAP-43 positive Zellen, die keine BrdU-Inkorporation aufwiesen (taillierter Pfeil) und GAP-43
negative Zellen, die noch proliferativ waren (Pfeil). Die Balkenlange betragt 15,6 um.

B Die Anteile BrdU und GAP-43 positiver Zellen wurden durch Auszéhlung von rund 300 Zellen pro
Zeitpunkt quantifiziert, und der Mittelwert aus drei unabhéngigen Experimenten ist dargestellt.
Waéhrend die proliferierenden Stammzellen (d0) keine GAP-43 Expression aufwiesen, waren 77%
der GAP-43 positiven Zellen an d1 bzw 37% der GAP-43 positiven Zellen an d2 noch proliferativ.
An d3 nahm die mitotische Aktivitat GAP-43 exprimierenden Zellen ab, da sich nur noch in 20% der
GAP-43 positiven Zellen ein Einbau von BrdU nachweisen liel3.
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Hierzu wurden die PCC7-Mz1-Zellen an dO sowie an verschiedenen Differenzierungstagen
metabolisch mit [*P]-Orthophosphat markiert und zur Aktivierung von PKC mit 200 nM Phorbol-
12,13-dibutyrat (Phorbolester, PDB) stimuliert. GAP-43 wurde durch Immunprazipitation isoliert,
und nach Auftrennung mittels SDS-PAGE konnte sein Phosphorylierungsstatus durch
Autoradiographie nachgewiesen werden. Die PKC vermittelte Phosphorylierung von GAP-43
war in Stammzellen (d0) und 24 h nach Zugabe von RA (d1) unabhdngig von der PKC
Aktivierung durch Phorbolester relativ gering (Abb. 6 A). Ab d2 liel3 sich nach Stimulierung von
PKC jedoch eine deutliche Zunahme an phosphoryliertem GAP-43 nachweisen. Die
Behandlung mit Phorbolester flihrte zu einem etwa drei- (d2) bis sechsfachen (d8) Anstieg der
Phosphorylierung von GAP-43. Als Kontrolle wurde die PKC vermittelte Phosphorylierung des
ubiquitaren Substrats MARCKS untersucht. MARCKS wird bereits in PCC7-Mz1 Stammzellen
und auch wahrend des gesamten Differenzierungsverlaufs konstant exprimiert (OEHRLEIN-
KARPI, 1998). Die Abbildung 6 B zeigt, dal? MARCKS schon an dO nach Aktivierung von PKC
phosphoryliert wurde, und dal3 die Zunahme an phosphoryliertem MARCKS nach Phorbolester-

Stimulation an frihen Differenzierungszeitpunkten groRer war als an spateren Zeitpunkten.

do 41 42 d5 48
] || ] ] I I
=1t 1=-1*1-1*1—-1*+|—|*|PDB
- - - -
GAP-43
B do d1 d2 d5 d8
I ] ] ] ] I
| — |+ |- +|—| +|—] +|—-| *+ |PDB
S —— -
MARCKS

Abb. 6: In vivo Phosphorylierung der PKC Substrate GAP-43 und MARCKS in PCC7-Mz1-Zellen
PCCT-Mz1-Stammzellen sowie Zellen der Differenzierungszeitpunkte d1, d2, d5 und d8 wurden fir 5 h mit
100 pCiimi [**P]-Orthophosphat in phosphatfreiem DMEM inkubiert. Nach Behandiung mit 200 nM PDB far
10 min. wurden hitzestabile Gesamizellextrakte hergastellt und fir Immunprazipitationzn mit dem anti-GAP-
43-Antiserum bzw. einem anti-MARCKS-Antiserum eingesetzt. Die Immunprazipitate wurden durch eing
10%-ige SDS-PAGE aufgetrennt, und der Phosphorylierungsstatus von GAP-43 (A) bzw. MARCKS [B)
wirde durch Exposition eines Kodak X-OMAT AR Films mit Verstarkerfolie fir 24 h bei -80°C nachgewiesan
In PCC7-Mz1-Stammzellen lielh sich aufgrund der geringen GAP-43 Expression nur basale
Phosphorylierung nachweisen, wihrend an den Differenzierungstagen d2 bis d8 die Stmulierung von PEC
zu einer starken Phosphorylierung von GAP-43 fuhrte (A). Das in PCC7-Mz1-Zellen ubiquitar exprimiarie
MARCES wurde nach PKC-Aktivierung an allen Differenzierungszeitpunkien phosphoryliert (B).
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1.2 Herstellung stabil transfizierter Mz-GAP-43 Klone

Durch die Analyse der Expression von GAP-43 in PCC7-Mz1-Zellen konnte gezeigt werden,
daR das Protein sehr friih nach Induktion der neuralen Differenzierung mit RA hochreguliert
wurde und eine streng definierte subzellulare Lokalisation aufwies. Zudem war GAP-43 bereits
in neuronalen Vorlauferzellen als Substrat fir PKC funktionell. Ob GAP-43 einen EinfluR auf
den neuralen Differenzierungsprozel3 der PCC7-Mz1-Zellen besitzt, sollte durch die Analyse

von Klonen, die eine stabile Uberexpression von GAP-43 besaRen, untersucht werden.

1.2.1 Klonierung des eukaryontischen Expressionsvektors pcDNA3-SV40-GAP-43

Das pF1.1 Plasmid (ROSENTHAL et al., 1987), das die Ratten cDNA von GAP-43 im pGEM3-Z
Vektor enthélt, wurde uns freundlicherweise von Herrn Prof. A. Routtenberg (Northwestern
University, lllinois, USA) zur Verfigung gestellt. Mittels PCR konnte unter Verwendung
spezifischer Primer, die komplementar zum Translationsstart und Translationsstop der GAP-43
cDNA waren (Il 1.5), die kodierende Region der GAP-43 cDNA aus dem pF1.1 Plasmid
amplifiziert werden. Da die gewahlten Primer Restriktionsschnittstellen fir EcoRI (5 Primer) und
Xbal (3 Primer) enthielten, konnte die amplifizierte GAP-43 cDNA Uber EcoRl und Xbal
Schnittstellen in  den Polylinker des pcDNA3-SV40-Expressionsvektors, der uns
freundlicherweise von Frau Dr. U.-M. Bauer zur Verfiigung gestellt wurde, kloniert (Abb. 7). Bei
diesem modifizierten pcDNA3-Vektor wurde der CMV-Promoter durch den SV40-Promoter,
welcher aus dem pSBC-1 Vektor stammt, ersetzt (BAUER, 1997). Die erfolgreiche Klonierung
wurde durch Restriktionsanalysen Uberprift. Da durch die Klonierungsstrategie die Xbal
Restriktionsstelle in eine dam-Methylierungsstelle (CTAG) umgewandelt wurde, konnte das
methylierungssensitive Enzym Xbal diese Schnittstelle nicht mehr erkennen. Jedoch konnte das
GAP-43 cDNA Insert mit den Enzymen EcoRl sowie Apal, das eine Restriktionsstelle
stromabwarts von Xbal besitzt, aus dem pcDNA3-SV40-Vektor ausgeschnitten werden.
Desweiteren konnte die Klonierung durch Verwendung des Restriktionsenzyms Pstl, welches
eine interne Schnittstelle in der GAP-43 cDNA erkennt, kontrolliert werden. Zusatzlich wurde
das GAP-43 cDNA Insert vollstdndig sequenziert, um auszuschlie3en, dal3 durch die PCR
mogliche Punktmutationen eingefugt wurden. Fiur die Sequenzierung wurde der Primer pcDNA3
(Abb. 7) eingesetzt, der stromabwarts des pcDNA3 Polylinkers an die Nukleotide 1033 — 1054
bindet (SCHAFER, 1997). Die ermittelte Sequenz wies im Vergleich zur bekannten Sequenz
(ROSENTHAL et al., 1987) keine Unterschiede auf. AuRerdem wurde die stromaufwarts der GAP-
43 cDNA liegende SV40-Promoter Region sequenziert. Hierzu wurde der Primer GAP-43 CE
(Abb. 7) verwendet, der an die GAP-43 Sequenz hybridisiert. Datenbankvergleiche zeigten eine
vollstandige Ubereinstimmung der erhaltenen Sequenz des SV40-Introns sowie des SV40-

Promoters mit bereits publizierten Sequenzen (KATO et al., 1994).
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EcoRI F']sﬂ Xball Apal

Wﬂ“ SV40-Promoter |H SV40-Intron M cDNA GAP-43

ATG g TGA
Primer GAP-43 CE Primer pcDNAJ

Abb. 7: Struktur des pcDNAJI-SV40-GAP-43 Vektors

Mittels PCR wurde die Ratten cDMNA von GAP-43 aus dem pF1.1-Plasmid (RosSEnTHAL ef al., 1987)
amplifiziert und Ober die Restriktionsschnittstellen EcoR| und Xbal in die Polylinker-Region des pcDMNA3-
SW4l-Vektars klonierl.  Beidiesem Vektor handait es sich um sinen modifizierten peDNA2-Vektor, bei dem
der CMVY-Promoter durch den SW40-Promoter ersetzt wurde Da die Schnittstelle von Xhbal durch die
Klonierungsstrategie in eine dam-Methylizrungsstelle umgewandelt wurde, konnte das
methylierungssensitive Restriktionsenzym diese Sequenz nicht mehr erkennen. Daher wurde die
erfolgreiche Klonierung dberproft, indem die GAP-43 cDNA mit den Restriktionsenzymen EcoRl und Apal
ausgeschnitten wurde. Zusatzlich wurde die Klonierung durch die Verwendung des Restriktionsanzyms
Fsfl, das eine interne Schnittstelle in der GAP-43 Sequenz erkennt, kontrolliert

Um auszuschlielen, dal durch die PCR-Amplifkation Mutationen eingefigt wurden, wurde dig inserierts
GAP-43 cONA unter Viepwendung des Primers pcDMNAS [SCHEFER, 1997, 11 1.5) sequenziert. Desweiteran
wurde das SV40-Intron sowie der SV40-Promoter sequenziert, wofir der Primer GAP-43 CE (Il 1.5)
eingesetzt wurde. Die erhaltenen Sequenzen stimmten volistandig mit den publiziernten Sequenzen
tberain.

1.2.2 Transiente Transfektion von GAP-43 in COS-1 Zellen

Um die Funktionalitat des klonierten pcDNA3-SV40-GAP-43 Expressionsvektors zu Uberprifen,
wurde eine transiente Transfektion in einem heterologen Zellsystem durchgeftihrt. Dazu wurden
COS-1 Zellen verwendet, da sich diese Zellen einfach und mit hohen Effizienzen transfizieren
lassen (MELLON, 1981). Die Transfektion erfolgte nach der Calciumphosphat-Methode (GRAHAM
& VAN DER EB, 1973; CHEN & OKAYAMA, 1987), wobei zwei unterschiedliche DNA-Mengen (5
und 10 pg) eingesetzt wurden. Etwa 48 h nach der Transfektion wurden Detergenz-losliche
Gesamtzellextrakte hergestellt, und die GAP-43 Expression wurde mittels Western-Blot
Analysen Uberprift (Abb. 8). In transfizierten Zellen wurde mit dem GAP-43 Antiserum ein
Signal erhalten, das sich auf der gleichen Hohe wie die Bande in den als Kontrolle analysierten
PCC7-Mz1-Zellen (d1) befand. GAP-43 konnte somit ektopisch in COS-1 Zellen exprimiert
werden. Interessanterweise wurde in den COS-1 Zellen eine Doppelbande des transfizierten
GAP-43 detektiert, wobei die untere Bande die gleiche Gré3e wie das Protein in PCC7-Mz1-
Zellen aufwies, wahrend die obere Bande eine etwa 4 bis 5 kDa hohere molekulare Masse
besalR. Die Intensitat der GAP-43 Expression war abhangig von der fur die Transfektion
eingesetzten DNA-Menge. COS-1 Zellen, die mit dem leeren pcDNA3-SV40-Vektor transfiziert
wurden, enthielten kein GAP-43.



Il Ergebnisse 73

. . COS-1 PCC7-Mz1
Transfektion mit [ 1 [ 1

pcDNA3-SVAD-GAP-43 (10pg ¢ Spg -

50 =

GAP-43

35 =

Abb. 8: Transiente Transfektion des Expressionsvektors pcDNA3-SV40-GAP-43 in COS-1 Zellen
CO5-1 Zellen wurden mittels der Calciumphosphat-Methode mit 5 bzw 10 pg DNA des
Expressionsvektors pcDNA3Z-SV40-GAP-43 (Abb, 7) transient transfiziert. 48 h nach der Transfektion
wurden Gesamtzellextrakte hergestellt Je 30 pg des extrahierten Proteins wurden durch eine 10%-ige
SDS-PAGE aufgetrennt, auf eine PYDF-Membran transferiert und GAP-43 Profein wurde detektiert Der
Nachwels gebundenen GAP-43-Antikérpers erfolgte durch eine Chemilumineszenz-Reaktion und
Exposition eines Fuji Medical X-Ray Films fur 10 min. Die Positionen und molekularen Massen (kDa) des
Prateinstandards sind angegeben. Als Kontrolle sind nicht-transfizierte COS5-1 Zellen sowie PCCT-Mz1-
Zellen (d1, 10 ug Protein) dargestellt.

Die ekiopische Expression des eukaryontischen Expressionsvekiors pcDMAZ-SV40-GAP-43 in COS-1
Zellen fohrte zur Entstehung einer GAP-43 Doppelbande,

1.2.3 Stabile Transfektion von GAP-43 in PCC7-Mz1-Zellen

Zur Herstellung stabiler PCC7-Mz1-Zellinien, die eine GAP-43 Uberexpression aufwiesen,
wurde die Transfektion von auf Laminin gewachsenen PCC7-Mzl1-Zellen, wie unter Il 2.9
beschrieben, durch Lipofektion mit Escort™ durchgefiihrt. Zur Selektion stabil transfizierter
Zellen wurde das Antibiotikum G418 zugesetzt, und stabile Einzelklone wurden durch eine
limitierte Verdiinnung in 96 Loch-Mikrotiterplatten erzeugt (DAVIES, 1994).Von urspringlich 26
erhaltenen Klonen konnten 15 auf inre GAP-43 Uberexpression getestet werden, wahrend die
Ubrigen 11 Klone bei der Kultivierung abstarben. In Abbildung 9 A ist exemplarisch eine
Western-Blot Analyse mit dem GAP-43-Antiserum von Stammzellen von 11 der isolierten Klone
dargestellt. Aufgrund der kaum nachweisbaren GAP-43 Expression in PCC7-Mz1-Stammzellen
(111 1.1.3) wurde eine Uberexposition des Western-Blots verwendet, um die Intensitat der GAP-
43 Expression in den Klonen mit der in PCC7-Mz1-Zellen vergleichen und densitometrisch
guantifizieren zu kénnen. Der Auftrag gleicher Proteinmengen wurde durch die Anfarbung der
Membran mit Coomassie-Blau Losung demonstriert (Abb. 9 B). Innerhalb der einzelnen Klone
lieBen sich deutliche Unterschiede in der Menge an GAP-43 nachweisen, wobei in einigen
Klonen (A3, B9, G3) eine GAP-43 Doppelbande, die auch in den COS-1 Zellen detektiert wurde
(Abb. 8), auftrat. Durch Praabsorption des GAP-43 Antiserums mit GAP-43 konnte die GAP-43
Spezifitét beider Banden belegt werden (Daten nicht gezeigt). In 6 der 15 getesteten Klone war
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die GAP-43 Uberexpression im Vergleich zu den PCC7-Mz1-Zellen mindestens um den Faktor
2 hoher, so daf? diese Klone als positiv bewertet wurden. Die Effizienz der Transfektion betrug
damit etwa 23%. Im folgenden werden die erhaltenen Klone als "Mz-GAP-43" Klone bezeichnet.
Zur Unterscheidung der einzelnen Klone werden sie nach dem jeweiligen Loch der 96 Loch-

Mikrotiterplatte, in dem sie gewachsen sind, benannt.

A getestete Mz-GAP-43 Klone

GAP-43

1 52 1 51 1622 11 2 15 15 45 2 relative GAP-43
Expression
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Abb. 9: GAP-43 Expression in Stammzellen der isolierten Mz-GAP-43 Klone

A Je 5 yg Protein des Gesamitzellextrakts aus Stammzellen von PCCT7-Mz1-Zellen sowie von 11 der
generierten Mz-GAP-43 Klone wurden durch eine 10%-ige SDS-PAGE aufgetrennt, auf eine PYDF-
Membran transferiert und mit dem anti-GAP-43-Antiserum detektiert. Der Nachweis erfolgte Ober eine
Chemilumineszenz-Reaktion und anschiielende Exposition eines Fuji Medical X-Ray Films fir 5 min. Die
Positionen und molekularen Massen (kDa) des Proteinstandards sind angegeben. Die GAP-43 Expression
wurde densitometrisch guantifiziert und ist unter den entsprechenden Spuren im Vergleich zu den
parentalen Mz 1-Zellen (=1) angegeben.

B Nach der Immundetektion wurde die PVDF-Mambran mit Coomassie-Blau gefarbt, um den Auftrag
gleicher Proteinmengen zu demonstrieren,

1.2.4 Expression von GAP-43 in den Mz-GAP-43 Klonen A3 und B9

Die weiteren Experimente wurden mit den beiden Mz-GAP-43 Klonen A3 und B9 durchgefihrt,
da diese beiden Klone die starkste GAP-43 Uberexpression aufwiesen. Stammzellen dieser
zwei Klone enthielten etwa 6 bis 7-fach mehr GAP-43 als PCC7-Mz1-Zellen (Abb. 10 A). In

beiden Klonen wurde in der Western-Blot Analyse die bereits beschriebene GAP-43
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Doppelbande detektiert. Die Immunfluoreszenzanalyse von Stammzellen der Klone A3 und B9
zeigte, dal3 das GAP-43 Protein sowohl an der Cytoplasmamembran als auch im Cytoplasma
der Zellen lokalisiert war (Abb. 10 B). Zusatzlich waren die Pseudopodien deutlich angefarbt. In

PCC7-Mz1-Stammzellen war dagegen kein GAP-43 nachweisbar.

A
GAP-43
1 7 6 relative GAP-43
Expression
B

Abb. 10: Uberexpression von GAP-43 in den Mz-GAP-43 Klonen A3 und B9

A Je 5 pg Protein des Gesamtzellextrakts von Stammzelien der Mz-GAP-43 Klone A3 und B2 sowia von
PCCV-Mz1-Zellen wurden durch eing 10%-ige SDS-PAGE aufgetrennt, auf eine PYDF-Membran transferiert
und mit dem anti-GAP-43-Antiserum detektiert. Der Machweis erfolgte Ober eine Chemilumineszenz-
Reaktion und Exposition eines Fuji Medical X-Ray Films fir 5 min. Dig Intensitat der GAP-43 Expression
wurde densitometrisch quanfifiziert und in Relation zur Expression in PCCT-Wz1-Zellen gesetzt.

B Stammzelien von PCCY-Mz1 sowie von den Mz-GAP-43 Klonen A3 und B9 wurden auf Deckglasern
gusgesat und fixierl. Die Expression von GAP-43 wurde mit dem anti-GAP-43-Antiserum sowie mit einem
Cy3-rmarkierten anti-Kaninchen Antikdrper nachgewiesen. Die Fluoreszenzaufnahmen sind in der oberen
Reihe und die dazugehorigen Phasenkontrastaufnahmen in der unteren Reihe dargestellt. Die Balkenlange
betragt 15,6 um

Das Oberexprimierte GAP-43 Protein war in den Klonen A3 und B9 hauptsachlich an der
Cytoplasmamembran, aber auch im Cytoplasma sowie in den Pseudopodien lokalisiert. In PCCT-Mz1-Zelien
liefi sich kein GAP-43 nachweisen,
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Um zu uberprifen, ob die GAP-43 Uberexpression in den Mz-GAP-43 Klonen auch wéahrend
der RA-induzierten Differenzierung stabil war, wurden Western-Blot Analysen von Detergenz-
I6slichen Gesamtzellextrakten der Zeitpunkte dO, d1 und d3 durchgefihrt (Abb. 11). Die
Intensitat der GAP-43 Expression wurde densitometrisch quantifiziert und auf die Expression
von PCC7-Mz1-Stammzellen bezogen. Wahrend die GAP-43 Expression in den PCC7-Mz1-
Zellen nach Behandlung mit RA etwa um den Faktor 7 anstieg, war die Menge von GAP-43 in
den Mz-GAP-43 Klonen A3 und B9 Uber den gesamten Differenzierungsverlaufs mehr als 7-
fach hoher als in PCC7-Mz1-Stammzellen. Die Expression der oberen Bande des GAP-43
Proteins nahm jedoch an d3 in beiden Klonen deutlich ab.

PCC7-Mz1 Klon A3 Klon BS
Tag
17—
82—
47 — GAP-43

1 37 67 75 103 96 76 93 76 relative GAP-43
Expression

Abb. 11: Expression von GAP-43 wihrend der RA-induzierten Differenzierung

Von PCC7-Mz1-Zellen und von den Mz-GAP-43 Klonen A3 und B8 wurden je 5 pg Protein aus
Gesamtzellextrakten von Stammzellen sowie von Zellen, die fir 1 bzw. 3 Tage mit RA behandelt worden
waren, durch eine 10%-ige SDS-PAGE aufgetrennt, auf eine PVYDF-Membran transferiert und mit dem
anti-GAP-43-Antiserum detekiiert Der Nachweis erfolgte Uber eine Chemilumineszenz-Reaktion und
Exposition eines Fuji Medical X-Ray Films fir 2 min. Die Positionen und molekularen Massen (kDa) des
Proteinstandards sind angegeben. Durch Densitometrie konnten die Intensitdten der GAP-43
Expression quantifiziert werden.

Wahrend die Expression von GAP-43 in PCCT7-Mz1-Zellen am Differenzierungstag d3 etwa um den
Faktor 7 anstieg, enthielten Zellen der Mz-GAP-43 Klone zu allen Zeitpunkien eine mehr als 7-fach
héhere Menge an GAP-43 als PCC7-Mz 1-Stammzellen.
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1. 3Biochemische Charakterisierung von GAP-43 in PCC7-Mz1-Zellen und in
Mz-GAP-43 Klonen

Die Funktionalitdt des Uberexprimierten GAP-43 sollte in den stabilen Mz-GAP-43 Klonen

nachgewiesen werden. Dazu wurden in einer Reihe von Experimenten die biochemischen

Eigenschaften von GAP-43 in PCC7-Mz1-Zellen sowie in den davon abgeleiteten Mz-GAP-43

Klonen analysiert.

1.3.1 Subzelluladre Lokalisation von GAP-43

Zunéchst sollte die intrazelluldare Verteilung von GAP-43 in PCC7-Mz1-Zellen sowie in den Mz-
GAP-43 Klonen untersucht werden. Aufgrund der starken GAP-43 Uberexpression konnten
durch Immunfluoreszenzanalysen keine quantitativen Aussagen Uber die Lokalisation des
Proteins in der Zelle getroffen werden (Abb. 10). Daher wurden subzellulére Fraktionierungen
von Gesamtzellextrakten in eine Cytoplasma- sowie eine Membran-Fraktion durchgefihrt.
Mittels Western-Blot Analysen sowie densitometrischer Quantifizierung der Proteinbanden
konnte der GAP-43 Gehalt in diesen beiden Kompartimenten bestimmt werden. Die Verteilung
von GAP-43 wurde sowohl in Stammzellen als auch in Zellen vom Differenzierungszeitpunkt d3
der PCC7-Mz1-Zellen und des Mz-GAP-43 Klons A3 analysiert (Abb. 12).

PCC7-Mz1 Klon A3
d0 d3 dd d3

cfmMm|Cc|M™M |CIM]JC|IM

GAP-43

0 1 21 B3 35 81 24 10 relative GAP-43
Expression

Abb. 12: Subzelluldre Lokalisation von GAP-43

Won PCC7-Mz1 und vam Mz-GAP-43 Klon A3 wurden Stammzellen sowie Zellen vom Differenzierungstag d3
einer subzellularen Fraktionierung in eine Cytoplasma (C)- sowie eine Membran (M)-Fraktion unterzagen (Il
4.3). 5 pg Protein jeder Fraktion wurden durch eine 10%-ige SDS-PAGE aufgetrennt, auf eine PVDF-
Membran transferiert, und GAP-43 wurde detektiert. Der Nachweis gebundenen AntikSrpers erfolgte durch
gine Chemilumineszenz-Reakbon und Exposition eines Fuji Medical X-Ray Films fir 1 min, Die Intensitaten
der GAP-43 Expression wurden densitometrisch quantifiziert,

Sowchl in PCCT-Mz1-Zellen als auch im Mz-GAP-43 Klon A3 lag der Haupttell des GAP-43 Proteins in der
Membran-Fraktion vor.
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Wie bereits beschrieben wurde (Il 1.1.3), war die GAP-43 Expression in PCC7-Mz1-
Stammzellen sehr gering. Es konnte nur eine schwache Bande in der Membran-Fraktion
detektiert werden. An d3 hatte die Menge an GAP-43 in PCC7-Mzl-Zellen deutlich
zugenommen, und etwa 75% des Proteins lagen in der Membran-Fraktion vor. Dieses Ergebnis
bestatigt die Immunfluoreszenzanalysen (Abb. 4 c), die ebenfalls eine membranstandige
Lokalisation von GAP-43 in PCC7-Mzl1-Zellen aufgezeigt haben. Eine leicht abweichende
Verteilung des GAP-43 Proteins ergab sich aus den Untersuchungen der Mz-GAP-43 Klone.
Die Stammzellen des Klons A3 wiesen sowohl in der Cytoplasma- als auch in der Membran-
Fraktion eine starke GAP-43 Expression auf. Auffallig ist hier, dal3 in der Cytoplasma-Fraktion
fast nur die obere Bande des GAP-43 Proteins vorlag, wahrend in der Membran-Fraktion beide
GAP-43 Banden gleich stark auftraten. Am Differenzierungstag d3 befanden sich tber 80% des
Proteins in der Membran-Fraktion, wobei die Expression der oberen Bande in beiden
Fraktionen deutlich abnahm. Der Mz-GAP-43 Klon B9 wies die gleiche Verteilung von GAP-43

wie die Zellen des Klons A3 auf (Daten nicht gezeigt).

1.3.2 GAP-43 wird nach PKC-Phosphorylierung nicht transloziert

Durch die Bestimmung der intrazellularen Verteilung von GAP-43 in PCC7-Mz1-Zellen und in
den Mz-GAP-43 Klonen konnte demonstriert werden, da der Hauptteil des Proteins an
zellularen Membranen lokalisiert war. Ferner zeigten die "in vivo
Phosphorylierungsexperimente”, dall GAP-43 schon sehr frih wahrend der neuralen
Differenzierung der PCC7-Mz1-Zellen ein Substrat fir PKC darstellt (Ill 1.1.6). Daher sollte im
folgenden untersucht werden, ob GAP-43 nach Phosphorylierung durch PKC von der Membran
in das Cytosol transloziert wird. Eine solche phosphorylierungsabhéngige Translokation konnte
bereits fur das ubiquitdare PKC-Substrat MARCKS in PCC7-Mz1-Zellen nachgewiesen werden
(OEHRLEIN-KARPI, 1998).

PCC7-Mz1-Zellen und Zellen der Mz-GAP-43 Klone A3 und B9, die fir 24 h mit RA behandelt
worden waren (d1), wurden fur 20 min. zur Aktivierung von PKC mit 200 nM Phorbol-12,13-
dibutyrat (Phorbolester, PDB) stimuliert und anschlieBend einer subzellularen Fraktionierung
unterzogen. Als Kontrolle dienten unstimulierte Zellen. Die intrazellulare Lokalisation von GAP-
43 wurde durch Western-Blot Analysen ermittelt (Abb. 13). In PCC7-Mz1-Zellen lag sowohl mit
als auch ohne Phorbolester-Stimulierung der Hauptanteil des Proteins in der Membran-Fraktion
vor. In den beiden Mz-GAP-43 Klonen A3 und B9 enthielten die Cytoplasma- und die Membran-
Fraktion etwa gleichviel GAP-43, doch lieR sich auch hier keine Translokation des Proteins
nach PKC-Phosphorylierung detektieren. Eine Anderung der intrazellularen Lokalisation von
GAP-43 nach Aktivierung von PKC war weder flir das endogene noch fiir das ektopisch
Uberexprimierte Protein nachweisbar. Um die Aktivierung von PKC zu Uberprifen, wurde

parallel die intrazellulare Verteilung von MARCKS bestimmt. Nach Stimulierung von PKC durch
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Phorbolester wurde MARCKS sowohl! in den PCC7-Mz1-Zellen als auch in den Mz-GAP-43

Klonen von der Membran in das Cytosol transloziert.

PCC7-Mz1 Klon A3 Klon B9
Cytosol Membran | Cytosol | Membran | Cytosol | Membran
- + - + - | + - + - + -1 + 200nM

PDB

GAP-43

MARCKS

Abb. 13: GAP-43 wird nach Aktivierung von PKC nicht transloziert

Van PCCT-Mz1-Kulturen sowie von den Mz-GAP-43 Klonen A3 und BS wurden Zellen vom
Differenzierungszeitpunkt d1 for 20 min. zur Aktivierung von PKC mit 200 nM PDB behandelt (+).
Kontrolizellzn blisban unbehandelt (-). Anschlieliend wurden die Zellextrakte, wie unter 11 4.3 beschrieben,
in ging Cytoplasma- und eine Membran-Fraktion getrennt. Je 5 pg Protein jeder Fraktion wurden durch eine
10%-ige SDS-FPAGE sufgetrennt, auf eine PVDF-Membran transferiert und mit dem ant-GAP-43-
Antiserum  bzw  einem anti-MARCHKS-Antiserum  detekliert. Der MNachweis erfolgte durch eine
Chemilumineszenz-Reaktion und Exposition eines Fuji Medical X-Ray Films fir 1 min

Wahrend MARCKS in den drei untersuchten Zellinien nach Aktivierung von PKC in das Cytoplasma
transioziert wurde, lieft sich weder in FCC7-Mz1-Zelien noch in den Mz-GAP-43 Klonen A3 und BS eine
Veranderung der Lokalisation von GAP-43 nachweisen.

1.3.3 Zweidimensionale Gelelektrophorese des GAP-43 Proteins

Mittels zweidimensionaler Gelelektrophorese a3t sich parallel zum relativen Molekulargewicht
auch der isoelektrische Punkt (pl-Wert) eines Proteins bestimmen. Dabei wird das zu
analysierende Protein zunachst in der ersten Dimension gemal seines pl-Wertes aufgetrennt,
woran sich in der zweiten Dimension eine Auftrennung nach dem Molekulargewicht anschlief3t.
Zur weiteren Charakterisierung des endogenen und des ektopisch Uberexprimierten GAP-43
von PCC7-Mzl-Zellen sowie von den Mz-GAP-43 Klonen wurden Gesamtzellextrakte von
Kulturen, die fir 24 h mit RA behandelt worden waren (d1), einer zweidimensionalen
Gelelektrophorese unterzogen. Der Nachweis des GAP-43 Proteins erfolgte durch Western-Blot
Analysen. Diese Experimente wurden mit freundlicher Unterstitzung von Herrn Dr. M.
Winklhofer (Universitat Mainz, Institut fir Physiologische Chemie, Arbeitskreis Prof. A.
Maelicke) durchgefiihrt. In PCC7-Mz1-Zellen konnte ein spezifisches GAP-43 Signal detektiert
werden (Abb. 14). Dieser Spot wies eine molekulare Masse von ungefahr 43 kDa sowie einen
pl-Wert von etwa 4,5 auf. Diese Werte lagen in guter Ubereinstimmung mit beschriebenen

Daten (COGGINS et al., 1993).



Il Ergebnisse

80

Mz1
94 —
67 —
43 —

AJ
24 —
67 —
43 —

B9

Abb. 14: Zweidimensionale Auftrennung von GAP-43

Von PCCT-Mz1-Zellen sawie von Zellen der Mz-GAP-43 Klone A3 und BE, die fur 24 h mit BA behandsit wordsn
waren (d1), wurden ebwa 800 pg Zellextrakt einer ispelekirischen Fokussierung im pl-Bereich zwischen 3 und 10
unterzogen. In der zweiten Dimension folgte eine Trennung der Proteine durch eine 10%-ige SDS-PAGE,
Transfer auf eine PVDF-Membran und die Detektion mit dem anti-GAP-43-Antiserum. Der Nachweis wurde Ober
gine Chemilumineszenz-Reaktion und Exposition eines Fuji Medical X-Ray Films fur 2 min. durchgefohrt, Die
Pasitionen und malekularen Massen (kDa) des Proteinstandards sind angegeben.

Wahrend in PCCT-Mz1-Zellen ein Spot mit einem pl von etwa 4,5 sowia einer molekularen Masse von etwa 43
kDa nachgewlesen wurde, trat in den Mz-GAP-43 Klonen A3 und B ein zusatzlicher Spot mit einem basischeren
pl sowie einerum 4 bis 5 kDa httheren molekularen Masse auf{Pfeil).
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In den Zellextrakten der Mz-GAP-43 Klone A3 und B9 wurde dieser Spot ebenfalls
nachgewiesen. Zuséatzlich trat hier ein zweites, spezifisches Signal mit einer um 4 bis 5 kDa
héheren molekularen Masse sowie einem etwas basischeren pl-Wert auf (Pfeile in Abb. 14).
Dieser zweite Spot entsprach der in den eindimensionalen Western-Blot Analysen detektierten
oberen GAP-43 Bande.

1.3.4 GAP-43 ist palmityliert

GAP-43 ist in den PCC7-Mz1-Zellen sowie in den Mz-GAP-43 Klonen gréf3tenteils an zellularen
Membranen lokalisiert (Abb. 12). Fur die Assoziation des Proteins an die Innenseite der
Cytoplasmamembran scheint die posttranslationale Palmitylierung der zwei N-terminalen
Cysteinreste in den Positionen 3 und 4 (SKENE & VIRAG, 1989) verantwortlich zu sein (ZUBER et
al., 1989a). Um zu analysieren, ob GAP-43 in PCC7-Mz1-Zellen und in den davon abgeleiteten
uberexprimierenden Klonen ebenfalls palmityliert vorliegt, wurden die Zellen am
Differenzierungstag dl1 metabolisch mit radioaktiver [*H]-Palmitinsdure markiert. Nach
Extraktion der Zellen konnte palmityliertes GAP-43 Protein durch Immunprazipitation
angereichert und durch anschlieRende Autoradiographie nachgewiesen werden. Eine groRRe
Zahl von Proteinen aus PCC7-Mz1-Zellen und aus den Mz-GAP-43 Klonen A3 und B9 wurden
durch die metabolische Palmitylierung markiert (Abb. 15, Spuren 1-3). Nach Immunpréazipitation
von GAP-43 wurde in allen Zellen ein spezifisches Signal mit einer molekularen Masse von
etwa 43 kDa detektiert (Spuren 4-6). Durch eine parallele Western-Blot Analyse konnte dieses
Signal als GAP-43 identifiziert werden (Spuren 9-11). In den zwei Mz-GAP-43 Klonen waren
beide auftretenden GAP-43 Formen palmityliert. Zum Nachweis der Spezifitat der
Palmitylierung wurden die mit radioaktiver Palmitinsdure markierten Zellextrakte mit 1 M
Hydroxylamin-Lésung (NH,OH) inkubiert. Hydroxylamin spaltet die Thioesterbindung zwischen
dem Cysteinrest und der Palmitinsdure, so daf} diese freigesetzt wird. Nach Behandlung mit
Hydroxylamin konnten durch Autoradiographie im Gesamtzellextrakt des Mz-GAP-43 Klons A3
keine markierten Proteine und kein immunprazipitiertes GAP-43 mehr nachgewiesen werden
(Spuren 7 und 8).

Die erhaltenen Ergebnisse demonstrieren, dafl3 sowohl das endogene GAP-43 Protein in PCC7-
Mz1-Zellen als auch beide Formen von GAP-43 in den Mz-GAP-43 Klonen palmityliert
vorliegen, womit ein weiterer Nachweis der Funktionalitat des ektopisch exprimierten Proteins

erhalten werden konnte.
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Abb. 15: Palmitylierung von GAP-43

Wan PCCT-Mz1-Zellen und van den Mz-GAP-43 Klonen A3 und B2 wurde je eine 10 cm-Schale mit Zellen,
die fur 24 h mit RA behandelt worden waren (d1), fur 4 h mit 0,5 mCifml 9, 10-*H]-Paimitins&ure
metabolisch markierl. Zur Uberprifung der Markierung wurden je 15 ug Protein direkt durch eine 10%-ige
SDS-PAGE aufgetrennt (Spuren 1-3). Aus den restlichen Zellextrakten (je etwa 300 pg Protein) wurde
GAP-43 mit dem anti-GAP-43-Antiserum immunprazipitiert (IP) und dann elektrophoretisch aufgetrennt
[Spuren4-8). Zum Nachweis der Spezifitat der Palmitylierung wurde der Zellextrakt von Mz-GAP-43 A3 fur
1 h mit 1 M Hydroxylamin-Lésung (1 M MH:OH) inkubiert, wodurch die Palmitinsdure abgespalten wurde,
und direkt (Spur T) oder nach der Immunprézipitation von GAP-43 {Spur 8) elektrophoretisch aufgetrennt,
Vor dem Trocknen wurde das SDS-Gel fur 30 min. mit 1 M Natriumsalicylat-Losung fiuorographiert. Die
Exposition mit einem Kodak X-OMAT AR Film mit Verstarkerfolie erfolgte fir 3 Wochen. Durch die direkte
Western-Blot Anzlyse mit dem anti-GAP-43-Antiserum von je 5 pg Protein aus Gesamtzellextrakt konnte
die Position der GAP-43 Bande gezeigt werden (Spuren 9-11). Die Positionen und molekularen Massen
{kDa) des Proteinstandards sind angegeben.

Sowoh| das endogene GAP-43 aus PCCT7-Mz1-Zellen als auch beide Formen des GAP-43 Proteins aus
den Mz-GAP-43 Klonen lagen palmityliert vor.

1.3.5 GAP-43 wird nicht glykosiliert

Eine Vielzahl der zellularen Proteine werden posttranslational im endoplasmatischen Retikulum
und im Golgi-Apparat glykosiliert. Diese Modifikationen sind u.a. fur die intrazellulare Sortierung
eines Proteins verantwortlich. Auferdem wird durch Glykosilierungen die Wasserloslichkeit
sowie die Stabilitat von Proteinen erhdht. Da Uber eine mégliche Glykosilierung von GAP-43
noch keine Ergebnisse beschrieben worden sind, sollte untersucht werden, ob GAP-43 in
PCC7-Mz1-Zellen als Glykoprotein vorliegt. Fur diese Experimente wurde der "DIG-Glycan-
Detection-Kit" (Roche Biochemicals/Mannheim) verwendet. Durch diese Methode werden alle
Glykoproteine aus Zellextrakten mit dem Hapten DIG (Digoxygenin) markiert, indem die
Zuckerseitenketten der Proteine nach milder Oxidation kovalent mit einem DIG-gekoppelten
Hydrazid verbunden werden. Der Nachweis von Glykoproteinen erfolgt dann durch einen anti-
DIG-Antikérper. Um eine mdogliche Glykosilierung von GAP-43 nachzuweisen, wurden

Glykoproteine aus Gesamtzellextrakten (d1) von PCC7-Mz1-Zellen sowie von dem Mz-GAP-43
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Klon A3 mittels der oben beschriebenen Technik markiert. Nach Immunprazipitation von GAP-
43 konnte mdoglicherweise glykosiliertes GAP-43 durch eine Western-Blot Analyse mit einem
anti-DIG-Antikdrper nachgewiesen werden (Abb. 16). In den Spuren 1 und 2 sind die vom
Hersteller mitgelieferten Kontrollen aufgefiihrt. Der Nachweis der Glykosilierung des
Glykoproteins Transferrin sowie der nicht-glykosilierten Creatinase erfolgte parallel zur
Untersuchung der Zellextrakte. Wahrend in der Positiv-Kontrolle die Glykosilierung von
Transferrin gezeigt wurde (Spur 1), ergab die Markierung der nicht-glykosilierten Creatinase
kein Signal mit dem anti-DIG-Antikorper (Spur 2). In Spur 3 ist exemplarisch die Detektion von
DIG-markierten Glykoproteinen aus Gesamtzellextrakt des Mz-GAP-43 Klons A3 dargestellt.
Die Immunprézipitation von GAP-43 aus diesen Gesamtzellextrakten zeigte jedoch weder in
PCC7-Mz1-Zellen noch im Mz-GAP-43 Klon A3 ein Signal mit einer molekularen Masse von
ungeféhr 43 kDa (Spuren 4 und 5). Bei den héhermolekularen Banden mit den Grof3en von
etwa 55 und 60 kDa scheint es sich um Proteine zu handeln, die unspezifisch von dem anti-
GAP-43-Antiserum gebunden wurden, da diese Signale bei der Immunpréazipitation ohne
Antikérper nicht auftraten (Spur 6). Zur Kontrolle der Immunprazipitation sowie zur
Identifizierung der Lage der GAP-43 Bande wurden sowohl die Immunprazipitate als auch
Gesamtzellextrakte mit dem anti-GAP-43 Antikdrper detektiert. Die Immunprazipitation ohne
Antikérper ergab auch in der Western-Blot Analyse kein Signal (Spur 8), wahrend sich GAP-43
in den Immunprazipitaten der PCC7-Mz1-Zellen sowie des Klons A3 nachweisen liel3 (Spuren 9
und 10). Die in den Mz-GAP-43 Klonen vorliegende héhermolekulare Form von GAP-43 lief in
der SDS-PAGE auf der gleichen Hohe wie die schwere Kette des fir die Immunprazipitation
eingesetzten Antikérpers und wurde daher in der Western-Blot Analyse sowohl in PCC7-Mz1-
Zellen als auch im Klon A3 detektiert. Dies konnte dadurch demonstriert werden, daR eine
Immunprazipitation ohne Zellextrakt durchgefiihrt wurde (Spur 7). Die schwere
Immunglobulinkette von etwa 50 kDa lag auf der gleichen Hohe wie die obere GAP-43 Bande
aus Gesamitzellextrakten des Mz-GAP-43 Klons A3 (Spur 11), wahrend in PCC7-Mz1-Zellen nur
die endogene GAP-43 Form auftrat (Spur 12).

Diese Experimente zeigen, dall weder endogenes GAP-43 Protein noch ektopisch

uberexprimiertes GAP-43 in PCC7-Mz1-Zellen glykosiliert wird.
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Abb. 16: GAP-43 ist kein Glykoprotein

Der Machweis posttranslationaler Glykosilierungen von Protainen erfolgte mittels des "DIG-Glycan-Detection-
Kit" (Roche Biochemicals, Mannheim) nach den Apgaben des Herstellers (Il 4.7) ‘on etwa 300 pg
Gesamizellexirakt von PCC7-Mz1-Zelien und von Zellen des Mz-GAP-43 Klons A3, die fir 24 h mit Ra
behandelt worden waren (d1), wurden die Glykoproteine nach milder Oxidation der Alkcholgruppen der
Zuckerseitenketten mit dem Hapten DIG markiert, GAP-43 wurde durch Immunprazipitation (IP) mit dem anti-
GAP-43-Antiserumn angereichert. Eine anschiiellende Western-Blot Analyse mit einem anti-DIG-Antikdrper
zeigle kein spezifisches GAP-43 Signal (Spuren 4 und §). Im Gesamitzellextrakt liellen sich dagegen viele
Glykoproteine detektieren {Spur 3). Die im Kit enthaltene Positv-Kontrolle Transferrin wies ein deutliches Signal
auf (Spur 1), wahrend die Negativ-Kontrolle Creatinase nicht von dem anti-DIG-Antikarper erkannt wurde (Spur
2). Zur Kontrolle der Immunprizipitation wurden die Prazipitate im Western-Blot mit dem anti-GAP-43-
Antisgrum analysiert. Immunprazipitiertes GAP-43 war sowohl in PCC7-Mz1-Zellen (Spur 10) als auch im Mz-
GAP-43 Klon A3 (Spur 9) nachweisbar, wahrend die Immunprazipitation ochne  Antikérper (Spur 8) kein Signal
ergab. Die schwere Kette (50 kDa) des fir die Immunprazipitation eingesetzen Antikirpers lief im SD5-Gel
(10%) auf der gieichen Hohe wie die in den Mz-GAP-43 Klonen aufiretende obere Bande (Spur 7). Desweitaren
wurden die fellextrakte nach der Markierungsreaktion direkt im Western-Blot mit dem anti-GAP-43-Antiserum
detektiert (Spuren 11 und 12},

Glykosiliertes GAP-43 warweder in PCC7-Mz1-Zellen noch in den Mz-GAP-43 Klonen nachweisbar
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Die Ergebnisse der biochemischen Charakterisierung des endogenen GAP-43 aus PCC7-Mz1-
Zellen sowie des ektopisch exprimierten GAP-43 der Mz-GAP-43 Klone zeigten, dal3 beide
Proteine die gleichen Eigenschaften aufwiesen, wodurch die Funktionalitit des
Uberexprimierten GAP-43 Proteins nachgewiesen wurde. Bezlglich der untersuchten Kriterien
konnten keine Unterschiede zwischen den beiden GAP-43 Formen, die nach der Transfektion
auftraten, festgestellt werden. Da beide Proteine von derselben cDNA abstammen, scheinen

beide GAP-43 Formen funktionell zu sein.

1.4 GAP-43 interagiert mit Calmodulin

Zur weiteren Aufklarung von GAP-43 vermittelten Signaltransduktionswegen sollten mit GAP-43
interagierende Proteine identifiziert werden. Da bereits beschrieben wurde, dal GAP-43
Calmodulin in vitro binden kann (CIMLER et al., 1985), sollte diese Interaktion auch in vivo
gezeigt werden. Aufgrund der relativ schwachen Affinitat zwischen GAP-43 und Calmodulin
(ALEXANDER et al., 1987) wurde ein Quervernetzer ("Cross-linking Reagenz") zum Nachweis
einer Bindung zwischen GAP-43 und Calmodulin in PCC7-Mz1-Zellen eingesetzt. Durch die
Behandlung von intakten Zellen mit dem homobifunktionalen Cross-linking Reagenz DSP
(Dithiobis(succinimidylpropionat)), das aufgrund seiner lipophilen Struktur membrangangig ist,
werden interagierende Proteine in der Zelle kovalent verbunden. Diese Proteinkomplexe
kénnen in Western-Blot Analysen unter nicht-reduzierenden Bedingungen nachgewiesen
werden.

PCC7-Mz1-Zellen des Differenzierungstages d2 wurden, wie unter Il 4.8 beschrieben, mit DSP
inkubiert, und anschlieRend wurde eine Fraktionierung der Zellen in eine Cytoplasma- und eine
Membran-Fraktion durchgefuhrt. Abbildung 17 zeigt eine Western-Blot Analyse der extrahierten
Proteine der Membran-Fraktion. Mit dem anti-GAP-43-Antiserum lie3 sich in den Spuren 1-4
das native GAP-43 Protein mit einer molekularen Masse von etwa 43 kDa detektieren (Pfeil).
Zusatzlich trat in der Spur 3 eine Bande mit einer Masse von etwa 70 kDa auf (Pfeilkopf). Es
handelte sich hierbei um einen Komplex aus GAP-43 und Calmodulin, da mit einem anti-
Calmodulin-Antikdrper neben dem nativen Calmodulin Protein von etwa 17 kDa (Pfeil) eine
Bande der gleichen GréRe detektiert wurde (Spur 7), und da die addierten molekularen Massen
von GAP-43 (43 kDa) und Calmodulin (17 kDa) in guter Ubereinstimmung mit der gefundenen
Grof3e von etwa 70 kDa lagen. Durch die Behandlung der Zellextrakte mit dem Reduktionsmittel
b-Mercaptoethanol wurden die Proteine des Komplexes dissoziiert und konnten weder mit dem
anti-GAP-43-Antiserum (Spur 1) noch mit dem anti-Calmodulin-Antikérper (Spur 8)
nachgewiesen werden. Dieser Komplex trat ebenfalls nicht auf, wenn die Zellen nur mit dem

DSP-L6sungsmittel DMSO inkubiert wurden (Spuren 4 und 7). In den mit dem Cross-linking
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Reagenz DSP behandelten Zellextrakt wurden von dem anti-Calmodulin-Antikdrper neben dem
nativen Calmodulin sowie dem Calmodulin-GAP-43 Komplex zwei weitere Banden mit den
molekularen Massen von etwa 50 und 80 kDa nachgewiesen (Spuren 5 und 6). Dabei handelte
es sich um weitere Calmodulin-Komplexe, da diese Banden in den Ansatzen, die nur mit dem
Lésungsmittel DMSO (Spur 7) oder mit dem Reduktionsmittel b-Mercaptoethanol (Spur 8)
inkubiert wurden, nicht auftraten. In der Cytoplasma-Fraktion konnten keine GAP-43-

Calmodulin Komplexe nachgewiesen werden (Daten nicht gezeigt).

Efte’"' anti-GAP-43 anti-Calmodulin
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Abb. 17: interaktion zwischen GAP-43 und Calmodulin in PCC7-Mz1-Zellen

Pro Ansatz wurde eine 10 cm-Schale PCC7-Mz1-Zellen vom Differenzierungstag d2 fir 20 min. mit 200
nM POB (PDB +) oder mit Puffer (PDB -) behandelt, Anschlislend wurden die Zellen fur 15 min, bei RT
mit 1 mM des Cross-linking Reagenz DSP (DSP +) oder mit der entsprechenden Konzentration des
Lésunsmittels DMSO (DSP -} inkubiert. Von den Zellen wurde dann eine Cytoplasma- und eine
Membran-Fraktion hergestellt, und die Proteine der Membran-Fraktion wurden durch eine 12 5%-ige
SDS-PAGE unter nicht-reduzierenden (f-MeOH -) oder unter reduzierenden (B-MeOH +) Bedingungen
aufgetrennt. Nach dem Transfer auf eine PYDF-Membran erfolgte eine Western-Blot Analyse mit dem
anti-GAP-43-Antiserum (Spuren 1-4) und einem anti-Calmodulin-Antikorper (Spuren 5-8). Zum
Nachweis gebundener Aniikbrper wurde eine Chemilumineszenz-Reaklion durchagefuhrt. Die
Positionen und molekularen Massen (kDa) des Proteinstandards sind angegeben.

Matives GAP-43 (Spuren 1-4) sowie natives Calmodulin {Spuren 5-8) sind durch Pfeile markiert. Mach
Behandlung mit DSP trat sowohl mit dem anti-GAP-43-Antiserum (Spur 3) als auch mit dem anti-
Calmodulin-Antikorper (Spur ) unter nicht-reduzierenden Bedingungen ein identischer Komplex von
etwa 70 kDa auf (Pleilkopf). Dieser GAP-43/Calmodulin-Komplex nahm nach Phosphorylierung von
GAP-43 durch PKC ab (Spuren 2 und 5).
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Durch in vitro-Analysen konnte bereits gezeigt werden, dal3 die Affinitdt von GAP-43 fir
Calmodulin nach Phosphorylierung durch PKC stark reduziert wird (CHAPMAN et al., 1991). Um
zu demonstrieren, dal3 diese Regulation auch in intakten Zellen vorlag, wurden die PCC7-Mz1-
Zellen vor der Behandlung mit dem Cross-linking Reagenz fir 20 min. mit 200 nM PDB zur
Aktivierung von PKC inkubiert. Die Phosphorylierung von GAP-43 durch PKC flihrte zu einer
deutlichen Abnahme des 70 kDa groRen GAP-43-Calmodulin Komplexes (Spuren 2 und 5),
wodurch gezeigt werden konnte, daf3 die Bindung zwischen GAP-43 und Calmodulin durch
PKC moduliert wurde. Zusatzlich waren auch die zwei weiteren Calmodulin-Komplexe von 50
und 80 kDa sensitiv gegentiber der PKC-Phosphorylierung, da die Intensitaten dieser Banden
ebenfalls deutlich abnahmen (Spur 5).

Um zu untersuchen, ob das ektopisch exprimierte GAP-43 Protein bereits in Stammzellen
Interaktionen mit Calmodulin eingeht und damit funktionell ist, wurden weitere Cross-linking
Experimente mit den Mz-GAP-43 Klonen A3 und B9 durchgefiihrt. Stammzellen der Mz-GAP-43
Klone A3 und B9 sowie von PCC7-Mz1-Zellen wurden mit dem Cross-linking Reagenz DSP
behandelt und anschlieBend in eine Cytoplasma- und eine Membran-Fraktion aufgetrennt. In
Abbildung 18 ist eine Western-Blot Analyse von den Proteinen der Membran-Fraktion mit dem
anti-GAP-43-Antiserum sowie dem anti-Calmodulin-Antikdrper dargestellt. Natives GAP-43 (43
kDa) (Pfeil) liel3 sich in den Extrakten der Mz-GAP-43 Klone A3 und B9 (Spuren 3-6 und 15-18)
als Doppelbande detektieren, wéhrend in PCC7-Mz1-Stammzellen — wie bereits beschrieben
(I 1.1.3) - GAP-43 kaum nachweisbar war (Spuren 1, 2, 13, 14). Der Calmodulin-Antikorper
erkannte in allen Extrakten natives, etwa 17 kDa groRes Calmodulin (Spuren 7-12 und 19-24)
(Pfeil). In den mit DSP inkubierten Extrakten der Mz-GAP-43 Klone A3 und B9 wurde sowohl
mit dem anti-GAP-43-Antiserum (Spuren 3 und 5) als auch mit dem anti-Calmodulin-Antikdrper
(Spuren 9 und 11) eine Bande mit einer molekularen Masse von etwa 70 kDa detektiert. Hierbei
handelte es sich um einen Komplex zwischen GAP-43 und Calmodulin, da diese Bande weder
in den Ansétzen, die nur mit dem Loésungsmittel DMSO behandelt wurden (Spuren 4, 6, 10,
12), noch in den Ansatzen, die mit dem Reduktionsmittel b-Mercaptoethanol inkubiert wurden
(Spuren 15-18 und 21-24), auftrat (siehe auch Abb. 17). In Stammzellen der PCC7-Mz1 Kultur
war aufgrund der geringen GAP-43 Expression kein GAP-43 Komplex nachweisbar (Spur 1).
Dagegen konnten sowohl in PCC7-Mz1-Zellen (Spur 7) als auch in den Mz-GAP-43 Klonen
(Spuren 9 und 11) weitere Calmodulin-Komplexe mit molekularen Massen von etwa 50, 60 und
80 kDa detektiert werden.
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Abb. 18: Interaktion zwischen GAP-43 und Calmodulin in der Membran-Fraktion von Stammzellen der Mz-GAP-43 Klone

Stammzellen von PCC7-Mz1 sowie von den Mz-GAP-43 Klonen A3 und B9 wurden fur 15 min. bei RT mit 1 mM DSP (DSP +) oder mit der entsprechenden
Konzentration des Lésungsmittels DMSO (DSP -) behandelt. Die extrahierten Proteine der Membran-Fraktion wurden unter nicht-reduzierenden (b-MeOH -) oder
unter reduzierenden Bedingungen (b-MeOH +) durch eine 12,5%-ige SDS-PAGE aufgetrennt und auf eine PVDF-Membran transferiert. Es folgte eine Western-Blot
Analyse mit dem anti-GAP-43-Antiserum sowie einem anti-Calmodulin-Antikérper. Gebundener Antikérper wurde durch eine Chemilumineszenz-Reaktion
nachgewiesen. Die relativenMolekulargewichte des Proteinstandards sind angegeben.

Die Pfeile markieren natives GAP-43 (43 kDa) (Spuren 1-6 und 13-18), das in den Mz-GAP-43 Klonen als Doppelbande auftrat, sowie natives Calmodulin (17 kDa)
(Spuren 7-12 und 19-24). In den mit DSP behandelten Extrakten der Mz-GAP-43 Klone A3 und B9 wurde sowohl mit dem anti-GAP-43-Antiserum (Spuren 3 und 4) als
auch mit dem anti-Calmodulin-Antikdrper (Spuren 9 und 11) unter nicht-reduzierenden Bedingungen ein Komplex von etwa 70 kDa detektiert (Pfeilkopf). Dieser GAP-
43/Calmodulin-Komplex war nach Zugabe des Reduktionsmittels b-MeOH aufgeldst und konnte nichtin PCC7-Mz1-Zellen nachgewiesen werden.

b-MeOH: b-Mercaptoethanol =~ DSP: Dithiobis(succinimidylpropionat) CaM: Calmodulin
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Abb. 19: Interaktion zwischen GAP-43 und Calmodulin in der Cytoplasma-Fraktion von Stammzellen der Mz-GAP-43 Klone

21 22 23 24

Stammzellen von PCC7-Mz1 sowie von den Mz-GAP-43 Klonen A3 und B9 wurden fiir 15 min. bei RT mit 1 mM DSP (DSP +) oder mit der entsprechenden Konzentration des
Lésungsmittels DMSO (DSP -) behandelt. Die extrahierten Proteine der Cytoplasma-Fraktion wurden unter nicht-reduzierenden (b-MeOH -) oder unter reduzierenden
Bedingungen (b-MeOH +) durch eine 12,5%-ige SDS-PAGE aufgetrennt und auf eine PVDF-Membran transferiert. Es folgte eine Western-Blot Analyse mit dem anti-GAP-43-
Antiserum sowie einem anti-Calmodulin-Antikdrper. Gebundener Antikdrper wurde durch eine Chemilumineszenz-Reaktion nachgewiesen. Die relativen Molekulargewichte

des Proteinstandards sind angegeben.

Die Pfeilemarkieren natives GAP-43 (43 kDa) (Spuren 1-6 und 13-18), das in den Mz-GAP-43 Klonen als Doppelbande auftrat, sowie natives Calmodulin (17 kDa) (Spuren 7-12
und 19-24). In den mit DSP behandelten Extrakten der Mz-GAP-43 Klone A3 und B9 wurde sowohl mit dem anti-GAP-43-Antiserum (Spuren 3 und 4) als auch mit dem anti-
Calmodulin-Antikérper (Spuren 9 und 11) unter nicht-reduzierenden Bedingungen ein Komplex von etwa 70 kDa detektiert (Pfeilkopf; siehe auch Abb. 18). Dieser GAP-
43/Calmodulin-Komplex war nach Zugabe des Reduktionsmittels b-MeOH aufgeldst und konnte nicht in PCC7-Mz1-Zellen nachgewiesen werden. Zuséatzlich trat in den Mz-

GAP-43Klonen A3 und B9 ein weiterer, etwa 60 kDa groR3er Komplex von GAP-43 mit einem unbekannten Protein auf (*).
b-MeOH: b-Mercaptoethanol ~ DSP: Dithiobis(succinimidylpropionat) CaM: Calmodulin
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Auch in den Zellextrakten der Cytoplasma-Fraktion trat in den Mz-GAP-43 Klonen A3 und B9
ein Komplex zwischen GAP-43 und Calmodulin auf (Abb. 19). Dieser Komplex mit der
molekularen Masse von etwa 70 kDa wurde nach Behandlung mit dem Cross-linking Reagenz
DSP in den Spuren 3 und 5 mit dem anti-GAP-43-Antiserum und in den Spuren 9 und 11 mit
dem anti-Calmodulin-Antikdrper nachgewiesen (Pfeilkopf). Sowohl die Inkubation der Zellen mit
dem Lésungsmittel DMSO (Spuren 4, 6, 10, 12) als auch die Behandlung der Extrakte mit dem
Reduktionsmittel b-Mercaptoethanol (Spuren 15-18 und 21-24) flhrte zur Aufldsung des
Komplexes. Natives GAP-43 (43 kDa) (Pfeil) war wiederum nur in den Mz-GAP-43 Klonen
(Spuren 3-6 und 15-18) nicht aber in den PCC7-Mz1-Zellen (Spuren 1, 2, 13, 14) nachweisbar,
wohingegen natives Calmodulin (17 kDa) (Pfeil) in allen Extrakten vorlag (Spuren 7-12 und 19-
24). In den mit DSP behandelten Ansatzen der Mz-GAP-43 Klone A3 und B9 wurde mit dem
anti-GAP-43-Antiserum unter nicht-reduzierenden Bedingungen neben dem GAP-43-
Calmodulin Komplex ein weiterer Komplex zwischen GAP-43 und einem unbekannten Protein
identifiziert (*) (Spuren 3 und 5). Dieser Komplex besal eine molekulare Masse von etwa 60
kDa und trat ebenfalls nicht in PCC7-Mz1-Zellen (Spur 1) auf. Auch mit dem Calmodulin-
Antikérper konnten in PCC7-Mz1-Zellen und in Zellen der Mz-GAP-43 Klone weitere Komplexe
mit einer GroRRe von etwa 50 sowie 80 kDa nachgewiesen werden.

Durch diese Experimente konnte somit gezeigt werden, dal} ektopisch exprimiertes GAP-43
bereits in Stammzellen mit Calmodulin interagiert und dadurch Calmodulin-abhangige
Signalwege beeinflussen kann. Zuséatzlich bindet GAP-43 im Cytoplasma an ein weiteres, nicht-

identifiziertes Protein.

1.5 EinfluR von GAP-43 auf die neurale Differenzierung der PCC7-Mz1-Zellen

1.5.1 Differenzierungspotential der Mz-GAP-43 Klone

Der EinfluR der Uberexpression des GAP-43 Proteins in Stammzellen auf die durch RA
induzierte neurale Differenzierung der PCC7-Mzl-Zellen wurde durch die Analyse des
Differenzierungspotentials der erzeugten Mz-GAP-43 Klone bestimmt. Die Zellen der 6
isolierten Mz-GAP-43 Klone wurden auf Deckglasern ausgesat und durch Zugabe von RA
differenziert. Das wahrend des Zeitverlaufs entstehende Differenzierungsbild der einzelnen
Klone wurde mikroskopisch analysiert und mit dem der PCC7-Mz1-Zellen verglichen. Die
Phanotypen der lebenden, unfixierten Kulturen wurden anhand der in der Einleitung
beschriebenen morphologischen Merkmale den drei Subtypen der PCC7-Mz1-Zellen
zugeordnet (I 3.1). Von den 6 erzeugten Klonen wiesen 4 das Differenzierungsbild eines N-
Subtyps auf (Mz-GAP-43 B9, D1, F1, G3). Aus den Stammzellen dieser Klone entwickelten sich
nach Zugabe von RA fast ausschlie3lich neuronale Zellen, die sich bereits ab d3 in einem Uber

lange Auslaufer verbundenen Netzwerk organisierten. Bei der mikroskopischen Analyse der
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Kulturen war auffallig, dal3 die Neurone trotz des Mangels an Zellen flacher Morphologie
teilweise bis zum Differenzierungstag d8 Uberlebten. Die beiden anderen Mz-GAP-43 Klone
(Mz-GAP-43 A3, G10) wurden als O-Phanotyp identifiziert. In diesen Kulturen entwickelten sich
ebenfalls hauptsachlich Neurone, die von wenigen Zellen flacher Morphologie umgeben waren.
Das entstandene neuronale Netzwerk dieser Klone war bis zum Differenzierungstag d8 stabil,
wobei der Anteil flacher Derivate an der Gesamtkultur unter 10% betrug. Die Zuordnung der
Mz-GAP-43 Klone zu den verschiedenen Subtypen wurde durch drei unabhangige
Differenzierungen von Zellen unterschiedlicher Passagen reproduziert, wodurch gezeigt werden
konnte, daRR das Differenzierungspotential der Klone stabil war. In Abbildung 20 sind
charakteristische Bilder von Stammzellen sowie von Zellen der Differenzierungszeitpunkte d3
und d6 der PCC7-Mz1-Zellen und der beiden Mz-GAP-43 Klonen A3 und B9 gegenlibergestellt.
Bei diesen Aufnahmen handelt es sich um vital photographierte Zellen. Wéahrend sich die
Stammzellen der drei Kulturen (Mz1, A3, B9) morphologisch &hnlich waren, unterschied sich
am Differenzierungstag d3 das Differenzierungsbild der PCC7-Mz1-Zellen bereits deutlich von
dem der Mz-GAP-43 Klone A3 und B9. In der PCC7-Mz1 Kultur wurden neben Neuronen
(Pfeile) schon einige Zellen mit flacher Morphologie (Pfeilkopfe) identifiziert. Die Kulturen der
Klone A3 und B9 enthielten dagegen nur neuronale Zellen (Pfeile), die Uber ihre Auslaufer
miteinander  verbunden waren. Noch deutlicher wurde dieser Unterschied im
Differenzierungsverhalten an d6. In der PCC7-Mz1-Kultur lagen Neurone (Pfeile) auf einem
konfluenten Rasen flacher Zellderivate. Die Neurone der Mz-GAP-43 Klone haben sich
hauptsachlich in neuronalen Aggregaten, aus denen einzelne Neurite abgingen,
zusammengelagert. Es traten jedoch auch vereinzelt liegende Neurone auf (Pfeile). Zudem
konnten keine Derivate flacher Morphologie identifiziert werden. Diese morphologische
Untersuchung des Differenzierungsverhaltens der Mz-GAP-43 Klone im Vergleich zu den
PCC7-Mz1-Zellen lieferte demnach erste Hinweise auf eine mdgliche Etablierung des
neuronalen Phanotyps durch die Uberexpression des GAP-43 Proteins. Um diese Aussage zu
verifizieren, und um auszuschlielBen, dal3 die bevorzugte Entwicklung neuronaler Phanotypen
durch klonale Selektion bedingt war, wurde die Verteilung der auftretenden Subklone der Mz-
GAP-43 Klone mit den Phanotypen, die nach einer Subklonierung von PCC7-Mzl-Zellen
entstanden, verglichen. Fir diese sogenannte "mock” Transfektion wurden PCC7-Mz1-Zellen
mit dem pcDNA3-SV40-Vektor ohne kodierendes Insert transfiziert. Die Transfektionsprozedur
sowie die anschlieRende Subklonierung zur Erzeugung stabiler Einzelklone wurde genau wie
mit dem pcDNA3-SV40-GAP-43 Vektor durchgefiihrt. Es wurden 21 Mz1-mock Klone erzeugt,
deren Differenzierungspotential mikroskopisch beurteilt wurde. Nach 3 unabhéngigen
Differenzierungen wurden 13 Klone als P-Phanotyp identifiziert, wahrend 3 Klone als N-Subtyp

und 1 Klon als O-Subtyp charakterisiert wurden. 4 Klone konnten nicht differenziert werden, da
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die Zellen dieser Kulturen innerhalb weniger Tage nach Behandlung mit RA vollstandig
abstarben.

Abb. 20: Differenzierung von PCC7-Mz1-Zellen und Mz-GAP-43 Klonen

PCCT7-Mz1-Zellen (a, d, g) sowie Zellen der Mz-GAP-43 Klone A3 (b, e, h) und BS (g, f, I} wurden auf
Deckglasern mit den unter || 2.2 angegebenen Dichten ausgesat und mit RA differenziert. Die
Kulturen wurden vital an d0 {a, b, ¢), and3 (d, e, flund an dé (g, h, i) photographiert. Die Balkenlange
entspricht 62 pm. Die Pfeile weisen auf Meurone, wahrend die Pleilkopfe Zellen mit flacher
Morphologie detektieren.

In den Kulturen der Mz-GAP-43 Klone A3 und B9 konnten keine Zellen flacher Morphologie
identifiziert werden.
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In Tabelle 7 ist die Verteilung der verschiedenen Subtypen in den Mz1-mock Klonen und in den
Mz-GAP-43 Klonen dargestellt. Es wird deutlich, daR der P-Phanotyp nach der Subklonierung
von PCC7-Mz1-Zellen der dominierende Subtyp war, wahrend durch die Uberexpression von
GAP-43 ausschlie3lich die beiden neuronalen N- und O-Phénotypen entstanden, und kein Mz-
GAP-43 Klon in den multipotenten P-Phanotyp differenzierte. Dieses Ergebnis bestétigt die
Hypothese, dal? GAP-43 in die Entstehung und Stabilisierung des neuronalen Phanotyps von
PCC7-Mz1-Zellen involviert ist.

P-Subtyp O-Subtyp N-Subtyp keine Differenzierung
(Klone) (Klone) (Klone) (Klone)
Mz-GAP-43
- 2 4 -

(n=6)
Mz-mock

13 1 3 4
(n=21)

Tab. 7: Differenzierungspotential der Mz-GAP-43 sowie der Mz-mock Klone

1.5.2 Expression von Markermolekiilen in Mz-GAP-43 Klonen

Zum weiteren Nachweis eines Einflusses von GAP-43 auf die neuronale Determinierung der
PCC7-Mz1-Stammzellen wurde die Expression verschiedener Markermolekiile in den Mz-GAP-
43 Klonen im Vergleich zu PCC7-Mz1-Zellen untersucht.

Die Expression des neuronalen Markers NF68, des Fibroblasten Markers Thyl.2 sowie des
astroglialen Markers GFAP ("glial fibrillary acidic protein") wurde auf Transkript-Ebene
analysiert. Dazu wurden Reverse Transkriptase-PCR Reaktionen mit Gesamt-RNA aus
Stammzellen sowie aus Zellen der Differenzierungszeitpunkte d1 und d3 von PCC7-Mz1-Zellen
und von den Mz-GAP-43 Klonen A3 und B9 durchgefiihrt (Abb. 21). Die Expression des NF68-
Transkripts war in allen drei Zellinien gleich. Wahrend sich in Stammzellen sowie in Zellen vom
Differenzierungszeitpunkt d1 die NF68-mRNA kaum nachweisen lief3, wurde ihre Expression an
d3 stark induziert. Deutliche Unterschiede im Expressionsmuster ergaben sich dagegen bei der
Analyse von Thyl.2 und GFAP. Diese Marker fUr Fibroblasten bzw. Astroglia-Zellen konnten
nur in PCC7-Mz1-Zellen detektiert werden. Das Transkript von Thy1.2 wurde nur in Zellen des
Differenzierungszeitpunktes d3 gefunden, wahrend die GFAP-mRNA sowohl in Stammzellen
als auch in Zellen vom d1 und d3 nachgewiesen wurde. Zur Kontrolle gleicher Mengen
eingesetzter RNA sowie zum Nachweis der Integritat der RNA wurden Reverse Transkriptase-
PCR Reaktionen mit Primern fiir das ubiquitar exprimierte Haushaltsgen GAPDH
(Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase) durchgefiihrt. Die GAPDH-mRNA konnte in allen

Ansatzen amplifiziert werden.
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NF68
(246 bp)

Thy1.2
(513 bp)

GFAP
(552 bp)

GAPDH
(760 bp)

Abb. 21: Expression von Markermolekiilen in PCC7-Mz1-Zellen und Mz-GAP-43 Klonen

Von PCC7-Mz1-Zellen sowie von den Mz-GAP-43 Klonen A3 und BS wurde von Stammzellen sowia
von Zellen der Differenzierungszeitpunkie d1 und d3 Gesamt-RNA isoliert (11 3.5.1), und anschliefsnd
fur Reverse Transhkriptase Reaktionen (Il 3.8.1) eingesetzt. Mit der erhaltenen cDNA wurden PCR-
Analysen mit spezifischen Primem fiir den neuronaien Marker NFEE, den Fibroblasten-Marker
Thyl.2, den Marker fOr Astroglia-Zellen GFAP sowie fir das ubiquitdr exprimierte GAPDH-Gen
durchgefohrt Die gewéhlten PCR-Bedingungen sind unter |1 3.8 2 beschrieben. Die erhaltenen PCR-
Produkte wurden auf 1%-igen Agarosegelen aufgetrennt und unter UV-Licht nach Farbung mit
Ethidiumbromid sichtbar gemacht, Die Griélen der PCR-Produkte entsprechen den von dar Sequenz
abgeleiteten Langen der einzelnen Gene

In den Mz-GAP-43 Klonen konnien keine Transkripte flr die Marker von Fibroblasten und Astroglia-
Zellen nachgewissen werden.

M: DMA-Langenstandard (113.1.1)
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Es konnte somit gezeigt werden, dal? die Mz-GAP-43 Klone A3 und B9 im Gegensatz zu PCC7-
Mz1-Zellen auf Transkript-Ebene keine Markermolekile fir Fibroblasten und Astroglia-Zellen

exprimieren.

1.5.3 Reifung der Neurone der Mz-GAP-43 Klone

In weiteren Experimenten wurde untersucht, ob der Reifungsprozeld von Neuronen in Mz-GAP-
43 Kulturen im Vergleich zu dem von PCC7-Mz1-Zellen durch die Uberexpression des GAP-43
Proteins beschleunigt war. Analysen der Expression des neuronalen Clathrins, das ein
Markerprotein flr spatere neuronale Differenzierungsstadien der PCC7-Mz1-Zellen darstellt
(OEHRLEIN-KARPI, 1998), konnten demonstrieren, dal3 das Protein wahrend des RA-induzierten
Differenzierungsverlaufs in den Mz-GAP-43 Klonen nicht friiher als in PCC7-Mz1-Zellen auftrat
(Abb. 22). Die Western-Blot Analysen zeigten, dal3 in allen drei Zellinien an dO und d1 keine
Clathrin-Expression detektierbar war, wahrend die Expression an d2 induziert wurde und an d3

weiter zunahm.

PCC7-Mz1 Klon A3 Klon B9

1d0 | diyd2y d3 1d0d11d21d31d0yd1jd2]d3 |

n-Clathrin

Abb. 22: Expression von neuronalem Clathrin in PCC7-Mz1-Zellen und Mz-GAP-43 Klonen

Von PCC7-Mz1-Zellen und von den Mz-GAP-43 Klonen A3 und BS wurden von Stammzellen sowie von
Zellen der Differenzierungszeitpunkte d1, d2 und d3 Gesamizellextrakte hergestelit. Je 15 pg des
extrahierten Proteins wurden durch eine 12 5%-ige SD5-PAGE aufgetrennt und nach dem Transfer auf
eine PVYDF-Membran mit einem Antiktrper gegen die leichte Kette des neuronalen Clathrins (n-Clathrin}
inkubiert. Der Nachweis gebundenen Antikdrpers erfolgte durch eine Chemilumineszenz-Reaktion und
Exposition eines Fuji Medical X-Ray Films fir 10 min

Die Expression von neuranalem Clathrin wurde in alien drei Zellinien an d2 induziert

Als eine weitere Eigenschaft reifer Neurone wurde die Ausprdgung von neuronaler Polaritat
untersucht. Polare Neurone sind in PCC7-Mz1-Zellen ab der zweiten Differenzierungswoche
nachweisbar (BERGER et al., 1997). Axonale Auslaufer kénnen durch die Expression
spezifischer Markerproteine wie Synaptophysin (BERGER et al., 1997) und GAP-43 (ESDAR et
al., 1999a) von Dendriten, die fur MAP2a/b positiv sind, unterschieden werden. Vor der
Entwicklung von Polaritat kénnen die Markerproteine in allen Neuriten nachgewiesen werden.
Durch Doppelimmunfluoreszenzfarbungen des axonspezifischen GAP-43 Proteins sowie des
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somatodendritenspezifischen MAP2a/b Proteins wurde gezeigt, daf} die Neurite der PCC7-Mz1-
Zellen am Differenzierungstag d6é wie erwartet noch keine Polaritat ausgebildet haben (Abb. 23
a, b). Beide Proteine konnten in beiden Auslaufern des Neurons nachgewiesen werden. Die
Neurone der Mz-GAP-43 Klone A3 und B9 wiesen an d6 ebenfalls noch keine polare Verteilung
der untersuchten Markerproteine GAP-43 und MAP2a/b auf, da jeweils beide Neurite fir beide
Markerproteine positiv waren (Abb. 23 d, e, g, h). Die Untersuchung von neuronaler Polaritat in
Mz-GAP-43 Klonen an spateren Differenzierungszeitpunkten konnte nicht durchgefihrt werden,
da sich die Neurone aufgrund des Fehlens der flachen Zellderivate zwischen
Differenzierungstag d6 und d8 von der Wachstumsflache ablésten. Die gezeigten
Phasenkontrastaufnahmen verdeutlichen, daf in den Kulturen der Mz-GAP-43 Klone im

Gegensatz zur PCC7-Mz1-Kultur keine Zellen flacher Morphologie auftraten (Abb. 23 c, f, i).

MAPZ2alb GAP-43 Phase

Mz1

A3

BY

Abb. 23: Die Ausprigung von neuronaler Polaritat ist in Mz-GAP-43 Klonen im Vergleich zu PCCT-
Mz1-Zellen nicht beschleunigt

PCC7-Mz1-Zellen (a. b, ¢) sowie Zellen der Mz-GAP-43 Klone A3 (d, e, f) und BY (g, h, i) wurden auf mit
Laminin beschichteten Deckglasern ausgesat, mit RA differenziert und am Differenzierungstag db fixiert.
Eswurden Doppelimmunfluoreszenzfarbungen mit dem dendritenspezifischen Markerprotein MAP2a/b (a,
d, g) sowie dem axonspezifischen Markerprotein GAP-43 (b, e, h) durchgefihrt. MAP2a/b wurde mit einem
FITC-gekoppelten Zweitantikorper (grine Fluoreszenz) und GAP-43 wurde mit einem Cy3-markierten
Zweitantikdrper (rote Fluoreszenz) nachgewiesen. Die entsprechenden Phazenkontrastaufnahmen (o, £ i)
sind jeweils rechis dargestelit. Die Balkenlange entspricht 15,6 pm.

Die Neurcne der Mz-GAP-43 Kione wiesen wie dig der PCCT-Mz1-Zellen an dé noch keine polare
Verteilung der Markerproteine MAP2a/b und GAP-43 auf.
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Die Uberexpression von GAP-43 fiihrte demnach nicht zu einer Beschleunigung des
neuronalen Differenzierungsprozesses, da charakteristische Merkmale reifer Neurone wie die
Expression von neuronalem Clathrin sowie die Auspragung von Polaritéat in Mz-GAP-43 Klonen

nicht frher als in PCC7-Mz1-Zellen auftraten.

1.5.4 Expression des Transkriptionsfaktors NCNF in den Mz-GAP-43 Klonen

Arbeiten von Herrn Dr. S. Schneider-Hirsch sowie Frau Dr. U.-M. Bauer zeigten, dal3 die
Expression des Transkriptionsfaktors NCNF ("neuronal cell nuclear factor”) in PCC7-Mz1-Zellen
innerhalb von 6 h nach Behandlung mit RA induziert wird (SCHNEIDER-HIRSCH, 1996). NCNF
wird ausschlie3lich in Neuronen exprimiert, was auf eine mdogliche Funktion fir neuronale
Differenzierungsprozesse der PCC7-Mzl-Zellen hinweist (BAUER et al., 1997). Um zu
analysieren, ob NCNF mdglicherweise in die Determinierung des neuronalen Ph&notyps der
Mz-GAP-43 Klone involviert ist, wurde die Expression dieses Transkriptionsfaktors in den
PCC7-Mz1-Zellen sowie in den Mz-GAP-43 Klonen A3 und B9 auf Transkript-Ebene untersucht.
Northern-Blot Analysen wurden mit einer 1,6 kb langen NCNF-Sonde, die tber Hindlll aus dem
pBS-NCNF-Vektor (BAUER et al., 1997) ausgeschnitten wurde, von Gesamt-RNA aus
Stammzellen sowie aus Zellen der Differenzierungszeitpunkte d1 und d3 durchgefihrt (Abb.
24). Wahrend die 7,5 kb grof3e mRNA von NCNF in den Stammzellen aller drei Zellinien nicht
nachweisbar war, wurde ihre Expression 24 h nach Behandlung mit RA induziert. Zusatzlich
lie sich in den Mz-GAP-43 Klonen A3 und B9 an allen drei untersuchten Zeitpunkten ein
kiirzeres NCNF-Transkript von etwa 2,3 kb detektieren, das in PCC7-Mz1-Zellen nicht auftrat.
Die Expression dieser kleineren NCNF mRNA wurde bisher nur in Testis-Gewebe gefunden, wo
sie durch differentielles SpleiRen des 3'-nicht-translatierten Bereichs entstehen soll (BAUER et
al., 1998). Die besonders starke Expression der kirzeren NCNF mRNA in den Stammzellen
(d0) der Mz-GAP-43 Klone laf3t eine Beteiligung dieses Transkriptionsfaktors an der Etablierung

des neuronalen Phanotyps vermuten.
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PCC7-Mz1 Klon A3 Klon B9
) L] L] 1
0311310111310 113 ] Tag

NCNF mRNA (7,5 kb)
285 —

185 — NCNF mRNA (2,3 kb)

285 —

185 —

Abb. 24: Expression von NCNF in PCC7-Mz1-Zellen und in den Mz-GAP-43 Klonen

\on PCC7-Mz1-Zellen und von Zelien der Mz-GAP-43 Klone A3 und BY wurde aus Stammzellen sowie
aus Zellen der Differenzierungszeitpunkie d1 und d3 Gesamt-RNA isoliert. Je 5 pg wurden auf einem
1,2%-i%en Formaldehyd-Agarose-Gel aufgetrennt, auf eine Hybond N-Membran transferiert und mit
einer [“P}l-markieten NCNF-Sonde hybridisiert. Die Autoradiographie erfolgte for 3 Tage mit
Werstarkerfolie bei -80°C aufeinem Kodak X-OMAT AR Film.

Wahrend in PCCT-Mz1-Zellen nur die 7,5 kb grofie mRENA von NCNF auftrat, konnte in den Mz-GAP-
43 Klonen sowehl die 7,5 kb grolte mRMA als auch die 2,3 kb grofe mRNA von NCNF nachgewiesen
werden.

Zum Nachweis gleicher RNA-Mengen sind im unteren Teil der Abbildung die mit Ethidiumbromid
angefarbten ribosomalen RNAs (285 und 185) des entsprechenden Gels gezeigt

1.5.5 Mz-GAP-43 Klone werden durch Laminin nicht in den P-Phanotyp revertiert

Wie bereits beschrieben, konnten durch Subklonierungen der PCC7-Mz1-Zellen sogenannte
MzN-Klone isoliert werden, die ausschlie3lich in neuronale Derivate differenzieren (LANG et al.,
1989). Da die MzN-Zellen nach Differenzierung auf Laminin-beschichteten Wachstumsflachen
jedoch neben neuronalen auch gliale und fibroblastoide Phanotypen produzieren, scheinen sie
nicht vollstandig auf ein neuronales Zellschicksal festgelegt worden zu sein. Die MzN-Zellen
sind daher vermutlich nur starker fur den neuronalen Differenzierungsweg determiniert als die
parentalen PCC7-Mz1-Zellen. Durch die Arbeiten von Frau Dr. R. Jostock konnte zudem

gezeigt werden, dalR MzN-Klone nur bis zum Differenzierungstag d2 in den P-Phanotyp
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revertiert werden kénnen (JOSTOCK et al., 1998). Es sollte daher untersucht werden, ob die in
dieser Arbeit etablierten Mz-GAP-43 Klone, die ebenfalls ausschlieRlich in neuronale Derivate
differenzieren, durch Wachstum auf Laminin in P-Phénotypen revertiert werden kénnen. Dazu
wurden Zellen der Mz-GAP-43 Klone A3 und B9 auf Laminin-beschichteten Deckglasern
ausgesat und mit RA differenziert. Parallel wurden PCC7-Mz1-Zellen sowie Zellen des MzN-
GFP Klons, der durch Subklonierung aus den PCC7-Mz1-Zellen hervorgegangen ist und stabil
mit Reportergen GFP transfiziert ist (JOSTOCK et al., 1998), eingesetzt. Die Zellen wurden am
Differenzierungstag d6 fixiert und durch Doppelimmunfluoreszenzfarbungen wurde untersucht,
ob Laminin einen Einflu auf die entstehenden Zelltypen besitzt. Zur ldentifizierung neuronaler
Zellen wurde die Expression des neuronenspezifischen GAP-43 analysiert, wahrend Thy1.2 als
Marker fur Fibroblasten und GFAP (“glial fibrillary acidic protein™) als Marker fur Astroglia-Zellen
diente. Die PCC7-Mz1-Kultur enthielt sowohl GAP-43 positive Neurone als auch Fibroblasten,
die durch das Thyl.2 Antigen angefarbt wurden (Abb. 25 a) und Astroglia-Zellen, die durch die
GFAP-Expression identifiziert wurden (Abb. 25 b). Das Differenzierungsbild der Mz-GAP-43
Klone A3 und B9 wies dagegen nur Zellen neuronaler Morphologie, die durch die Expression
von GAP-43 gekennzeichnet waren, auf (Abb. 25 c-f). Es konnten keine Zellen, die positiv fur
die Markerproteine der Fibroblasten und Astroglia-Zellen waren, nachgewiesen werden.
Laminin scheint demnach in den Mz-GAP-43 Klonen keinen EinfluR auf das
Differenzierungspotential auszuiben. Im Gegensatz dazu wurde der MzN-GFP Klon durch die
Differenzierung auf Laminin-beschichteten Wachstumsflachen in den P-Phéanotyp revertiert. Am
Differenzierungstag d6 wurden neben den GAP-43 exprimierenden Neuronen auch Thyl.2
positive Fibroblasten (Abb. 25 g) und GFAP positive Astroglia-Zellen (Abb. 25 h) nachgewiesen.
Die Ergebnisse dieses Experiments weisen darauf hin, daf3 die PCC7-Mz1-Zellen durch die
Uberexpression von GAP-43 weiter auf das neuronale Zellschicksal vorgepragt worden sind als
MzN-Klone, die durch Subklonierung aus PCC7-Mzl1-Zellen hervorgegangen sind. Dieses
Ergebnis konnte dadurch verifiziert werden, dafR die Mz-GAP-43 Kulturen auch nach
Behandlung mit dem Fibroblasten-Wachstumsfaktor FGF-2 keine Fibroblasten und Astroglia-
Zellen aufwiesen (Daten nicht gezeigt), wahrend das Differenzierungspotential der MzN-Klone
durch FGF-2 in den P-Phénotyp revertiert werden kann (JOSTOCK et al., 1998).
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Abb. 25: EinfluB von Laminin auf die neurale Differenzierung

PCC7-Mz1-Zellen (a, b), Zellen der Mz-GAP-43 Klone A3 (¢, d) und B9 (e, f) sowie Zellen des MzN-GFP
Klons (g, h) wurden auf mit Laminin-beschichteten Deckglasern ausgeséat, mit RA differenziert und am
Differenzierungstag d6 fixiert. Es wurden Doppelimmunfluoreszenzfarbungen mit dem
neuronenspezifischen Markerprotein GAP-43 sowie dem Fibroblasten-Marker Thyl.2 bzw. dem
Markerprotein fir Astroglia-Zellen GFAP durchgefuhrt. Die Balkenl&nge entspricht 15,6 pm.

a: anti-GAP-43 anti-Kaninchen-Cy3 rote Fluoreszenz
anti-Thyl.2 anti-Ratte-FITC grune Fluoreszenz

b: anti-GAP-43 anti-Kaninchen-Cy3 rote Fluoreszenz
anti-GFAP anti-Maus-FITC grune Fluoreszenz

c: anti-GAP-43 anti-Kaninchen-Cy3 rote Fluoreszenz

d: Phase

e: anti-GAP-43 anti-Kaninchen-Cy3 rote Fluoreszenz

f. Phase

g: anti-GAP-43 anti-Kaninchen-AMCA blaue Fluoreszenz
anti-Thyl.2 anti-Ratte-Cy3 rote Fluoreszenz

h: anti-GAP-43 anti-Kaninchen-AMCA blaue Fluoreszenz
anti-GFAP anti-Maus-Cy3 rote Fluoreszenz

In den Kulturen der auf Laminin differenzierten Mz-GAP-43 Klone A3 und B9 konnten keine Fibroblasten
und Astroglia-Zellen nachgewiesen werden, wohingegen diese Zelltypen in PCC7-Mz1-Zellen und im
MzN-GFP Klon identifiziert wurden.
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2. EinfluR von Bcl-2 auf die RA-induzierte Differenzierung und
Apoptose von PCC7-Mz1-Zellen

2.1 Expression von Bcl-2 in PCC7-Mz1-Zellen

Da aus dem Expressionsmuster eines Proteins Rickschlisse auf seine mdgliche Funktion
gezogen werden konnen, wurde zundchst die Expression von Bcl-2 wahrend des
Differenzierungsprozesses der PCC7-Mz1-Zellen analysiert. Durch Northern-Blot Analysen
konnte bereits gezeigt werden, dal’ die bcl-2 mRNA wahrend des Differenzierungsverlaufs in
den PCC7-Mz1-Zellen hochreguliert wird (SPECHT, 1996). Dieses Ergebnis wurde durch
Western-Blot Analysen auf Protein-Ebene verifiziert (Abb. 26). In Detergenz-l6slichen
Gesamtzellextrakten aus proliferierenden Stammzellen sowie aus Zellen 1, 4, 8 und 12 Tage
nach Behandlung mit RA wurde mit einem anti-Bcl-2-Antikdrper eine Bande mit einer
molekularen Masse von etwa 28 kDa detektiert. Das gefundene Molekulargewicht befindet sich
in guter Ubereinstimmung mit den in der Literatur beschriebenen Werten (HOCKENBERRY et al.,
1990). Wahrend in PCC7-Mzl1l-Stammzellen sowie 24 h nach RA-Behandlung (d1) eine
schwache Bcl-2 Expression nachweisbar war, nahm die Menge an Bcl-2 in den differenzierten
Zellen ab d4 zu.

+ RA
1 0 | 1 | 4 | 8 | 12 | Tag
35 =
op - il --- Bel-2
20 =|

Abb. 26: Expression von Bcl-2 wahrend der RA-induzierten Differenzierung von PCC7-Mz1-Zellen
Je 15 yg Protein aus Gesamizellextrakten von PCCT-Mz1-Stammzellen (d0) sowie von Zellen, die flir1, 4,8
und 12 Tage mit RA behandelt worden waren, wurden durch eine 15%-ige SDS-PAGE aufgetrennt, auf gine
PWVDF-Membran transferiert. und Bel-2 wurde mit einem Antikérper detektiert. Der Nachweis gebundenen
Antikérpers erfolgte durch eine Chemilumineszenz-Reaktion und Exposition eines Fuji Medical X-Ray Films
flr 5 min. Die Paositionen und molekularen Massen (kDa) des Proteinstandards sind angegeben.

Die Expression von Bel-2 nahm wahrend des Differenzierungsverlaufs von PCC7-Mz1-Zellen zu
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2.2 Herstellung und Charakterisierung stabil transfizierter Mz-Bcl-2 Klone

Nachdem gezeigt werden konnte, dal} das Bcl-2 Protein in den PCC7-Mz1-Zellen exprimiert
wird, sollte seine Funktion in diesen Zellen untersucht werden. Zur Charakterisierung der
Funktion eines Proteins in der Zellkultur gibt es zwei experimentelle Ansétze: Man kann die
endogene Proteinexpression entweder erniedrigen (z.B. durch antisense-Techniken) oder aber
erhéhen. Aufgrund der geringen Bcl-2 Expression in den Stammzellen wurde die Methode der
Uberexpression mittels Transfektion eines eukaryontischen Expressionsvektors gewahlt. Aus
friheren Arbeiten unserer Abteilung war bereits bekannt, dal3 transiente Transfektionen von
PCC7-Mz1-Zellen auch nach optimierten Bedingungen nur zu sehr geringen Effizienzen von
etwa 1 - 10% transfizierter Zellen fuhren (JOSTOCK, 1997; BAUER, 1997; OEHRLEIN-KARPI,
1998). Es sollten daher stabil transfizierte Mz-Bcl-2 Klone erzeugt werden, um fir
zellbiologische sowie biochemische Analysen genetisch identische Kulturen in ausreichender

Menge und in reproduzierbarer Qualitat zu erhalten.

2.2.1 Klonierung des eukaryontischen Expressionsvektors pcDNA3-SV40-Bcl-2

Von Herrn Dr. J. Boise (Universitat Lleida, Spanien) haben wir freundlicherweise den
eukaryontischen Expressionsvektor pcDNA3-Bcl-2 erhalten. Die humane bcl-2 ¢cDNA wurde
uber die Schnittstelle Hindlll in diesen Vektor kloniert und steht unter der Kontrolle des CMV-
Promoters (Abb. 27 A). Da durch frihere Arbeiten gezeigt werden konnte, da3 der CMV-
Promoter in PCC7-Mz1-Zellen gegeniber dem SV40-Promoter nur zu geringen Expressionen
fuhrt (JosTtock, 1997), wurde die bcl-2 cDNA aus dem Ursprungsvektor ausgeschnitten und
uber die Hindlll Schnittstelle in den pcDNA3-SV40-Vektor kloniert (Abb. 27 B). Der Aufbau des
pcDNA3-SV40-Expressionsvektors wurde bereits dargestellt (1ll 1.2.1). Da bei der gewahlten
Klonierungsstrategie Uber eine Schnittstelle die bcl-2 ¢cDNA sowohl in sense- als auch in
antisense-Orientierung in den Vektor eingefligt werden konnte, muf3ten die erhaltenen Klone
durch asymmetrische Restriktionsanalyse charakterisiert werden. Durch Restriktion mit dem
Enzym Smal, das eine Schnittstelle im bcl-2 Insert erkennt, konnte die Orientierung bestimmt
werden (Abb. 27 B). Etwa 70% der getesteten Klone hatten die bcl-2 cDNA in sense-Richtung

inseriert, wahrend in den restlichen 30% die antisense-Orientierung vorlag.
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A pcDNA3-Bcl-2

Hindil ISmaI Hfr:rdll‘
o CMV-Promoter cDNA Bcl-2 (sense) ’—mL
] 1
1 200 1000 (Bp)
B pcDNA3-SV40-Bel-2
Small Hindill ISmaI Hr’ndll:
cOMNA3 |
il S\/40-Promoter H SV40-Intron cDNA Bcl-2 (sense) i
[
1 200 mluu {bp)

Abb. 27: Struktur des pcDNA3-Bel-2 Vektors und des pcDNA3-SV40-Bel-2 Vektors

A pcDNAZ-Bel-2 Vektor

Im eukaryontischen Expressionsvektor pcDNA3-Bol-2, den wir freundlicherweise von Herm Dr, J, Boise
{Universitat Lleida, Spanien) erhaiten haben, wurde die etwa 1000 bp grofe bel-2 cONA Ober die Hindlll
Restriktionsschnittstelle in den peDNA3-\Vektor einkloniert. Die Transkription von Bel-2 wird durch die
Aktivitat des CMV-Promoters kontrolliert.

B pcDNAZ-5Y40-Bel-2 Vektor

Dig bcl-2 cDNA wurde mittels des Restriktionsenzyms Hindlll aus dem pcDNA3-Bel-2 ektor
ausgeschnitten und Ober dig gleiche Restriktionsschnitistelle in den pcDNA3-SV40 Veklor einkloniert. Bei
diesem Vektor ist der CMY-Promoter durch den SV40-Promoter ersetzt worden, Die Onentierung des bel-2
Inserts konnte unter Verwendung des Enzyms Smal, das eine Schnitistelle in der bel-2 cDNA erkennt,
bestimmt werden.

2.2.2 Stabile Transfektion von Bcl-2 in PCC7-Mz1-Zellen

Da in dieser Arbeit apoptotische Prozesse untersucht werden sollten, muRten die
Transfektionsbedingungen moglichst schonend und stressfrei fur die Zellen sein, um eine durch
die Transfektionsprozedur bedingte Selektion der Zellen zu vermeiden. Daher wurde die
Transfektion von auf Laminin gewachsenen PCC7-Mz1-Zellen durch Lipofektion mit Escort™
durchgefuhrt (Il 2.9; 1l 1.2.3). Es wurde sowohl der pcDNA3-Bcl-2 (CMV-Promoter) als auch
der pcDNA3-SV40-Bcl-2-Vektor (SV40-Promoter) verwendet. Um auf stabil transfizierte Zellen
zu selektionieren, wurde das Antibiotikum G418 zugesetzt, und stabile Einzelklone wurden
durch eine limitierte Verdiinnung in 96 Loch-Mikrotiterplatten isoliert (DAVIES, 1994). Von einer
96 Loch-Mikrotiterplatte konnten etwa 30 Klone gewonnen werden. Der Nachweis der
Uberexpression von Bcl-2 erfolgte durch Westen-Blot Analysen (Abb. 28 A). Die Bcl-2
Expression in Stammzellen der erhaltenen Klone wurde mit der Expression in PCC7-Mz1-

Stammzellen verglichen, wodurch sich deutliche Unterschiede in der Expressionsstarke
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erkennen lieRen. Durch densitometrische Quantifizierung der Intensitat der Bcl-2 Bande konnte
eine Aussage Uber die Hohe der Bcl-2 Expression getroffen werden. Klone, die eine mehr als
zweifache Expression von Bcl-2 im Vergleich zu nicht-transfizierten PCC7-Mz1-Zellen
aufwiesen, wurden als positiv bewertet. Neben dem Western-Blot ist die nach der
Immundetektion mit Coomassie-Blau gefarbte Membran gezeigt, um zu demonstrieren, dal3

vergleichbare Mengen an Gesamtprotein aufgetragen wurden (Abb. 28 B).

getestete Mz-Bcl-2 Klone
Sv40 CMV Promoter

Bcl-2

relative Bel-2
1 28 38 37 7.2 1,724 32582 45 43 54 59 27588 51 1 18 Exprassion
- = e i
= .
]

Abb. 5: Bel-2 Expression in Stammazellen der isclierten Mz-Bcl-2 Klone

A Je 15 pg Protein aus Gesamizellstrakten von PCCY-Mz1-Stammzellen sowie von 17 der generiertan Mz-
Bol-2 Klone wurden, wie unter Il 4.1 beschrieben, durch eine 16%-ige SDS-PAGE aufgetrennt, auf eine
PVDF-Membran transferiert und mit ginem anti-Bol-2-Antikdrper detektiert Der Nachweis erfolgte Ober gine
Chemilumineszenz-Reaktion und anschlielfende Exposition eines Fuji Medical X-Ray Films fir 10 min. Die
relativen Molekulargawichte des Proteinstandards sind angegeben. Die Bcl-2 Banden wurden
densitometrisch quantifiziert, und die relativen Mengen sind unter den entsprechenden Spuren im Vergleich
zuden parentalen PCCT-Mz1-Zellen (=1) angageben.

B Mach der Substratreaktion wurde die PVDF-Membran mit Coomassie-Blau gefarbt, um den Auftrag
gleicher Proteinmengen zu demonstrieren,

’ - Lo __1-—-*-
= = =
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- — - o —
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Insgesamt wurden 82 Klone, bei denen die Bcl-2 Expression durch den CMV-Promoter
kontrolliert wurde, erhalten. Von diesen 82 Klonen konnten 46 auf inre Uberexpression getestet
werden, wohingegen die anderen 36 Klone wahrend der Kultivierung abstarben. 6 der 46

analysierten Klone wiesen eine deutliche Bcl-2 Uberexpression im Western-Blot auf. Bezogen
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auf die Gesamtzahl getesteter Klone betrug der Anteil positiver Klone 7%. Durch die
Transfektion mit dem pcDNA3-SV40-Bcl-2 Vektor wurden 27 Klone erzeugt. Von diesen
konnten 21 Klone getestet werden, und 15 Klone zeigten eine Bcl-2 Uberexpression. Der Anteil
positiver Klone lag mit 71% um den Faktor 10 héher als bei der Transfektion des pcDNA3-Bcl-2
Vektors, was ein weiterer Hinweis darauf ist, dal3 in den PCC7-Mz1-Zellen der SV40-Promoter
aktiver ist als der CMV-Promoter (Tab. 8).

Transfizierter Vektor Erhaltene Getestete Positive Anteil liber-
Klone Klone Klone exprimierender Klone
pcDNA3-Bcl-2 82 46 6 7%
pcDNA3-SV40-Bcl-2 27 21 15 71%

Tab. 8: Etablierung der stabilen Mz-Bcl-2 Klone

Die erhaltenen Klone werden im folgenden als "Mz-Bcl-2" Klone bezeichnet. Zur Identifizierung
der einzelnen Zellinien wird das jeweilige Loch der 96 Loch-Mikrotiterplatte, in dem der

entsprechende Klon gewachsen war, angegeben.

2.2.3 Expression von Bcl-2 in differenzierenden Zellen

Bei der Etablierung der Mz-Bcl-2 Klone wurde die Uberexpression von Bcl-2 nur in den
Stammzellen untersucht. Durch weitere Western-Blot Analysen sollte nachgewiesen werden,
daR die Uberexpression auch wahrend des RA-induzierten Differenzierungsverlaufs
aufrechterhalten wird. Exemplarisch wurden dazu aus vier Klonen Gesamtzellextrakte von
Stammzellen und von Zellen der Differenzierungszeitpunkte d1, d3, d6 und d10 mit dem anti-
Bcl-2-Antikorper analysiert. Vom Klon F3 konnte die Bcl-2 Expression nur bis zum Zeitpunkt d3
untersucht werden, da es sich bei diesem Klon um einen sogenannten N-Klon handelte, der
aufgrund fehlender Fibroblasten und Astroglia-Zellen nur bis d3 kultivierbar war (siehe | 3.1
sowie LANG et al., 1989). Bei den Klonen B12, F3 und H5 wurde die Bcl-2 Expression durch
den SV40-Promoter kontrolliert, wahrend der Klon D2 den CMV-Promoter enthielt. Die
Intensitaten der im Western-Blot detektierten Banden wurden densitometrisch bestimmt und in
Korrelation mit der Bcl-2 Expression in PCC7-Mz1-Zellen gesetzt. Bei allen analysierten Klonen
blieb die Bcl-2 Uberexpression wahrend des neuralen Differenzierungsprozesses bestehen,
wobei die Klone im Vergleich zu PCC7-Mz1-Zellen eine 5 bis 8-fach hthere Bcl-2 Expression
aufwiesen (Abb. 29).
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PCCT-Mz1 Klon B12

Tag

Bcl-2

1 14 21 22 19 44 6 77 68 66 52 6 671 relativeBcl-2
Expression

Klon H5 Klon D2

1

Bel-2

76 72 72 84 91 23 21 136 182 10,5 relative Bcl-2
Expression

Abb. 29; Bcl-2 Expression in differenzierenden Mz-Bel-2 Zellen

Aus PCCT-Mz1-Zellen sowie aus vier Mz-Bcl-2 Klonen wurden je 15 pg Gesamtprotein von Stammzellen
und von Zellen 1, 3, 6 und 10 Tage nach Differenzierungsinduktion durch eine 15%-ige SDS-PAGE
aufgetrennt, auf eine PYDF-Membran transferiert, und Bel-2 wurde mif @inem Antikérper nachgewigsen,
Mach der Chemilumineszenz-Reaktion wurde ein Fuji Medical X-Ray Film fur 10 min. exponiert. Die
durch Densitometrie ermittelten Intensitdten der Bel-2 Banden sind unter der jeweiligen Spur in Relation
zur Bel-2 Expression von PCCT-Mz1-Stammzellen angegeben.

Die Bcl-2 Expression der Mz-Bcl Klone B12, F3 und HS war durch den SV40-Promoter reguliert, wahrend
sie bei dem Klon D2 durch den CMV-Promoter kontrolliert wurde.

Die Uberexpression von Bel-2 blieb in allen Klanen wahrend des Differenzierungsverlaufs erhalten und
war ungefihr 5bis B-malhther als die endogens Bel-2 Menge von PCC7-Mz1-Zellen.

2.2.4 Vergleich zwischen CMV- und SV40-Promoter kontrollierter Bcl-2 Expression

Bei der Charakterisierung der Mz-Bcl-2 Klone wurde deutlich, da’ die Bcl-2 Expression in
Stammzellen von Klonen, bei denen die Bcl-2 Expression durch den SV40-Promoter kontrolliert
wurde, hdher war als in Klonen, bei denen Bcl-2 durch den CMV-Promoter reguliert wurde.
Densitometrische Quantifizierungen von Western-Blot Analysen zeigten, dal3 die Expression
von Bcl-2 in Stammzellen von Klonen mit SV40-Promoter zwischen 5 bis 8-fach stérker als in
Mz1-Zellen war, wahrend in CMV-kontrollierten Klonen die Expression nur etwa um den Faktor
3 erhéht war (Abb. 30 A). Betrachtet man dagegen die Bcl-2 Expressionsrate ab
Differenzierungstag d3, also zwei Tage nach Mediumwechsel, so nahm die Expression in
Klonen mit CMV-Promoter stark zu (siehe Klon D2 in Abb. 29). Diese erhdhte Bcl-2 Expression
war auf die Zugabe von 1 mM dbcAMP beim Mediumwechsel an d1 zurlckzufuhren, da durch

die Behandlung des CMV-kontrollierten Klons Mz-Bcl-2 D2 mit der gleichen Konzentration



Il Ergebnisse 107

dbcAMP alleine, d.h. ohne RA, ebenfalls eine etwa 7-fache Zunahme von Bcl-2 nachgewiesen
werden konnte (Abb. 30 B). Dieser Effekt trat dagegen in den PCC7-Mz1-Zellen und in Klonen
mit SV40-Promoter nicht auf. Der sekundare Botenstoff CAMP scheint demnach in PCC7-Zellen
eine verstarkte Aktivierung des CMV-Promoters zu bewirken, wie auch schon von NEUMANN et
al. (1995) beschrieben wurde.

Bel-2

1 24 38 8 67 52 76 relative
Bcl-2 Expression

B Mz 1 D2 (CM B12 (SV40
- + - % - + 11 mM dbcAMP

35—

2R Bl-2

20—

1 12 23 15 6 6 frelatve
Bcl-2 Expression

Abb. 30: Vergleich der SV40- und CMV-Promoter kontrollierten Becl-2 Expression

A Je 15 pg Gesamtprotein aus Stammzellen von PCC7-Mz1, von den Klonen Mz-Bcl-2 D2 und G7, bei
denen die Bel-2 Expression durch den CMV-Promoter reguliert wurde, sowie von den Klonen Mz-Bel-2
B12, E10, F3 und H5, die stabil mit dem Vektor pcDNA3-SV40-Bel-2 transfiziert waren, wurden durch
eine 15%-ige SDS-PAGE aufgetrennt, aufeine PVDF-Membran transferiert, und Bol-2 wurde detekiiert.
Der Nachweis erfolgte durch eine Chemilumineszenz-Reaktion und Exposition eines Fuji Medical X-
Ray Films far 10 min Die Paositionen und molekularen Massen (kDa) des Proteinstandards sind
angegeben. Die Intensitaten der Bel-2 Banden wurden densitometrisch ermittelt und sind unter der
jeweiligen Spur aufgefihrt. In Stammzellen war die Bel-2 Uberexpression in Klonen mit SV40-Promoter
deutlich haéher alsin Klonen mit CMV-Promoter.

B Stammzellen von PCCT-Mz1 sowie van den Mz-Bcl-2 Klonen D2 (mit CMV-Promoter) und B12 (mit
SV40-Promoter) wurden fir 24 h mit 1 mM dbcAMP behandelt oder blieben als Konfrolle unbehandelt.
Zum Nachweis der Bcl-2 Expression wurde eine Western-Blot Analyse wie unter A beschrieben
durchgefihrt,

Die Zugabe von dbcAMP flihrte zu einer deutlichen Erhdhung der Bel-2 Expression im Klon D2, der den
CMV-Promoter besitzt, wahrend in PCCT-Mz1-Zellen sowie im Klon B12 mit SV40-Promoter kain
Einflult von dbcAMP aufdie Bel-2 Expression festzustellen war,
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2.3 Regulation des apoptotischen Programms durch Bcl-2

Wie in der Einleitung (I 3.) dargestellt, fuhrt die Behandlung von PCC7-Mz1-Stammzellen mit
RA parallel zur Induktion von neuralen Determinierungs- und Differenzierungsprozessen zu
einem apoptotischen Zellsterben eines definierten Anteils der Kultur (HERGET et al., 1998). Da
die antiapoptotische Wirkung von Bcl-2 in verschiedenen Zellsystemen und nach
unterschiedlichen Apoptose-Stimuli bekannt ist, wurde untersucht, ob Bcl-2 auch in die RA-

induzierte Apoptose von PCC7-Mz1-Zellen regulierend involviert ist.

2.3.1 Bcl-2 reduziert die RA-induzierte Apoptose

Um das Ausmald der durch RA-Behandlung ausgelésten Apoptose in PCC7-Mz1-Zellen zu
ermitteln, wurde der WST-1 Test angewendet (Il 2.10). Dieser Test bestimmt die Zellvitalitat
und beruht auf der Messung der Aktivitat der mitochondrialen Succinat-Reduktase in lebenden
Zellen. Die Behandlung von Stammzellen mit RA filhrte nach 24 h zu einer Reduktion der
Vitalitat um etwa 25% (HERGET et al., 1998). Inkubierte man dagegen Stammzellen der Mz-Bcl-
2 Klone fiir 24 h mit RA, so war das Ausmaf der durch RA induzierten Apoptose signifikant
verringert (Abb. 31). Wahrend die Vitalitat der PCC7-Mz1-Zellen 24 h nach Zugabe von RA auf
etwa 75% reduziert war, lag die Vitalitat der 8 untersuchten Mz-Bcl-2 Klone deutlich héher. Die
Daten zeigen jedoch, dal3 der Apoptose-inhibierende Effekt von Bcl-2 dosisabhéangig war. Bei
den Klonen, die aufgrund des starkeren SV40-Promoters mehr Bcl-2 exprimierten, nahm die
Vitalitat nach Behandlung mit RA um durchschnittlich weniger als 10% ab. Dahingegen sank
die Vitalitdt der Klone, bei denen die Bcl-2 Transkription durch den CMV-Promoter reguliert
wurde, und die daher weniger Bcl-2 exprimierten, auf etwa 80%.

Neben der durch die Bcl-2 Uberexpression verringerten Vitalititsabnahme der Zellen nach
Behandlung mit RA wurde ein weiteres biochemisches Merkmal von Apoptose untersucht. Der
kontrollierte Abbau der Kern-DNA in Fragmente von ca. 200 bp und Multimeren davon stellt
eine gut charakterisierte Eigenschaft des apoptotischen Zelltods dar. Eine Auftrennung der
DNA aus apoptotischen Zellen flihrte zu einem definierten Leitermuster im Agarosegel.
Analysierte man die apoptotischen PCC7-Mz1-Zellen, die sich 24 h nach Zugabe von RA von
der Kulturschale abgelést haben, so lieR sich ein ausgepragtes DNA-Leitermuster im
Agarosegel nachweisen, wahrend in unbehandelten Kontrollanséatzen und in lebenden
adharenten Zellen nur die hochmolekulare genomische DNA vorlag (HERGET et al., 1998). Aus
den drei Mz-Bcl-2 Klonen B12, F3 und D2 sowie aus PCC7-Mz1-Zellen wurde die DNA aus den
Zellen des Uberstands nach 24-stiindiger Inkubation mit RA isoliert und auf einem Agarosegel
aufgetrennt. Als Kontrolle wurden unbehandelte Zellen analysiert. Ein deutliches DNA-
Leitermuster liel3 sich nur in RA-behandelten PCC7-Mz1-Zellen erkennen. Die Analyse von RA-
behandelten Zellen der Mz-Bcl-2 Klone wies dagegen kein oder nur ein sehr schwaches DNA-

Leitermuster auf (Abb. 32). Es konnte somit gezeigt werden, daR die Uberexpression von Bcl-2



Il Ergebnisse 109

eine Inhibition der DNA-Fragmentierung und damit der Apoptose bewirkt. Die Expression von
Bcl-2 scheint auch spontan auftretendes Zellsterben der PCC7-Mz1-Zellen zu unterdriicken, da
der Anteil an genomischer DNA in den nicht-behandelten Kontrollansétzen in den PCC7-Mz1-

Zellen im Vergleich zu den Mz-Bcl-2 Klonen deutlich gréRer war.
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Abb. 31: Bel-2 reduziert die durch RA induzierte Apoptose von PCC7-Mz1-Zellen

Won PCCY-Mz1 sowie von 8§ Mz-Bel-2 Klonen mit SV40-Promoter und ven 2 Mz-Bel-2 Klonen mit CMY-
Promoter wurden je 5000 Zellen pro Loch einer 96 Loch-Mikrotiterplatte ausgesat und nach 24 hmit 0,1
pM RA behandelt. Einen Tag spater wurden die Zellen mit WST-1 Reagenz fur 2 h inkubiert, und die
Absaorbtion bei 405 nm wurde im Immunoreader gemessen. Als Kantrolle dienten Zellen, die nicht mit
RA inkubiert worden waren. Pro Bedingung wurde der Mittelwert aus je 8 Lochem gebildet, und bei den
unbehandelten Kontrollansatzen wurde die Vitalitat gleich 100% gesetzt Das hier gezeigte Ergebnis
stellt den Mittelwert aus 8 unabhangig voneinander durchgefihrien Experimenten mit jewesils 8
Mellwerten dar Die Signifikanz der Ergebnisse wurde durch Anwendung des "student's t-test”
Uberprift, *p<0,05und *p<02 imVergieichzu PCCT-Mz1-Zellen.

Wahrend in PCC7-Mz1-Zellen die Vitalitat nach RA-Behandlung auf etwa 75% abnahm, lag die
Vitalitatsrate der Mz-Bcl-2 Klone mit $%Y40-Promoter bei durchschnittlich 90% und die der Kione mit
CMV-Promoter beietwa 83%.
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Abh. 32: Bel-2 inhibiert die RA-induzierte DNA-Fragmentierung

PCC7-Mz1-Zellen sowie Zellen der Mz-Bel-2 Klone B12, F3 und D2 wurden 24 h nach
Ausplattieren flr weitere 24 h mit 0,1 pM RA inkubiert. Kontrollzellen blieben unbehandelt, Aus
den abgeltsten Zelien des Uberstands wurde die genomische DNA isoliert, auf einem 1,4%-igen
Agarosegel aufgetrennt und mit Ethidiumbromid unter UV-Licht sichtbar gemacht

In RA-behandelten PCC7-Mz1-Zellen lielt sich ein deutliches DMNA-Leitermuster erkennen,
wahrend die Mz-Bcl-2 Klone keine DNA-Fragmentierung aufwiesen

M: DNA-Langenstandard (113.1.1)

2.3.2 Bcl-2 senkt die Caspase-Aktivitat

Die Exekutionsphase der Apoptose beinhaltet die Aktivierung von Mitgliedern der Caspase-
Multigenfamilie. Caspasen spalten proteolytisch spezifische Substrate, wodurch der Ablauf des
Apoptose-Programms kontrolliert wird. Ein gut charakterisiertes Caspase-Substrat ist das an
der DNA-Reparatur beteiligte Enzym PARP (Poly-(ADP-Ribose)-Polymerase). Die Spaltung des
120 kDa-Proteins PARP in ein N-terminales Fragment von 85 kDa und in ein C-terminales
Fragment von 25 kDa stellt daher ein weiteres Kriterium zur biochemischen Charakterisierung
von Apoptose dar. Wahrend man durch Western-Blot Analysen in lebenden adharenten PCC7-
Mz1-Zellen das vollstandige PARP detektieren konnte, so fand man in Zellextrakten aus den
nach RA-Behandlung abgeldsten apoptotischen Zellen nur das N-terminale Fragment (HERGET
et al., 1998). Die Analyse des Expressionsmusters von PARP in den Mz-Bcl-2 Klonen B12,
E10, F3, H5 und D2 zeigte, dal in den adharenten Zellen wie bei den PCC7-Mz1-Zellen nur
das ungeschnittene Gesamtprotein vorlag. In den nach RA-Zugabe abgelosten Zellen trat
ebenfalls vollstandiges PARP-Protein und nur zu einem geringen Anteil gespaltenes PARP auf,
wahrend in den PCC7-Mz1-Zellen nur das gespaltene PARP detektiert wurde (Abb. 33). Bcl-2

scheint also die durch RA induzierte Caspase-Aktivitat in den PCC7-Mz1-Zellen zu inhibieren.
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Abb. 33: Bcl-2 reduziert die Caspase-Aktivitdt in PCC7-Mz1-Zellen

PCCT7-Mz1-Zellen sowie Zellen der Mz-Bel-2 Kione B12, E10, F3, H5 und D2 wurden einen Tag nach dem
Aussaen fir 24 h mit 0,1 pM RA inkubiert (+RA). Kontrollansatze blieben unbehandelt (-RA). Won den
adharenten sowie von den abgelosten Zellen des Kulturliberstands wurden Proteine extrahiert. Je 10 ug
Protein der adhdrenten Zellen sowie jeweils gleiche Volumina der Extrakte der abgelésten Zellen wurden
durch eine 10%-ige SDS-PAGE aufgetrennt, auf eine PVDF-Membran transferiert, und PARP wurde mit
ginem Antikorper detektiert. Der Nachweis erfolgte Ober eine Chemilumineszenz-Reaktion und
anschlielfende Exposition eines Fuji Medical X-Ray Films fir & min.

In allen Extrakten der adharenten Zellen war nur das vollstandige PARP-Protein (120 kDa) detektierbar. In
den mit RA behandelten, abgeldsten PCCY-Mz1-Zellen konnte man dagegen nur gespaltenes PARP (85
kDa) nachweisen, wahrend in den Mz-Bcl-2 Klonen auch ungeschnittenes PARP auftrat. Die Caspase-
Aktivitat scheint demnach durch die Bel-2 Uberexpression vermindert zu sein.

2.3.3 Bcl-2 blockiert die RA-induzierte Freisetzung von Cytochrom ¢ aus Mitochondrien
Waéhrend des Apoptoseprozesses wird in vielen Zellen nach verschiedenen apoptotischen
Stimuli die Freisetzung von Cytochrom ¢ aus dem Transmembranraum der Mitochondrien in
das Cytosol induziert, wodurch es zur Bildung eines Komplexes - dem sogenannten Apoptosom
- aus Cytochrom c, Apaf-1 und der Pro-Caspase 9 und der Aktivierung der Apoptosekaskade
kommt. Bcl-2 kann sowohl die Freisetzung von Cytochrom c als auch die Bildung des
Apoptosoms inhibieren.

Ob Cytochrom c auch in PCC7-Mz1-Zellen nach Zugabe von RA in das Cytosol transloziert
wird, wurde durch Western-Blot Analysen von Proteinen der mitochondrialen Fraktion sowie
einer cytosolischen S100 ("supernatant of 100000 x g")- Fraktion untersucht (Abb. 34). In
PCC7-Mz1-Zellen konnte Cytochrom ¢ sowohl in den mitochondrialen Fraktionen als auch in
der S100-Fraktion, die nach 24-stindiger Behandlung mit RA isoliert wurde, detektiert werden.

Unbehandelte PCC7-Mz1-Zellen wiesen in der S100-Fraktion kein Cytochrom ¢ auf. Dagegen
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war Cytochrom c¢ in den Mz-Bcl-2 Klonen B12, F3 und H5 nach RA-Inkubation nur in der
Mitochondrien-Fraktion und nicht in der cytosolischen Fraktion nachweisbar. Das durch RA
induzierte Apoptose-Signal filhrt demnach in PCC7-Mz1-Zellen zur Freisetzung von Cytochrom

c in das Cytosol, was durch die Uberexpression von Bcl-2 inhibiert wird.

PCC7-Mz1 Klon B12 Klon F3 Klon HS

+ - + | -1 + |RA

" Mito. _ 5100 " Mito. _S100 Mito_ _ $100 "~ Mito.  S100

+ + - 1+ |-+ +

Cytochrom ¢|

Abb. 34: Bel-2 inhibiert die RA-induzierte Cytochrom c-Freisetzung aus den Mitochondrien

Je eing 15 cm-Schale wurde mit PCCT-Mz1-Zellen sowie mit Zellen der Mz-Bcl-2 Klone B12, F3 und HS mit
den unter Il 2.2 angegebenen Dichten ausplatiert und fir 24 h mit 0,1 uM RA behandelt (+RA).
Kontrallzellen blieben unbehandelt (-RA). Die Zellen wurden lysiert und die Extrakte wurden, wie unter |1 4.4
beschrieben, in eine mitochandriale Fraktion (Mito.) und eine cytoplasmatische S100 ("supematant of
100000 x g"}-Fraktion aufgetrennt. Jeweils gleiche Yolumina der mitochondrialen Fraktion bzw. je 20 pg
Protein der S100-Fraktion wurden durch eine 15%-ige SDS-FPAGE aufgetrennt, auf eine PYDF-Membran
transferiert, und Cytochrom ¢ wurde mit einem Antikérper detektiert, Der Nachweis gebundener Antiktrper
erfolgte Gber eine Chemilumineszenz-Reaktion und Exposition eines Fuji Medical X-Ray Films fur 10 min.
Cytochrom ¢ kennte in allen Zellinien in der mitochondrialen Fraktion nachgewiesen werden, wahrend nur
in PCC7-Mz1-Zellen nach Zugabe van RA eine Freisetzung von Cytochrom c in das Cytosol detektiert
wurde,

2.3.4 Bcl-2 inhibiert den Ceramid-induzierten Zelltod

Bei Ceramiden handelt es sich um Sphingolipide, die als sekundére Botenstoffe in
verschiedenen Zellsystemen an Differenzierungs- und Apoptoseprozessen beteiligt sind. In
PCC7-Mz1-Zellen besitzen Ceramide keinen nachweislichen EinfluR auf die neurale
Differenzierung, sie sind jedoch in die Signalweiterleitung der RA-induzierten Apoptose
involviert (ESDAR et al., 1999b). Um zu untersuchen, ob Bcl-2 in den RA- und Ceramid-
vermittelten Apoptoseprozeld der PCC7-Mz1-Zellen eingreift, wurde die Vitalitdt der Mz-Bcl-2
Klone nach Behandlung mit membranpermeablen, synthetischen Ceramiden im WST-1 Test
gemessen. Die Dosis-Wirkungskurve zeigt, dall 24 h nach Zugabe verschiedener
Konzentrationen von Cg-Ceramid (5, 10, 15, und 20 puM) die Abnahme der Vitalitat in den Mz-
Bcl-2 Klonen deutlich geringer war als in den PCC7-Mz1-Zellen (Abb. 35 A). Wéahrend der
ECso-Wert des Cg-Ceramids, der ein MaR fir die halomaximale Effektorkonzentration ist, in den
PCC7-Mz1-Zellen bei 10 uM lag, wiesen die analysierten Mz-Bcl-2 Klone einen deutlich
héheren ECso-Wert zwischen 14 und 20 uM auf. Bcl-2 scheint demnach die Ceramid-induzierte

Apoptose zu inhibieren.
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Abhb. 35: Bel-2 inhibiert die Ceramid-induzierte Apoptose in PCC7-Mz1-Zellen

A Um den Effekt von synthetischem Ce-Ceramid auf die \Vitalitat der Mz-Becl-2 Klone zu untersuchen, wurden
von den Klonen B12, F3. H5 und D2 je 5000 Zellen pro Loch einer 96 Loch-Mikrotiterplatte ausgesat und einen
Tag spater mit steigenden Konzentrationen Cs-Ceramid inkubiert. Kontrollansatze blieben unbehandelt. Nach
24 h wurde die Vitalitdt der Zellen durch den WST-1 Test ermitielt, Pro Bedingung wurde der Mittelwert aus 8
Lochern gebildet, und die Vitalitat der unbehandelten Kontrollansatze wurde gleich 100% gesetzt Das
Ergebnis zeigt den Mittelwart aus drai unabhangig voneinander durchgefihrian Experimeanten

Die aus der Dosis-Wirkungskurve bestimmten ECswo-Werte for Cs-Ceramid |agen bei den Mz-Bel-2 Klanen
deutlich haher als bel PCCT-Mz 1-Zelien (Tabelle rechts),

B PCC?-Mz1-Zellen sowie Zellen der Mz-Bel-2 Klone B12, F3 und D2 wurden €inen Tag nach dem Ausssen
for 24 hmit 10 pM Ce-Ceramid inkubiert, wahrend Kontrollansatze unbehandelt blieben. Aus den abgeltsten
Zellen des KulturGberstands wurde die genomische DNA isoliert, auf sinem 1.4%-igen Agarosegel
aufgetrennt und durch Ethidiumbremidfarbung unter UV-Licht sichtbar gemacht.

In PCCT7-Mz1-Zellen war ein deutliches DNA-Leitermuster zu erkennen, wahrend die genomische DNA der
Mz-Bcl-2 Klone keine DNA-Fragmentierung aufwies.

M: DNA-Langenstandard (113.1.1)

Zur Verifizierung dieses protektiven Bcl-2 Effekts wurde das DNA-Leitermuster der Zellen nach
24-stiindiger Behandlung mit 10 uM C¢-Ceramid untersucht (Abb. 35 B). In PCC7-Mz1-Zellen

trat ein deutliches DNA-Leitermuster nach Inkubation mit C¢g-Ceramid auf. Die Mz-Bcl-2 Klone
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zeigten dagegen kein oder nur ein sehr schwaches DNA-Leitermuster. Die Ergebnisse dieser
Experimente weisen darauf hin, daR Bcl-2 seinen antiapoptotischen Effekt in der RA-

induzierten Signalkaskade unterhalb des sekundéren Botenstoffs Ceramid austibt.

2.3.5 Bcl-2 vermittelt Schutz gegen verschiedene apoptotische Stimuli

Nachdem gezeigt werden konnte, dal Bcl-2 einen protektiven Effekt flr die RA-induzierte
Apoptose in PCC7-Mz1-Zellen besitzt, und daf? das Protein in der Signalkette unterhalb des
Ceramid-Signals wirkt, wurde untersucht, ob Bcl-2 die Zellen auch gegen weitere apoptotische
Stimuli schitzen kann. Anhand des WST-1 Tests wurde der Einflu3 von vier unterschiedlichen
Behandlungen, deren Zelltod-induzierende Wirkungen gut beschrieben sind, und die jeweils
verschiedene zellulare Angriffspunkte besitzen, auf die Vitalitdt der PCC7-Mz1-Zellen und der
Mz-Bcl-2 Klone B12 und F3 analysiert (Abb. 36).

(1) Durch millimolare Konzentrationen an Glutamat werden oxidative Zellschadigungen, die
nicht Uber Glutamat-Rezeptoren vermittelt werden, ausgelost. Wurden Stammzellen der
verschiedenen Zellinien fur 24 h mit 10 mM Glutamat behandelt, nahm die Vitalitdt der PCC7-
Mz1-Zellen auf etwa 20% ab. Die Zellen der Mz-Bcl-2 Klone B12 und F3 wiesen dagegen noch
eine Vitalitdt von Uber 60% auf. (2) Das aus Streptomyceten isolierte Staurosporin wirkt als
unspezifischer Inhibitor von Proteinkinasen und induziert daduch in vielen Zellsystemen
Apoptose. Nach Inkubation der PCC7-Mz1-Zellen fir 24 h mit 5 nM Staurosporin starben etwa
20% der Zellen. Einen eindeutigen Schutz gegen Staurosporin zeigte nur der Mz-Bcl-2 Klon F3,
dessen Vitalitdt nicht abnahm. (3) Der Entzug von Serum fihrt zum Verlust essentieller
Uberlebensfaktoren, so dal es zur Induktion von Apoptose kommt. 16 h nach Serumentzug
starben ungeféahr 60% der PCC7-Mz1-Zellen, wahrend 60 bis 80% der Zellen der Mz-Bcl-2
Klone Uberlebten. (4) Die Bestrahlung von Zellen mit UV-Licht initiiert aufgrund von
Schadigungen der DNA (Uber das Tumorsuppressorgen p53 das “zellulare
Selbstmordprogramm”. 24 h nach einer 10-minitigen Bestrahlung mit UV-Licht nahm die
Vitalitat der PCC7-Mz1-Kultur auf 10% ab. Die Mz-Bcl-2 Klone wiesen dagegen eine dreifach
hoéhere Vitalitatsrate von etwa 30% auf.

Desweiteren wurde von Frau Nicole Diwelhenke aus unserer Arbeitsgruppe gezeigt, dal3 die
Zellen der Mz-Bcl-2 Klone auch gegen chemische Hypoxie (0,2 mM lodessigsaure, 1 mM
Cyanid) geschutzt sind. 24 h nach einer 25-minitigen chemische Hypoxie wiesen die Mz-Bcl-2
Klone eine durchschnittlich 40% hohere Vitalitat auf als die PCC7-Mz1-Zellen (DUWELHENKE,
personliche Mitteilung). Es konnte somit demonstriert werden, dal3 Bcl-2 in PCC7-Mz1-Zellen

eine protektive Wirkung gegeniber verschiedensten apoptotischen Stimuli vermittelt.
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Abb. 36: Bel-2 schiitzt PCC7-Mz1-Zellen gegen verschiedene apoptotische Stimuli

Von PCCT-Mz1-Kulturen (=) sowie von den Mz-Bel-2 Klonen B12 () und F3 (%) wurden je 5000 Zellen
pro Loch einer 96 Loch-Mikrotiterplatte ausgesat und einen Tag spater verschiedenan apoptotischen
Stimuli ausgesetzt. Die Zellen wurden entweder fir 24 h mit 0,1 pM Retins&ure (RA), mit 10 mM
Glutamat (Glu) oder mit 5 nM Staurosporin (STP) inkubiert. AuBerdem wurde den Zellen fir 16 h das
Serum entzogen (SE), und sie wurden fir 10 min. mit UV-Licht bestrahit (UV). Zur Bestimmung der
Vitalitat wurde der WST-1 Test nach den unterschiedlichen Inkubationszeit bzw. 24 h nach der UV-
Bestrahlung durchgefihrt. Pro Bedingung wurde der Mittelwert aus B Léchern gebildet Die Vitalitat
unbehandelter Kontrallzellen wurde gleich 100% gesetzt. Das gezeigte Ergebnis stellt den Mittelwert
von drei unabhangig voneinander durchgeflhrten Experimenten dar.

Im \ergleich zu PCC7-Mz1-Zellen wiesen die beiden getesteten Mz-Bcl-2 Klone eine hthere Vitalitat
gegeniber den apoptotischen Stimuli auf.

2.4 Bcl-2 reguliert den Zellzyklus der PCC7-Mz1-Zellen

2.4.1 Wachstumskurven der Mz-Bcl-2 Klone

Da die Bcl-2 Uberexpression die RA-induzierte Apoptose der PCC7-Mz1-Zellen inhibiert (llI
2.3.1), konnte man vermuten, dal3 die Anzahl der Zellen in den Kulturen der Mz-Bcl-2 Klone
nach Behandlung mit RA gréRer war als in PCC7-Mz1-Kulturen. Um diese Hypothese zu
Uberprifen, wurden Wachstumskurven von PCC7-Mz1-Zellen und von den Mz-Bcl-2 Klonen
B12, F3 und D2 erstellt, indem die in der Kultur vorliegende Zellzahl an den folgenden
Zeitpunkten bestimmt wurde: d-1 (etwa 2 h nach dem Ausplattieren), d0, d1 und d3. Der
Zeitpunkt d-1 wurde berticksichtigt, um die durch Auszahlung ermittelte ausgesate Zellzahl zu
verifizieren ("seeding efficiency"), wodurch die tatsachliche Zellzahl der Kultur zu Beginn der
Differenzierung exakt definiert werden konnte. Die Zellen wurden auf Deckglasern in 24 Loch-
Platten mit den unter Il 2.2 angegebenen Dichten ausplattiert und differenziert. An den oben
angegebenen Differenzierungszeitpunkten wurden die Zellen vorsichtig vom Deckglas abgelost,
und die Zellzahl wurde durch Farbung mit Trypanblau-L6sung in einer Neubauer-Zahlkammer
bestimmt. Wie die Abbildung 37 demonstriert, lieBen sich jedoch keine gravierenden

Unterschiede in der Zellzahl zwischen PCC7-Mz1-Kulturen und Mz-Bcl-2 Klonen feststellen. Die
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eingesetzte Zellzahl von ungefahr 2 x 10* Zellen/cm® hatte sich nach 24 h (d0) auf 5 x 10*
Zellen/cm® mehr als verdoppelt. 24 h nach Behandlung mit RA (d1) wurde eine weitere
Verdopplung der Zellzahl auf etwa 11 x 10* Zellen/cm® gemessen. Diese Zellzahl blieb dann bis
d3 des Differenzierungsverlaufs ungefahr konstant, was gut mit Daten Ubereinstimmt, wonach
an d3 zwar noch etwa 20% der Zellen proliferativ sind (ESDAR et al., 1999a), aber auch ein
vergleichbarer Anteil der Kulturen abstirbt. Durch dieses Experiment konnte also gezeigt
werden, dal3 die Zellzahl im Differenzierungsverlauf der Mz-Bcl-2 Klone gegeniiber der PCC7-
Mz1-Kultur nicht erhéht ist, obwohl in den Mz-Bcl-2 Klonen durch die Zugabe von RA kaum
Apoptose induziert wurde.
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Abb. 37: Wachstumskurven von PCC7-Mz1-Zellen und von Mz-Bcl-2 Klonen
PCC7-Mz1-Zellen sowie Zellen der Mz-Bcl-2 Klone B12, F3 und D2 wurden mit den unter Il 2.2
angegebenen Dichten auf Deckgiasern in 24 Loch-Platten ausgesat und mit RA differenziert 2h
nach dem Ausplattieren (d-1) sowie an d, d1 und d3 wurde die Zellzahl von jedem Klon nach
Faroung mit Trypanblau-Ldsung und durch Auszdhlen mit einer Meubauer-Zahlkammer
bestimmt.

Die Anzahl der Zellen war in den Mz-Bel-2 Klonen sowie in der PCCV-Mz1-kKultur zu allen
Zeitpunkten etwa gleich groflb.

2.4.2 Generationszeiten von PCC7-Mz1-Zellen und Mz-Bcl-2 Klonen

Eine mogliche Erklarung fir den unter Il 2.4.1 beschriebenen Effekt, wonach die Mz-Bcl-2
Klone nach RA-Behandlung trotz verminderter Apoptose gegeniiber PCC7-Mz1-Zellen keine
Unterschiede in der Zellzahl aufweisen, besteht darin, daR der Zellzyklus der Mz-Bcl-2 Klone
langer als der der PCC7-Mz1-Zellen dauert. Zur Uberprifung dieser Hypothese wurden die
Generationszeiten von drei Mz-Bcl-2 Klonen sowie von den PCC7-Mz1-Zellen ermittelt. Die
Generationszeit einer Kultur beschreibt das Zeitintervall, das fur die Verdopplung der Zellzahl

bendtigt wird. Unter der Annahme, daf3 sich die Zellen sequentiell symmetrisch teilen, kommt
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es zum exponentiellen Wachstum der Kultur, da aus jeder ausgesaten Zelle nach n
Generationen 2" Zellen entstanden sind. Um die Generationszeit einer Kultur zu berechnen,
mussen daher folgende Parameter bekannt sein: Die Zahl der ausgesaten Zellen sowie die
nach einer definierten Kulturperiode geerntete Anzahl an Zellen. Aus der Zahl eingesetzter und
geernteter Zellen laft sich durch folgende Formel zunachst die Anzahl der Populations-

Verdopplungen berechnen:

m = 3,32 (log Ny-log N)) m: Anzahl der Populations-Verdopplungen
Nn: Zahl der geernteten Zellen
N;: Zahl der eingesetzten Zellen

Unter Berlcksichtigung der Kulturdauer wird die Generationszeit dann durch folgende Formel

ausgedruckt:

Generationszeit = Kulturdauer / Anzahl der Populations-Verdopplungen

In den Tabellen 9 bis 12 sind die oben beschriebenen Parameter sowie die daraus berechneten
Generationszeiten von jeweils 20 Passagen der Mz-Bcl-2 Klone B12, F3 und H5 sowie der
PCC7-Mz1-Kultur aufgefuhrt. Daraus ergab sich eine durchschnittliche Generationszeit von
rund 18 = 4,5 h fur die PCC7-Mz1-Zellen sowie von 25,6 + 5,0 h fur den Klon B12, von 23 + 5,0
h fur den Klon F3 und von 23,2 + 4,9 h fur den Klon H5. Die Mz-Bcl-2 Klone besal3en eine

durchschnittlich tiber 5 h langere Generationszeit als die PCC7-Mz1-Zellen.

PCC7-Mz1
Passage eingesetzte geerntete Zellzahl Populations- Kulturdauer Generations-

Zellzahl (x 10%) (x10%) verdopplung (h) zeit (h)

5 25 180 2,85 48 16,8

6 25 100 2 48 24

7 37,5 480 3,68 72 19,57
8 25 125 2,32 48 20,68
9 30 162 2,43 48 19,74

10 37,5 800 4.4 72 16,3
11 25 135 2,43 48 19,74

12 37,5 900 4,58 72 15,7

13 75 640 3,1 48 15,5

14 25 120 2,26 48 21,2
15 25 147 2,55 48 18,79
16 37,5 660 4,14 72 17,39
17 75 400 2,41 48 19,89
18 75 590 2,97 48 16,13
19 37,5 1080 4,85 72 14,86

20 25 90 1,85 48 26

21 75 650 3,11 48 15,4
22 37,5 410 3,45 72 20,88
23 37,5 1020 4,76 72 15,12
24 25 156 2,64 48 18,18
Mittelwert 18,6

Standardabweichung +4,5

Tab. 9: Generationszeit der PCC7-Mz1-Zellen
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Mz-Bcl-2 B12
Passage eingesetzte geerntete Zellzahl Populations- Kulturdauer Generations-

Zellzahl (x 10%) (x10%) verdopplung (h) zeit (h)

5 56,25 610 3,44 72 20,9
6 30 150 2,3 48 20,87
7 30 138 2,2 48 21,82

8 45 500 3,48 72 20,7
9 90 350 1,96 48 24,49
10 30 105 1.8 48 26,67
11 45 370 3,04 72 23,68
12 90 430 2,16 48 22,22
13 30 75 1,32 48 36,36
14 45 430 3,25 72 22,12
15 30 105 1,81 48 26,57
16 30 90 1,58 48 30,38
17 15 141 3,23 72 22,29
18 90 320 1,83 48 26,24
19 30 99 1,72 48 27,88
20 45 620 3,78 72 19,05
21 90 220 1,29 48 37,25
22 90 370 2,04 48 23,55
23 45 470 3,39 72 21,28
24 30 72 1,26 48 38,02
Mittelwert 25,6

Standardabweichung +5,0

Tab. 10: Generationszeit des Mz-Bcl-2 Klons B12

Mz-Bcl-2 F3
Passage eingesetzte geerntete Zellzahl Populations- Kulturdauer Generations-

Zellzahl (x 10%) (x10%) verdopplung (h) zeit (h)

5 90 680 2,9 48 16,55
6 30 155 2,37 48 20,25
7 45 430 3,25 72 22,15
8 30 135 2,17 48 22,12
9 90 300 1,74 48 27,59
10 45 450 3,32 72 21,67
11 30 225 2,91 48 16,49
12 30 105 1,81 48 26,52

13 45 520 3,53 72 20,4
14 30 90 1,58 48 30,38
15 30 162 2,43 48 19,75

16 15 156 3,38 72 21,3

17 90 360 2 48 24
18 90 360 1,43 48 33,57
19 45 930 4,37 72 16,48
20 30 111 1,89 48 25,44
21 30 120 2 48 24

22 45 500 3,47 72 20,74

23 30 90 1,58 48 30,3
24 90 510 2,5 48 19,19
Mittelwert 23,0

Standardabweichung +5,0

Tab. 11: Generationszeit des Mz-Bcl-2 Klons F3
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Mz-Bcl-2 H5
Passage eingesetzte geerntete Zellzahl Populations- Kulturdauer Generations-

Zellzahl (x 10%) (x10%) verdopplung (h) zeit (h)

5 45 220 2,29 72 31,44
6 30 105 1,81 48 26,52

7 45 660 3,87 72 18,6
8 30 96 1,68 48 28,57
9 90 450 2,32 48 20,69
10 45 260 2,53 72 28,46
11 30 135 2,17 48 22,12
12 90 420 2,22 48 21,62
13 45 420 3,22 72 22,36
14 30 81 1,43 48 33,57
15 90 330 1,87 48 25,62
16 45 640 3,83 72 18,81
17 90 550 2,61 48 18,39

18 45 700 3,96 72 18,2

19 30 162 2,43 48 19,7
20 90 280 1,63 48 29,33
21 45 610 3,76 72 19,16
22 30 129 2,1 48 22,82
23 90 570 2,66 48 18,04
24 30 153 2,35 48 20,43
Mittelwert 23,2

Standardabweichung +4,9

Tab. 12: Generationszeit des Mz-Bcl-2 Klons H5

Um auszuschlieRen, dalR die Verlangerung der Generationszeit der Mz-Bcl-2 Klone auf einen
durch die Transfektion und Selektion bedingten Effekt beruht, wurden parallel die
Generationszeiten von zwei Mz-GAP-43 Klonen (Il 1.2) bestimmt. Diese Klone wurden unter
den gleichen Bedingungen wie die Mz-Bcl-2 Klone erzeugt und haben daher die gleiche
Transfektionsprozedur durchlaufen (Il 2.9). Die Generationszeiten der Mz-GAP-43 Klone A3
und B9 lagen jedoch mit 16,9 + 3,0 h bzw. 17,3 + 4,4 h im gleichen Rahmen wie die fur die
PCC7-Mz1-Zellen bestimmte Generationszeit von 18,6 + 4,5 h und damit deutlich unter der flr
die Mz-Bcl-2 Klone ermittelten Generationszeit von tber 23 h (Abb. 38). Die Verlangerung der

Generationszeit kann daher auf die Uberexpression von Bcl-2 zurlickgefiihrt werden.
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Abb. 38: Mz-Bcl-2 Klone besitzen lingere Generationszeiten als PCC7-Mz1-Zellen

Die durchschnittlichen Generationszeiten der PCC7-Mz1-Zellen sowie der drei Mz-Bel-2 Klone B12, F3
und H5 wurden aus 20 Passagen berechnet (siehe Text),

Die Generationszeiten der Mz-Bel-2 Klone waren durchschnittiich 5 h héher als die der PCCT-Mz1-
Zellen, wahrend die Generationszeiten von zwei Kontroll-Klonen in der gleichen GréRenordnung wie die
der PCC7-Mz1-Zellen lagen. Die verlangerte Generationszeit der Mz-Bel-2 Klone scheint demnach auf
die Uberexpression von Bel-2 zurlickzuflihren zu sein.

2.4.3 Bcl-2 beeinfluBt die G1/G0-Phase der PCC7-Mz1-Zellen

Die verlangerte Generationszeit der Mz-Bcl-2 Klone lait sich dadurch erklaren, dafd ihr
Zellzyklus verlangsamt ist, und/oder dal3 die Zellen friher in die wachstumsarretierte GO-Phase
Ubertreten. Um die Anteile der einzelnen Zellzyklus-Phasen einer nicht-synchronisierten Kultur
zu ermitteln, bestimmt man den DNA-Gehalt der einzelnen Zellen durch die Verwendung eines
in die DNA interkalierenden Farbstoffes und mif3t die Fluoreszenzintensitat einzelner Zellen
mittels DurchfluRcytometrie. Zellen der G2- und der M-Phase besitzen einen doppelt diploiden
Chromosomensatz (2 x 2n), so dafld die Fluoreszenzintensitat doppelt so hoch ist wie die in
Zellen der G1- und GO-Phase, welche nur einen einfach diploiden Chromosomensatz (1 x 2n)
besitzen.

In drei Mz-Bcl-2 Klonen wurden die Anteile der einzelnen Zellzyklus-Phasen in Stammzellen
(d0) sowie in Zellen, die fir 24 h mit RA behandelt wurden (d1), bestimmt und mit der
Verteilung in der PCC7-Mz1-Kultur verglichen. Fir jeden untersuchten Klon ist das Ergebnis je
eines Experiments von d0- sowie von d1-Zellen zur Veranschaulichung graphisch gezeigt (Abb.
39). Die Mittelwerte der Daten, die aus jeweils drei unabhéngigen Experimenten mit je 10000

gemessenen Ereignissen erhalten wurden, sind in Tabelle 13 dargestellt.
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Abb. 39: Zellzyklus-Analyse von PCC7-Mz1-Zellen und Mz-Bcl-2 Klonen
Zur Bestimmung der Anteile der einzelnen Zellzyklus-Phasen in Stammzellen (d0) sowie in Zellen,
die fur 24 h mit RA behandelt worden waren (d1), wurde der DNA-Gehalt der Zellen mittels
DurchfluRcytometrie bestimmt Pro Experiment wurden 0,5 bis 1 x 10%Zellen eingesetzt, und die DNA
wurde, wie unter |l 2,11 beschrieben, mit Propidiumiodid gefarbt, Es wurden je 10000 Ereignisse
gemesssen. Die Auswertung erfolgte mit dem Programm FACScan
Im Vergleich zu der PCC7-Mz 1-Kultur war der Anteil an Zellen in der G1/G0-Phase bel den Mz-Bel-2
Klonen sowohlan d0 als auchan d1 gréfer.
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Klon Zeitpunkt Zellzyklus-Verteilung
G1/G0 S G2/M
PCC7-Mz1 do 30,9% + 4,2 37,3% +4,7 31,9% + 5,8
Mz-Bcl-2 B12 do 42,39% + 7,9 37,24% + 4,2 20,36% * 3,8
Mz-Bcl-2 F3 do 40,7% + 7,6 29,9% + 2,1 29,45% +5,6
Mz-Bcl-2 H5 do 51,1% + 5,1 25,3% + 3,1 23,6% 5,1
PCC7-Mz1 dl 38,3% £ 5,1 37% + 1,2 24,7% * 3,8
Mz-Bcl-2 B12 dl 53,9% + 5,2 26,3% + 3,4 19,8% £+ 3,4
Mz-Bcl-2 F3 dl 55,8% + 6,5 25% + 2,8 19,2% + 3,7
Mz-Bcl-2 H5 dl 69,3% + 7,6 17,9% + 5,1 12,8% + 2,5

Tab. 13: Verteilung der Zellen aus PCC7-Mz1-Kulturen und Mz-Bc¢l-2 Klonen in G1/G0-, S-
und G2/M-Phase

In PCC7-Mz1-Stammzellen befanden sich etwa 31% der Kultur in der G1/G0-Phase, wahrend
37,3% in der S-Phase und 31,9% in der G2/M-Phase vorlagen. In den Mz-Bcl-2 Klonen war
dagegen der Anteil der Zellen in der G1/G0-Phase mit ungefahr 40-50% deutlich gréRer. Dieser
Unterschied trat noch offensichtlicher in den Kulturen vom Differenzierungszeitpunkt d1 auf.
38,3% der PCC7-Mz1-Zellen befanden sich in der G1/G0-Phase, 37% in der S-Phase und
24, 7% in der G2/M-Phase. Demgegentber lag der Anteil der G1/G0-Phase in den Mz-Bcl-2
Klonen mit 54-70% eindeutig hoher. Die Bcl-2 Uberexpression filhrte daher moglicherweise zu
einer Verlangerung der G1-Phase in den Stammzellen, indem die zellularen Signale zum
Uberschreiten des Restriktionspunktes beeinflult wurden. Zudem scheint sie nach Zugabe von
RA ein schnelleres Ubertreten der Zellen in die GO-Phase zu bewirken. Durch dieses Ergebnis

|&Rt sich die verlangerte Generationszeit der Mz-Bcl-2 Kulturen begrtinden.

2.4.4 Die Bcl-2 Uberexpression fiihrt zur Aktivierung des Retinoblastoma-Proteins

Das Retinoblastoma-Protein (Rb-Protein) ist das Protein eines Tumorsuppressorgens, das
durch seine Bindung an Transkriptionsfaktoren, z.B. an E2F, die Replikation der DNA blockiert
und den Fortgang des Zellzyklusses inhibiert. Diese aktive Form des Rb-Proteins ist wenig
(hypo-) phosphoryliert und tritt in Zellen der G1/G0-Phase sowie in terminal differenzierten und
ruhenden Zellen auf. Nach Aktivierung Cyclin-abhéangiger Kinasen kommt es jedoch zur
Phosphorylierung des Rb-Proteins, welches dann im hyperphosphorylierten Zustand von E2F
abdissoziiert, wodurch das Ubertreten der Zelle in die S-Phase bewirkt wird.
Hyperphosphoryliertes, inaktives Rb-Protein liegt damit hauptsachlich in proliferierenden Zellen

vor. Die verschiedenen Phosphorylierungszustande des Rb-Proteins dienen als Monitor flr den
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Zustand einer Zelle und konnen durch unterschiedliches Laufverhalten im SDS-
Polyacrylamidgel voneinander diskriminiert werden. Hyperphosphoryliertes Rb weist ein
langsameres Laufverhalten als wenig phosphoryliertes Rb auf.

Um zu untersuchen, ob die durch die Bcl-2 Uberexpression induzierte Verlangerung des
Zellzyklusses einen Effekt auf die Aktivitat des Rb-Proteins hat, wurde seine Expression durch
Western-Blot Analysen im Zeitverlauf der PCC7-Mz1-Zellen sowie der Mz-Bcl-2 Klone B12, F3
und H5 analysiert. In Abbildung 40 ist der Nachweis von Rb in Gesamtzellextrakten von PCC7-
Mz1 und Mz-Bcl-2 H5 in Stammzellen (dO) sowie an den Differenzierungszeitpunkten d1, d3, dé
und d10 sowie von Mz-Bcl-2 B12 und F3 an den Tagen d0, d1 und d3 gezeigt.

PCC7-Mz1 Klon HS Klon B12 Klon F3
1 Ll
1P 316110013 01

1
3 | Tag

Abb. 40: Expression des Retinohlastoma-Proteins (Rb) in PCCT-Mz1-Zellen und in Mz-Bcl-2 Klonen

Je 50 pg Gesamtprotein extrahiert aus PCCY-Mz1-Zellen sowie aus den Mz-Bel-2 Klonen B12, F3 und HS van
den Differenzierungszeitpunkten d0, d1, d3, d6 und d10 (Mz1 und H5) bzw. d0, d1 und d3 (B12 und F3} wurden
durch eing 7 5%-ige SDS-PAGE aufgetrennt, auf eine PVDF-Membran transferiert und mit einem anti-Rb-
Antikgrper detektiert Der Antikdrper erkennt sowoh! die wenig phosphorylierte Form von Rb (pRb) als auch
hyperphosphoryliertes Rb (ppRb), das in der SDS-PAGE langsamer lauft Der Machweis des Antikorpers erfolgte
durch eine Chemilumineszenz-Reaktion und Exposition eines Fuji Medical X-Ray Films fir 5 min. Die Positionen
und molekularen Massen (kDa) des Proteinstandards sind angegeben,

Wahrend in PCCT-Mz1-Stammzellen (d0) nur die hyperphospharylierte Form von Rb erkennbar war, wurde in
den Mz-Bcl-2 Klonen an d0 bereits hypophosphornyiiertes, und damit aktives Rb exprimiert, Im Verlauf der
Differenzierung nahm zun&chst der Anteil an wenig phosphorylierterm Rb in allen Kulturen zu (d0 - d3).
Anschlieltend wurde die Gesamtmenge an Rb herunterreguliert (ab d3)

In PCC7-Mz1 Stammzellen war Rb nur im hyperphosphorylierten Zustand (ppRb) und damit in
der inaktiven Form zu detektieren. In den Stammzellen der untersuchten Mz-Bcl-2 Klone wurde
dagegen bereits die weniger phosphorylierte, aktive Form von Rb exprimiert. An d1 fand man
auch in PCC7-Mz1-Zellen einen geringen Anteil des Rb-Proteins im hypophosphorylierten
Zustand. Die Menge an wenig phosphoryliertem, aktivem Rb war jedoch in den Mz-Bcl-2
Klonen deutlich groRer. Im weiteren Lauf der Differenzierung nahm die hypohosphorylierte
Form in allen Klonen zu, und an d10 wurde kein hyperphosphoryliertes Rb mehr detektiert.

Zudem verringerte sich Gesamtmenge an exprimiertem Rb wahrend der Differenzierung der
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Zellen. Neben dem hyper- (ppRb) und hypo- (pRb) phosphorylierten Rb-Protein wurden
weitere, schwéchere Banden nachgewiesen, die mdglicherweise von einer unspezifischen
Bindung des Priméarantikbrpers stammen.

Die Uberexpression von Bcl-2 scheint demnach eine frilhe Aktivierung des Rb-Proteins bereits
in Stammzellen zu bewirken, und damit den Ubergang der Zelle von der G1-Phase in die S-
Phase zu verzogern. Dieses Ergebnis konnte die verlangerte Generationszeit der Mz-Bcl-2

Klone sowie den erhohten Anteil von Zellen in der G1/G0-Phase erklaren.

2.5 EinfluB von Bcl-2 auf die neurale Differenzierung der PCC7-Mz1-Zellen

2.5.1 Differenzierungspotential der Mz-Bcl-2 Klone

Um den Effekt von Bcl-2 auf die neurale Differenzierung der PCC7-Mz1-Zellen zu untersuchen,
wurde zunéachst das Differenzierungspotential der erzeugten Klone nach Induktion mit RA
bestimmt. Die 21 isolierten Mz-Bcl-2 Klone wurden, wie unter Il 2.2 beschrieben, auf
Deckglasern in 24 Loch-Platten ausgesat und mit RA differenziert. Das sich wéahrend des
Zeitverlaufs entwickelnde Differenzierungsbild wurde mikroskopisch in den unfixierten,
lebenden Kulturen analysiert. Anhand morphologischer Kriterien wurden die entstehenden
Phanotypen den in der Einleitung beschriebenen Subtypen der PCC7-Mz1-Zellen zugeordnet (|
3.1). Es konnten 12 Klone mit dem Differenzierungspotential des P-Subtyps identifiziert werden
(Mz-Bcl-2-SV40 A10, B12, C9, C10, E10, F1, H5, H10; Mz-Bcl-2-CMV D2, D6, E10, G8). Diese
Klone wiesen das gleiche Differenzierungsbild wie die parentalen PCC7-Mz1-Zellen auf. Bereits
an d3 traten Zellen flacher Morphologie auf, die sich durch ihre fibroblastoide Form deutlich von
den kleineren, ovalen neuronalen Zellen unterschieden. An d6 hatte sich ein konfluenter Rasen
aus Zellen flacher Morphologie ausgebildet, auf dem die Neurone, die Uber ihre Neurite
miteinander verbunden waren, lagen. Das Differenzierungspotential des N-Subtyps besal3en 6
der Mz-Bcl-2 Klone (Mz-Bcl-2-SV40 E9, E12, F3, F9, G6; Mz-Bcl-2-CMV F1). Die Zellen dieser
Klone differenzierten fast ausschlie3lich in neuronale Zellen, die sich schon an d3 zu
Aggregaten zusammenlagerten und Uber lange Auslaufer miteinander verbunden waren. Mit
weniger als 1% entstanden Derivate flacher Morphologie nur sehr vereinzelt. Aufgrund der
Abwesenheit der flachen Zellen l6sten sich die Neurone etwa ab d4 von dem Deckglas ab. Das
Differenzierungsbild von 2 Mz-Bcl-2 Klonen wies eine Zwischenstellung zwischen dem P- und
dem N-Subtyp auf (Mz-Bcl-2-SV40 G4; Mz-Bcl-2-CMV G7). Diese Klone wurden daher dem O-
Subtyp zugeordnet. In diesen Kulturen entwickelten sich hauptséchlich neuronale Zellen, und
der Anteil von Derivaten flacher Morphologie an der Gesamtkultur lag an d6 ungefahr zwischen
1 bis 10%. Diese Kulturen starben zwischen d4 und d6 ab, da den Neuronen die durch die
Zellen flacher Morphologie vermittelte Stabilitat fehlte. Ein Mz-Bcl-2 Klon (Mz-Bcl-2-SV40 G7)
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konnte nicht differenziert werden, da die Zellen innerhalb weniger Tage nach Behandlung mit
RA abstarben. Das Differenzierungspotential der Mz-Bcl-2 Klone blieb wahrend der Kultivierung
stabil, da die Zuordnung der einzelnen Klone zu den verschiedenen Subtypen durch drei
unabhangige Differenzierungen von Zellen unterschiedlicher Passagen reproduziert werden
konnte.

Um eine Aussage uber die Bedeutung der Verteilung der auftretenden Phanotypen treffen zu
konnen, mufiten zum Vergleich aus den PCC7-Mzl-Zellen stabile Klone, die mit dem
Expressionsvektor ohne kodierendes Insert fiir Bcl-2 transfiziert wurden, hergestellt werden.
Die Isolierung dieser mit dem leeren pcDNA3-SV40-Vektor transfizierten stabilen Mz1-mock
Klone wurde bereits beschrieben (lll 1.5.1). Es wurden 21 stabile Mz-mock Klone erhalten. Alle
Klone wurden dreimal auf Deckglésern in 24 Loch-Platten ausgesat und mit RA differenziert. Ihr
Differenzierungspotential wurde mikroskopisch an den Zeitpunkten d3 und d6 analysiert, und
die einzelnen Klone wurden anhand der oben beschriebenen morphologischen Kriterien den
drei Subtypen zugeordnet. 13 Klone erwiesen sich als P-Subklone, wahrend 3 in den N-
Phanotyp und einer in den O-Phanotyp differenzierten. Die Zellen von 4 Klone konnten nicht
differenziert werden, da sie nach Zugabe von RA abstarben.

Wie in Tabelle 14 zusammenfassend dargestellt ist, war die Verteilung der verschiedenen
Subtypen in den Mz-Bcl-2 Klonen ahnlich der Verteilung, die durch die mock Transfektion der
PCC7-Mz1-Zellen bestimmt wurde. Aufgrund der zu geringen Probenzahl konnten keine
statistischen Aussagen getroffen werden, so daf3 fur eine Rangfolge nur die relativen
Haufigkeiten der einzelnen Subtypen berlcksichtigt wurden. Sowohl die Mz-Bcl-2 Klone als
auch die Mz-mock Klone entwickelten hauptsachlich Klone des P-Phanotyps gefolgt von N- und
O-Subklonen. Die Uberexpression von Bcl-2 schien somit keine gravierende Auswirkung auf
das Differenzierungspotential der Zellen auszutiben. Die Experimente zeigten jedoch, dafd Bcl-2
Uberexprimierende Stammzellen in der Lage sind, in die drei verschiedenen Zelltypen
(Neurone, Fibroblasten und Astroglia-Zellen), die sich auch aus den parentalen PCC7-Mz1-
Zellen entwickeln, zu differenzieren. Eine spontane, vom RA-Signal unabhéangige

Differenzierung wurde durch die Uberexpression von Bcl-2 nicht ermdglicht.

P-Subtyp O-Subtyp N-Subtyp keine Differenzierung
(Klone) (Klone) (Klone) (Klone)

Mz-Bcl-2

12 2 6 1
(n=21)
Mz-mock

13 1 3 4
(n=21)

Tab. 14: Differenzierungspotential der Mz-Bcl-2 sowie der Mz-mock Klone
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2.5.2 Expression neuronaler Markerproteine in Mz-Bcl-2 Klonen

Um zu untersuchen, ob Bcl-2 einen Einflul auf die Entstehung der reifen, differenzierten
Zelltypen besitzt, wurde die Expression von zwei neuronalen Markermolekdilen in den Mz-Bcl-2
Klonen wahrend des RA-induzierten Differenzierungsverlaufs analysiert. Als ein Markerprotein
fur frihe neuronale Differenzierungsprozesse diente das neuronenspezifische PKC-Substrat
GAP-43, dessen Expression innerhalb von 24 h nach Zugabe von RA in PCC7-Mz1-Zellen
hochreguliert wird (ESDAR et al., 1999a). Die leichte Kette des neuronalen Clathrins (n-Clathrin)
wurde als Marker fur spatere neuronale Differenzierungsstadien gewahlt, da n-Clathrin in
PCC7-Mz1-Zellen erst ab dem Differenzierungstag d2 exprimiert wird (OEHRLEIN-KARPI, 1998).
Durch Western-Blot Analysen von Gesamtprotein, das aus Stammzellen sowie aus Zellen der
Differenzierungszeitpunkte d1, d3 und d6 extrahiert wurde, wurde untersucht, ob sich durch die
Bcl-2 Uberexpression Unterschiede im Expressionsmuster der Markermolekiile GAP-43 und n-
Clathrin zwischen den PCC7-Mz1-Zellen und den Mz-Bcl-2 Klonen ergaben. Die Expression
von GAP-43 und n-Clathrin in PCC7-Mz1-Zellen wurde mit der Expression in den drei Mz-Bcl-2
Klonen B12, H5 und D2, die das Differenzierungspotential des P-Subtyps besal3en, verglichen.
Die Expression von GAP-43 wurde in PCC7-Mz1-Zellen 24 h nach Zugabe von RA (d1) deutlich
hochreguliert und blieb dann auf einem konstant hohen Expressionsniveau (Abb. 41). Der Mz-
Bcl-2 Klon D2, bei dem aufgrund des schwéacheren CMV-Promoters nur eine geringe Bcl-2
Uberexpression vorlag (lll 2.2.4), zeigte das gleiche Expressionsmuster wie die PCC7-Mz1-
Zellen. Die Mz-Bcl-2 Klone B12 und H5, die infolge des starkeren SV40-Promoters eine
groRere Menge an Bcl-2 enthielten (Ill 2.2.4), wiesen dagegen nur eine transiente
Hochregulation von GAP-43 an d1 auf. Ab d3 nahm die Expression von GAP-43 wieder deutlich
ab. Ein ahnliches Ergebnis wurde bei der Analyse des neuronalen Clathrins erhalten. In PCC7-
Mz1-Zellen und im Mz-Bcl-2 Klon D2 konnte ab d3 eine starke n-Clathrin Expression detektiert
werden, die auch an d6 auf einem hohen Level blieb, wahrend die Mz-Bcl-2 Klone B12 und H5
nur eine transiente Hochregulation des Proteins an d3 aufwiesen. Die Expression neuronaler
Markerproteine war in den Mz-Bcl-2 Klonen B12 und H5, die bereits in Stammzellen eine starke
Uberexpression von Bcl-2 besaRen, gegeniiber PCC7-Mz1-Zellen sowie dem Mz-Bcl-2 Klon D2
deutlich verringert. Diese Untersuchungen lieferten einen ersten Hinweis darauf, dal3 sich
wahrend der Differenzierung der Mz-Bcl-2 Klone im Vergleich zu PCC7-Mz1-Zellen weniger

neuronale Derivate entwickelten.
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Abb. 41: Expression neuronaler Markerproteine in PCC7-Mz1-Zellen und Mz-Bcl-2 Klonen
Won PCCT-Mz 1-Zellen und von Zellen der Mz-Bcl-2 Klone B12, H5 und D2 wurden Gesamizellextrakle
andD, d1,d3 und d6 hergestellt. Je 5 pg des extrahierten Gesamtproteins wurden durch eine 10%-ige
SDS-PAGE aufgetrennt, auf eine PYDF-Membran transferiert und mit einem anti-GAP-43-Antiserum
detektiert (linke Halfte). Je 15 pg Gesamtprotein wurden durch eine 12,5%-ige SDS-PAGE aufgetrennt
und nach dem Transfer auf eine PYDF-Membran mit einem Antikérper gegen die leichte Kette des
neuronalen Clathrins inkubiert (rechte Halfte) Der Nachweis erfolgie durch eine Chemilumineszenz-
Reaktion und Exposition eines Fuji Medical X-Ray Films fur 1 min. (GAP-43) bzw. 15 min. (n-Clathrin).
Der Auftrag gleicher Proteinmengen wurde durch Anfarbung der PVDF-Membran mit Coomassie-
Blau verifiziert (nicht gezeigt).

In PCCT-Mz1-Zellen wurde die Expression von GAP-43 ab d1 und die Expression von n-Clathrin ab
d3 hochreguliert. In den Mz-Bcl-2 Klonen B12 und HS wurden beide Proteine nur transient hoher
exprimiert, wahrend der Mz-Bel-2 Kloan D2 ein vergleichbares Expressionsmuster wie die PCC7-Mz1-
Zellen aufwias.

Durch Bestimmung des Anteils von Neuronen in der Gesamtkultur von Mz-Bcl-2 Klonen und
PCC7-Mz1-Zellen konnte diese Vermutung bestatigt werden. Dazu wurden Zellen der
Differenzierungszeitpunkte d3 und d6 auf Adhasionsobjekttrager vereinzelt aufgebracht, und
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durch Immunfluoreszenzfarbungen der beiden neuronalen Markerproteine GAP-43 und Ex-1
(MULLER-HUSMANN et al., 1994) wurde der jeweilige Anteil der neuronalen Zellderivate ermittelt
(Abb. 42).
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Abb. 42: Anteil neuronaler Zellderivate in PCCT-Mz1-Zellen und in Mz-Bcl-2 Klonen
PCC7-Mz1-Zellen und Zellen der Mz-Bel-2 Klone B12 und HS wurden aufl Deckglasern
differenziert und an d3 (A) sowie db (B} auf Adhasionsobjekitrager vereinzelt aufgetragen.
Durch Immunflucreszenzfarbungen mit dem anti-GAP-43-Antiserum und einem anti-
Kaninchen-FITC-Antiktrper bzw, dem Ex-1 Antikdrper und einem anti-Ratte-FITC-
Antiktirper wurden die neuronalen Zellderivate identifiziert. Der Anteil GAP-43 bzw. Ex-1
positiver Zellen wurde durch Auszahlen von ungefahr 300 Zellen pro Ansatz bestimmt, Das
Ergebnis konnte durch drei unabhangige Versuch bestatigt werden.

Die Mz-Bcl-2 Klone B12 und H5 wiesen im Vergleich zu PCC7-Mz1-Zellen an d3 und an d&
ginen geringeren Anteil neuronaler Zellderivate auf.

In der Kultur der PCC7-Mz1-Zellen exprimierten an d3, wenn bereits unreife Neuronen

vorliegen, etwa 70% der Zellen die neuronalen Markerproteine GAP-43 und Ex-1. Dagegen
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wiesen nur ungefahr 30% der Zellen der Mz-Bcl-2 Klone B12 und H5 diese beiden Proteine auf.
Da sich die Gesamtzahl der Zellen flacher Morphologie wahrend des Differenzierungsverlaufs
aufgrund ihrer Teilungsaktivitat erhéhte, nahm der relative Anteil der Neurone in der Kultur der
PCC7-Mz1-Zellen am Differenzierungstag d6é auf ungefahr 60% ab. In den Mz-Bcl-2 Kulturen
lag der Anteil an neuronalen Zellen, die durch die Expression von GAP-43 und Ex-1 identifiziert
wurden, mit etwa 30% deutlich niedriger. Diese Daten zeigen, dafld wahrend der RA-induzierten
neuralen Differenzierung in Klonen mit einer starken Uberexpression von Bcl-2 im Vergleich zu

PCC7-Mz1-Zellen ein geringerer Anteil an neuronalen Derivaten gebildet wird.

2.5.3 Morphologie der Neurone der Mz-Bcl-2 Klone

Der EinfluB, den die Uberexpression von Bcl-2 auf die Zellmorphologie der differenzierten
Zellen sowie das Differenzierungsbild ausiibte, wurde anhand morphologischer
Charakterisierungen untersucht. PCC7-Mz1-Zellen sowie Zellen der Mz-Bcl-2 Klone B12 und
H5, die beide das Differenzierungspotential des P-Typs aufwiesen, wurden mit RA differenziert,
und das entstehende Differenzierungsbild wurde mikroskopisch anhand der lebenden Kulturen
ausgewertet. Abbildung 20 zeigt typische, vital photographierte Aufnahmen der einzelnen
Kulturen an den Differenzierungstagen dO, d3, d6 und d10. Wahrend sich die
Differenzierungsbilder an dO und an d3 sehr ahnlich waren (Abb. 43 a-f), wurden ab d6
deutliche Unterschiede zwischen den PCC7-Mz1-Zellen und den Mz-Bcl-2 Klonen erkennbar.
Etwa ab d6 lagerte sich der Hauptteil der Neurone der PCC7-Mz1-Kultur zu sogenannten
neuronalen Aggregaten, die aus ungefahr 20 bis 50 Neuronen bestanden, zusammen (Abb. 43
0, k). Abgestorbene Zellen setzten sich auf diesen neuronalen Anhaufungen ab. Die einzelnen
neuronalen Aggregate waren jeweils Uber mehrere neuronale Auslaufer, die sich teilweise
strangartig verknupften, miteinander verbunden. Vereinzelt liegende Neurone traten in den
PCC7-Mz1-Kulturen nur noch zu einem geringen Anteil auf. Dahingegen bildeten die Neurone
der Mz-Bcl-2 Klone keine neuronalen Aggregate. Die Neurone lagen vereinzelt auf den Zellen
flacher Morpholgie, wobei sich maximal 2 bis 3 Neurone nebeneinander befanden (Abb. 43 h, i,
[, m). Die einzelnen Neurone kommunizierten Uber stark verzweigte Neurite, die in ihrer
Morphologie mit den Auslaufern von neuronalen Priméarkulturen vergleichbar waren.

Diese moarphologischen Unterschiede wurden durch Immunfluoreszenzanalysen von Zellen des
Differenzierungstages d8 verifiziert. Mit einem Antiserum gegen das neuronale Markerprotein
GAP-43 wurden spezifisch die Neurone der Kulturen angefarbt (Abb. 44). Wéahrend in PCC7-
Mz1-Zellen ein neuronales Aggregat, vom dem die Auslaufer sternférmig ausgingen, detektiert
wurde (Abb. 44 a), lagen die Neurone der Mz-Bcl-2 Klone B12 und H5 vereinzelt auf dem
konfluenten Rasen flacher Zellen und waren uUber stark verzweigte Neurite miteinander
verbunden (Abb. 44 c, e).
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Abb. 43; Morphologie der differenzierenden PCC7-Mz1-Zallen und Mz-Bcl-2 Klone
PCCT-Mzi-Zellen (a, d. g, k) sowie Zellen der Mz-Bol-2 Klone B12 (b, e, h, hund H5 {c. f, i, mj wurden auf
Deckglasern ausgesat, mit RA differenziertund and0 (a, b, c), d2(d, &, f}, d&{g, h, jund 210k, I, ) vital
photographiert, Die Balkenlange entspricht 52 pm.

Die dargesteliten Bilder zeigen die typischen Differenzierungsbilder. An d0 und d3 liefben sich noch keine
marphologischen Unterschiede zwischen PCC7-Mz1-Zellen und den Mz-Bcl-2 Klonen erkennen. Etwa
ab d6 lagerten sich die Neurone der PCC7-Mz1-Zellen jedoch zu sogenannten neuronalen Aggregaten
{*), die Gber die neuronalen Auslaufer verbunden sind, zusammen. Dahingegen lagen die Neurone der
Mz-Bol-2 Klone (Pfeile) vereinzelt auf den EHen-ﬁacher Morphologle und kommunizierten Gber stark
verzweigte Neurite miteinander.

Bei der  mikroskopischen  Analyse von lebenden Kulturen  sehr  spater
Differenzierungszeitpunkte — etwa ab d12 — erschienen die Neurone der Mz-Bcl-2 Klone im
Vergleich zu den Neuronen der PCC7-Mz1-Kultur besser erhalten und gesuinder. PCC7-Mz1-
Neurone wiesen zu diesen Zeitpunkten oftmals geschadigte Zellmembranen und eingezogene
Neurite auf. Dahingegen sahen die Bcl-2 Uberexprimierenden Neurone gréRer, schoner und
unbeschadigter aus.
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Abb. 44: Vergleich des Differenzierungsbildes von PCC7-Mz1-Zellen und Mz-Bcl-2 Kulturen
PCC7-Mz1-Zellen (a, b) und Zellen der Mz-Bcl-2 Klone B12 (c, d) und H5 (e, f) wurden auf Deckglasern
ausgesat, mit RA differenziert und an d8 fixiert. Durch Immunfluoreszenzfarbung mit dem Antiserum gegen
das neuronenspezifische GAP-43 Protein sowie einem anti-Kaninchen-Cy3-Antikdrper wurden die Neurone
nachgewiesen (a, c, e). Die entsprechenden Phasenkontrastaufnahmen sind in b, d und f dargestellt. Die
Balkenlange entspricht 15,6 um.

Wahrend es bei den PCC7-Mz1-Zellen etwa ab dem Differenzierungstag d6 zur Zusammenlagerung der
Neurone in sogenannten neuronalen Aggregaten (*) kam, lagen die Neurone der Mz-Bcl-2 Klone vereinzelt
(Pfeile) auf den Zellen flacher Morphologie und waren Uber stark verzweigte Auslaufer miteinander
verbunden.
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IV Diskussion

Die Untersuchung von neuraler Entwicklung ist aufgrund der Komplexitat des Saugergehirns in
vivo kaum mdglich, so daf} Uber die molekularen Vorgange, die fur die Entstehung der
verschiedenen neuralen Phanotypen aus pluripotenten Stammzellen verantwortlich sind, bisher
nur wenig bekannt ist. In dieser Arbeit wurde daher die PCC7-Mz1-Zellinie als in vitro Modell
zur Analyse neuraler Determinierungs- und Differenzierungsprozesse verwendet. Nach
Behandlung mit dem Morphogen all-trans Retinsdure (RA) differenzieren PCC7-Mz1-
Stammzellen in ein stabiles Muster aus Neuronen, Fibroblasten und Astroglia-Zellen, wahrend
parallel ein reproduzierbarer Anteil der Kultur apoptotisch stirbt. Dadurch ist es mdglich,
Differenzierungs- und Apoptoseereignisse, die auch im natlrlichen Gewebe parallel ablaufen,
gleichzeitig zu analysieren. Zum Verstandnis der molekularen Mechanismen, die die neurale
Differenzierung und Apoptose der PCC7-Mz1-Zellen regulieren, wurde die Funktion zweier
Schlusselmolekile dieser Prozesse — GAP-43 und Bcl-2 — charakterisiert. Ausgehend von der
parentalen PCC7-Mz1-Zellinie wurden Klone etabliert, die eine stabile Uberexpression des
GAP-43 bzw. des Bcl-2 Proteins aufwiesen, so dall genetisch identische Kulturen in

genigenden Mengen fir biochemische und zellbiologische Analysen zur Verfligung standen.

1. Frihe Expression von GAP-43 wahrend der neuralen Entwicklung

Die physiologische Bedeutung von GAP-43 im Nervensystem lait sich durch verschiedene
Indizien belegen: (1) GAP-43 macht etwa 0,5% vom Gesamtproteingehalt des Saugergehirns
aus (CIMLER et al., 1985). (2) GAP-43 ist ein Hauptsubstrat fur die Proteinkinase C, welche
entscheidend in neurale Differenzierung involviert ist (TANAKA & NISHIZUKA, 1994). (3) GAP-43
ist sowohl an Ca?*/Calmodulin-abhéngigen (CHAKRAVARTHY et al., 1999) als auch an G,-Protein
gekoppelten (STRITTMATTER et al., 1992) Signaltransduktionswegen beiteiligt.

Zur ldentifizierung der Funktion wahrend der frlhen neuralen Entwicklung wurde in dieser
Arbeit die Expression von GAP-43 im PCC7-Mz1-Zellmodell untersucht. Wahrend GAP-43 in
Stammzellen kaum nachweisbar war, wurde seine Expression innerhalb von 24 Stunden nach
Behandlung mit RA auf mRNA- und auf Protein-Ebene induziert. Promoteranalysen konnten
zeigen, dal3 die Transkription des GAP-43 Gens durch zwei verschiedene Promotoren reguliert
wurde. Am Promoter P1 fand bereits in Stammzellen basale Transkription statt, wohingegen der
stromabwarts gelegene Promoter P2 erst nach Induktion der neuralen Differenzierung durch RA
aktiviert wurde. Dieser Promoter scheint daher fir die neuronenspezifische Expression von
GAP-43 verantwortlich zu sein. Moglicherweise kommt es zu einer direkten Aktivierung des
Promoters P2 durch die Retinsdure-Rezeptorsubtypen RARa2 oder RARb2, die in PCC7-Mz1-

Zellen innerhalb von 3 Stunden nach Zugabe von RA hochreguliert werden (HEIERMANN et al.,
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1992). Als Antagonist der Retinsdure-Rezeptoren wurde der Transkriptionsfaktor COUP-TF |
("chicken ovalbumin upstream promoter transcription factor 1), der wahrend der neuralen
Entwicklung stark exprimiert wird, beschrieben (COONEY et al., 1993; MANGELSDORF & EVANS,
1995). Da gezeigt werden konnte, daR durch die Uberexpression von COUP-TF | in einer
Teratokarzinomzellinie sowohl die neurale Differenzierung als auch die Expression von GAP-43
nach Induktion mit RA verzégert wird (NEUMAN et al., 1995), konnte COUP-TF | in PCC7-Mz1-
Zellen die Wirkung von Retinsdure-Rezeptoren antagonisieren und die Transkription des P2-
Promoters von GAP-43 in PCC7-Mzl-Stammzellen reprimieren. Innerhalb der bekannten
Promoter-Sequenz des GAP-43 Gens konnten bis jetzt weder Bindungsstellen fir Retinséure-
Rezeptoren noch fur COUP-TF | identifiziert werden. Enhancerelemente dieser
Transkriptionsfaktoren liegen jedoch im allgemeinen sehr weit stromaufwérts des
Transkriptionsstartes.

24 Stunden nach Behandlung mit RA (d1) exprimierten etwa 75 % der PCC7-Mz1-Zellen GAP-
43. Fast alle GAP-43 positiven Zellen waren zu diesem Differenzierungszeitpunkt noch
proliferativ. GAP-43 wird also bereits in mitotisch noch aktiven, neuronalen Vorlauferzellen, die
durch das RA-Signal fiir das neuronale Schicksal determiniert wurden, exprimiert, und konnte
somit als ein Markerprotein fiir sehr friihe neuronale Differenzierungsprozesse etabliert werden.
DalR etwa 70% der PCC7-Mz1-Stammzellen in neuronale Derivate differenzieren, wurde durch
Analysen von spezifischen Markerproteinen gezeigt (LANG et al., 1989; MULLER-HUSMANN et al.,
1994). Eine wahrend der neuralen Differenzierung sehr friih induzierte Expression von GAP-43
konnte durch Untersuchungen an fetalen Rattengehirnschnitten verifiziert werden. Die
Expression von GAP-43 wurde schon ab Pranataltag 11 und bereits in noch proliferierenden,
neuronalen Vorlauferzellen der Ventrikularzone des Neuroepithels nachgewiesen (ESDAR et al.,
1999a). Die Induktion der Expression von GAP-43 tritt demnach nicht erst in postmitotischen
Neuronen auf und korreliert nicht, wie bisher angenommen (BIFFO et al., 1990; DANI et al.,
1991), mit der Entstehung neuronaler Auslaufer. GAP-43 wird somit bereits exprimiert, wenn
auf molekularer Ebene noch Determinierungs- und Differenzierungsentscheidungen ablaufen.
Dal GAP-43 wahrend der frihen neuralen Differenzierung der PCC7-Mzl-Zellen bereits
funktionell ist, konnte durch "in vivo Phosphorylierungsexperimente” demonstriert werden. GAP-
43 stellt schon in unreifen Neuronen (d2-d4) ein physiologisches Substrat fur PKC dar. Als
Kandidat fur die Phosphorylierung von GAP-43 wahrend der friihen neuralen Entwicklung wird
die PKC-Isoform h postuliert, da diese Isoform ebenso wie GAP-43 an d1 und d2 am Golgi-

Apparat lokalisiert ist (ESDAR et al., 1999a).
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2. GAP-43 fordert die Auspragung des neuronalen Phanotyps von
PCC7-Mz1-Zellen

Da GAP-43 sowohl in vitro als auch in vivo bereits sehr friih wéhrend der neuralen Entwicklung
exprimiert wird und in diesen frilhen Entwicklungsstadien auch schon als physiologisches
Substrat fir PKC funktionell ist, konnte postuliert werden, dal3 das Protein in die Regulation
neuronaler Zellstammbaumentscheidungen involviert ist. Um diese Hypothese experimentell zu
belegen, wurden von den PCC7-Mzl-Zellen Klone etabliert, die GAP-43 stabil
Uberexprimierten. Die Analyse und Charakterisierung dieser Klone lieferte mehrere Hinweise
darauf, dall GAP-43 tatsachlich an der Etablierung sowie Stabilisierung des neuronalen
Phanotyps von PCC7-Mz1-Zellen beteiligt ist: (1) Alle isolierten Mz-GAP-43 Klone besitzen das
Differenzierungspotential eines N- oder O-Klons, d.h. die Zellen differenzieren nach Behandlung
mit RA fast ausschlieB3lich in neuronale Derivate. (2) In den Mz-GAP-43 Klonen lassen sich
weder auf mRNA- noch auf Proteinebene Markermolekile fir nicht-neuronale Derivate
nachweisen. (3) Die Mz-GAP-43 Klone exprimieren schon in Stammzellen ein alternativ
gespleiRtes Transkript des neuronenspezifischen Transkriptionsfaktors NCNF ("neuronal cell
nuclear factor"), wohingegen in PCC7-Mz1-Zellen die Expression von NCNF erst ungefahr 6
Stunden nach Zugabe von RA induziert wird (SCHNEIDER-HIRSCH, 1996). Da NCNF vermutlich
als reprimierender Kernrezeptor in die Stabilisierung des neuronalen Phanotyps involviert ist
(BAUER et al., 1997), ist es denkbar, dal® NCNF in den Mz-GAP-43 Klonen die Expression von
Genen, die fur die Entwicklung der nicht-neuronalen Phéanotypen verantwortlich sind,
unterdriickt. (4) Wahrend MzN-Klone, die durch einfache Subklonierung aus PCC7-Mz1-Zellen
erzeugt wurden, durch die Differenzierung auf Laminin beschichteten Wachstumsflachen in den
P-Phanotyp revertiert werden kénnen (LANG et al., 1989; JosTocK et al., 1998), bilden die
Zellen der Mz-GAP-43 Klone auch auf Laminin fast ausschlief3lich neuronale Derivate aus. Die
Mz-GAP-43 Klone scheinen daher nicht nur N-Klon, sondern starker fir das neuronale
Entwicklungsschicksal determiniert zu sein.

Somit konnten mehrere Evidenzien dafiir gefunden werden, dall GAP-43 in PCC7-Mz1-
Stammzellen neurale Zellstammbaumentscheidungen dahingehend beeinfludt, daR die
Auspragung des neuronalen Zellschicksals geférdert und die des nicht-neuronalen Schicksals
unterdriickt wird. Diese bevorzugte Entwicklung der neuronalen Subtypen in den Mz-GAP-43
Klonen ist nicht auf klonale Selektion zuriickzufihren, da durch die Subklonierung von PCC7-
Mz1-Zellen nach Transfektion mit dem leeren pcDNA3-SV40-Vektor ("mock" Transfektion)
hauptséchlich P-Klone entstanden, die wie der PCC7-Mzl1-Ursprungsklon in die drei
verschiedenen Zelltypen des Neuroektoderms — Neurone, Fibroblasten und Astroglia-Zellen —
differenzieren. Auch scheint die Uberexpression von GAP-43 in nicht-neuronal determinierten
Zellen nicht zu deren Absterben zu fihren, was ebenfalls die Isolierung neuronaler Klone zur

Folge gehabt hatte. Da jedoch bereits eine ektopische Expression von GAP-43 in nicht-
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neuronalen Zellen durchgefiihrt worden ist (ZUBER et al., 1989b), und da die in den Mz-GAP-43
Klonen des O-Typs vereinzelt auftretenden Zellen flacher Morphologie ebenfalls GAP-43
enthielten, ist eine Expression von GAP-43 im nicht-neuronalen Kontext grundsatzlich moglich.
Eine durch die Uberexpression von GAP-43 induzierte Beschleunigung des neuralen
Differenzierungsverlaufs der PCC7-Mz1-Zellen trat dagegen nicht auf. Die zeitliche Entstehung
charakteristischer Merkmale reifer Neurone, wie die Expression des neuronalen Clathrins sowie
die Auspragung neuronaler Polaritat war in den Mz-GAP-43 Klonen im Vergleich zur PCC7-
Mz1-Kultur nicht verandert. Die Uberexpression von GAP-43 hatte in PCC7-Mz1-Zellen
demnach keine Auswirkung auf die Reifung der neuronalen Zelltypen, sondern beeinfluf3te die
neuralen Zellstammbaumentscheidungen wéahrend der frihen neuralen Entwicklung. Ahnliche
Hinweise wurden in einer anderen Studie erhalten, bei der in der embryonalen Karzinomzellinie
P19 durch die Ausschaltung des GAP-43 Gens die Etablierung neuronaler Phanotypen
verhindert wurde. Im Vergleich zu Wildtyp P19-Zellen entwickelten sich in den GAP-43-
negativen Zellen nach Induktion der Differenzierung signifikant weniger Neurone (MANi et al.,
2000).

Daher stellt sich die Frage, wie GAP-43 auf der molekularen Ebene in die neuralen
Determinierungs- und Differenzierungsprozesse eingreift. Durch die Arbeiten von Frau Dr. R.
Jostock konnte gezeigt werden, dal3 das neuronale Zellschicksal in den PCC7-Mz1-Zellen der
dominante Entwicklungsweg ("default pathway") ist, wohingegen die Entstehung von nicht-
neuronalen Derivaten induziert werden muf3. Fur die Induktion der nicht-neuronalen Zellen
scheint eine sogenannte ZVA (zelltypverschiebende Aktivitat) verantwortlich zu sein (JOSTOCK
et al., 1998). Die biochemische Natur der ZVA konnte zwar noch nicht identifiziert werden, doch
scheint es sich um einen sekretierten oder membranstandigen Liganden zu handeln, der an
einen spezifischen Rezeptor bindet und dadurch die neuronale Differenzierung unterdriickt.
Waéhrend der frihen Determinierungsprozesse von PCC7-Mzl-Zellen scheinen einige
Vorlauferzellen verstarkt die ZVA und/oder den ZVA-Rezeptor zu exprimieren, so dal diese
Zellen den nicht-neuronalen Entwicklungsweg einschlagen. Vorlauferzellen der N-Subklone
scheinen nur eine sehr geringe ZVA und/oder ZVA-Rezeptor Expression aufzuweisen, so dal3
aus diesen Zellen nur neuronale Derivate entstehen. Signale, die Uber extrazelluléare
Matrixproteine wie Laminin oder Fibronektin vermittelt werden, kénnen vermutlich die Affinitat
der ZVA fur ihren Rezeptor verstarken, so dafld auf Laminin beschichteten Wachstumsflachen
differenzierte N-Klone auch nicht-neuronale Zelltypen bilden kénnen. Eine mdgliche Erklarung
fur den EinfluR von GAP-43 auf die Zellstammbaumentscheidungen der PCC7-Mz1-Zellen
kénnte nun darin bestehen, dal? GAP-43 in die vom ZVA-Rezeptor ausgehende Signalkaskade
blockierend eingreift, so dal3 die Induktion der Zellen flacher Morphologie (Fibroblasten und
Astroglia-Zellen) ausbleibt. Dadurch lieRe sich auch begriinden, wieso die Mz-GAP-43 Klone

auf das durch Laminin verstarkte ZVA-Signal nicht mit der Bildung nicht-neuronaler Zellderivate
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reagieren. Mdglicherweise werden vom ZVA-Rezeptor ausgehende Signale ber
Ca®*/Calmodulin abhéngige Prozesse vermittelt, die aufgrund der verstarkten GAP-43
Expression inhibiert werden. Durch "Cross-linking Experimente" konnte in dieser Arbeit die
Interaktion zwischen GAP-43 und Calmodulin in den Stammzellen der Mz-GAP-43 Klone
nachgewiesen werden, was in den Stammzellen zu einer Depletion von freiem Calmodulin und
damit zu einer Erhéhung der intrazellularen Ca**-Konzentration fiihrt. Bisher sind ungefahr 30
verschiedene Zielmolekiile von Ca?‘/Calmodulin beschrieben worden. So kommt es zu
Interaktionen mit Calmodulin-abhéngigen Kinasen (I-1V), der Proteinphosphatase Calcineurin,
NO-Synthasen, Ca?*-Kanalen, G-Proteinen und Regulatoren des Zellzyklusses (RASMUSSEN &
MEANS, 1989; HERGET et al., 1994; VOGEL, 1994). Uber welche Signalwege Calmodulin
mdglicherweise Einflul auf neuronale Entwicklung ausibt, ist allerdings noch nicht bekannt.
DaR Ca®’/Calmodulin abhangige Signalwege jedoch tatséchlich an neuronalen
Differenzierungsprozessen beteiligt sind, wurde durch Arbeiten an PC12-Zellen belegt. Die
Abnahme der intrazellularen Calmodulin-Konzentration flhrte hier zum spontanen Auswachsen
von neuralen Auslaufern (VANBERKUM & GOODMAN, 1995; DAVIDKOVA et al., 1996).

Desweiteren konnte in den Mz-GAP-43 Klonen durch die reprimierenden Effekte des
Transkriptionsfaktors NCNF, der in diesen Klonen bereits in den Stammzellen exprimiert wird,
die Expression der ZVA und/oder des ZVA-Rezeptors fast vollstandig unterdriickt sein. Dal3
NCNF in Differenzierungsprozesse involviert ist, konnte bisher nur im Testisgewebe
nachgewiesen werden, wo der zu NCNF homologe Transkripitonsfaktor GCNF ("germ cell
nuclear factor") die Reifung von Spermatiden durch die Regulation der Protamin-Gene
kontrolliert (HUMMELKE et al., 1998).

Um eine endglltige Einordnung von GAP-43 in die molekularen Signalwege, die fir die
Zellstammbaumentscheidungen verantwortlich sind, treffen zu kénnen, ist es jedoch notwendig,
die biochemische Natur der ZVA und ihres Rezeptors zu identifizieren.

Wahrend bisherige Untersuchungen zur physiologischen Bedeutung von GAP-43 vor allem eine
modulierende Funktion in schon neuronal differenzierten Zellen auf das Auswachsen und die
Wedgfindung von neuronalen Auslaufern beschreiben (STRITTMATTER et al., 1995; AIGNER et al.,
1995), konnten die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen, dall GAP-43 bereits in pluripotenten
Stammzellen  entscheidend an frihen neuralen  Determinierungsprozessen und

Zellstammbaumentscheidungen beteiligt ist (Abb. 47).
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3. Multiple Effekte von Bcl-2 wahrend der fruhen neuralen
Entwicklung
Bcl-2 wurde vor Uber zehn Jahren als Onkogen in humanen Lymphomen identifiziert
(TsuaiMOTO et al., 1984; BAKHSHI et al., 1985). Forschungen innerhalb der letzten Jahre
konnten zeigen, daf Bcl-2 in seiner Eigenschaft als antiapoptotisches Protein in verschiedene
zellulare Signalwege involviert ist. So reguliert Bcl-2 durch Interaktionen mit anderen Molekulen,
die ebenfalls an der Kontrolle des Zelltods beteiligt sind, das Apoptose-Programm in
unterschiedlichen Zelltypen (FARROW & BROWN, 1996; WHITE, 1996). AulRerdem kann Bcl-2
sowohl mitogene Signaltransduktionswege durch die Bindung der Kinase Raf-1 (WANG et al.,
1996) und der Proteinphosphatase Calcineurin (SHIBASAKI & MCKEON, 1995) als auch die
Transkription durch Interaktion mit dem Transkriptionsfaktor-bindenden Protein BAG-1 ("Bcl-2-
associated anti-death gene-1") (LIu et al., 1998) beeinflussen. In weiteren Untersuchungen
konnte eine Kontrolle des Zellzyklusses durch Bcl-2 nachgewiesen werden (BORNER, 1996; GIL-
GOMEZ et al., 1998). Aufgrund seiner multifunktionellen Eigenschaften wird Bcl-2 daher auch als
"Swiss army knife" bezeichnet (REED, 1997a). Da Uber die Bedeutung von Bcl-2 wahrend der
frihen Phase der neuralen Entwicklung nur wenig bekannt war, wurde der Effekt von Bcl-2 auf
die durch RA induzierte neurale Differenzierung der PCC7-Mz1-Zellen analysiert. Der Einfluf3
einer potentiellen Blockierung der RA-induzierten Apoptose durch die Uberexpression von Bcl-2
auf das Differenzierungspotential der Stammzellen sowie auf das entstehende

Differenzierungsbild der PCC7-Mz1-Kultur wurde im Rahmen dieser Arbeit untersucht.

3.1 Bcl-2 inhibiert Apoptose in pluripotenten neuralen Vorlauferzellen

Die Behandlung von pluripotenten PCC7-Mz1-Stammzellen mit RA fuhrt neben der Induktion
der neuralen Differenzierung zum Absterben eines definierten Anteils der Kultur. Innerhalb der
ersten 24 Stunden nach Zugabe von RA sinkt daher die Vitalitat gegeniiber unbehandelten
Kontrollen auf etwa 75% (HERGET et al., 1998). Alle in dieser Arbeit erzeugten Mz-Bcl-2 Klone
wiesen dagegen 24 Stunden nach Inkubation mit RA eine héhere Vitalitat als die parentalen
PCC7-Mz1-Zellen auf. In den Mz-Bcl-2 Klonen, bei denen die Bcl-2 Expression durch den
SV40-Promoter reguliert wurde, war die Uberexpression von Bcl-2 im Vergleich zu den PCC7-
Mz1-Zellen etwa 7-fach hoher, und die durch RA induzierte Abnahme der Vitalitdt betrug
durchschnittlich nur 5%. Dagegen war die Expression von Bcl-2 in den Klonen, bei denen die
Transkription durch den CMV-Promoter kontrolliert wurde, gegeniber PCC7-Mz1-Zellen nur
etwa 3-fach erhoht, und die Vitalititsabnahme lag mit 17% deutlich héher als bei den Mz-Bcl-2
Klonen mit SV40-Promoter. Das durch RA induzierte Ausmaf der Apoptose von PCC7-Mz1-

Zellen steht somit in inverser Korrelation zur Menge der Bcl-2 Expression.
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Jedoch konnte die RA-induzierte Apoptose auch in den Mz-Bcl-2 Klonen mit starker Bcl-2
Expression nicht vollstandig blockiert werden. Moéglicherweise ist die Menge an Bcl-2 Protein in
den Zellen der Mz-Bcl-2 Kulturen noch nicht ausreichend, um alle proapoptotischen Signale zu
inhibieren. In verschiedenen Arbeiten konnte gezeigt werden, dafd proapoptotische Mitglieder
der Bcl-2 Multigenfamilie wie Bax, Bak und Bad mit Bcl-2 interagieren und dadurch seine
protektive Wirkung blockieren konnen (OLTVAI et al., 1993; YANG et al., 1995). Auch in PCC7-
Mz1-Zellen kénnte daher das Gleichgewicht zwischen pro- und antiapoptotischen Bcl-2
verwandten Proteinen fur das Schicksal einer Zelle verantwortlich sein.

Da nach Behandlung mit RA sowohl die Caspase-Aktivitat als auch die Fragmentierung der
chromosomalen DNA in den Bcl-2-Uberexprimierenden Klonen im Vergleich zu den PCC7-Mz1-
Zellen verringert war, konnte demonstriert werden, dal3 Bcl-2 oberhalb der Aktivierung von
Caspasen und Endonukleasen in den apoptotischen Signalweg eingreift (Abb. 45). Dieses
Ergebnis liegt in Ubereinstimmung mit anderen Arbeiten, in denen gezeigt wurde, daR die
Uberexpression von Bcl-2 ebenfalls die Aktivierung von Caspasen und Endonukleasen, die als
sogenannte "Effektor-Enzyme" fiir die Ausflihrung des apoptotischen Prozesses verantwortlich
sind, inhibieren kann (SRINIVASAN et al., 1996; SHIMIzU et al., 1996).

Wie durch Untersuchungen unserer Arbeitsgruppe nachgewiesen werden konnte, fihrt das
durch RA induzierte Apoptose-Programm in den PCC7-Mz1-Zellen zum Anstieg des endogenen
Ceramid-Gehalts. Dabei scheint RA durch die Aktivierung der Ceramid-Synthase den de novo-
Syntheseweg von Ceramiden anzuschalten, so dal3 es innerhalb von 24 Stunden nach Zugabe
von RA zu einem 3 bis 4-fachen Anstieg des intrazellularen Ceramid-Gehalts kommt
(OEHRLEIN-KARPI, 1998; ESDAR et al., 1999b). Eine Akkumulation von Ceramiden als Folge der
Behandlung mit verschiedenen apoptotischen Agonisten konnte schon in unterschiedlichen
Zellsystemen beschrieben werden (BOSE et al., 1995; VERHEJI et al., 1996), und die Bedeutung
von Ceramiden als Mediatoren apoptotischer Signalwege wird allgemein anerkannt (HAIMOVITZ-
FRIEDMAN et al., 1997; OKAZzAKI et al., 1998). Im Rahmen dieser Arbeit stellte sich daher die
Frage, wie Bcl-2 in der durch RA induzierten apoptotischen Signalkaskade seine
antiapoptotische Wirkung ausuiibt. Durch die Zugabe von synthetischen, membrangangigen
Ceramiden zu den PCC7-Mzl1-Zellen kann dosisabhangig Apoptose ausgeldst werden. Die
halbmaximale Effektorkonzentration von Cs-Ceramid (ECso-Wert) lag fur die Mz-Bcl-2 Klone (17
M) im Vergleich zu den PCC7-Mz1-Zellen (10 pM) signifikant héher. AuRerdem wurde durch
die Uberexpression von Bcl-2 die durch Cg-Ceramid induzierte Fragmentierung der
chromosomalen DNA inhibiert. Bcl-2 wirkt somit in der Apoptose-Signalkaskade der PCC7-Mz1-
Zellen unterhalb des Ceramid-Signals, da die Ceramid-induzierte Apoptose durch die
Uberexpression von Bcl-2 blockiert werden kann (Abb. 45). Vorlaufige Ergebnisse weisen

darauf hin, daf? Bcl-2 nicht in die Regulation der Ceramid-Synthese involviert ist, da der
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endogene Ceramid-Gehalt nach Behandlung mit RA in den Mz-Bcl-2 Klonen ebenfalls ansteigt
(Daten nicht gezeigt).

Dal? Bcl-2 seinen antiapoptotischen EinfluR in der Exekutionsphase des Apoptose-Programms
der PCC7-Mz1-Zellen auslibt (Abb. 45), und nicht nur spezifisch gegen die RA-induzierte
Apoptose schiitzt, konnte durch Behandlung der Zellen mit unterschiedlichen Apoptose-Stimuli
demonstriert werden. Durch die Uberexpression von Bcl-2 waren die Zellen auch gegen den
Entzug von Serum, die Behandlung mit Staurosporin und Glutamat sowie die Bestrahlung mit
UV-Licht geschitzt. Diese verschiedenen apoptotischen Agonisten aktivieren die Apoptose-
Kaskade durch unterschiedliche zellulare Signalwege ("private pathway"), die alle zur
Aktivierung der hochkonservierten, in allen Zelltypen gleichen Exekutionsphase ("common

pathway") der Apoptose fihren.

‘l' — Stimulus-spezifische
de novo- Initiationsphase

Ceramid-Synthese

Bcl-2 —Il

Caspase-Aktivierung

= Exekutionsphase
v

DNA-Fragmentierung

Abb. 45: Das Apoptose-Programm von PCC7-Mz1-Zellen

Durch die Behandlung mit Retinsaure (RA) wird in einem definierten Anteil der PCC7-Mz1-Kultur
Apoptose ausgeldst. Wahrend der Stimulus-spezifischen Initiationsphase der Apoptose ("private
pathway") kommt es zu einem Anstieg des endogenen Ceramid-Gehalts durch de novo-Ceramid-
Synthese. Durch die Uberexpression von Bcl-2 wird die RA- und die Ceramid-induzierte Apoptose
inhibiert. In der Exekutionsphase ("common pathway") der Apoptose-Kaskade liegt Bcl-2 oberhalb
der Aktivierung von Caspasen und Endonukleasen, die durch die Spaltung spezifischer Substrate
bzw. durch die Fragmentierung der DNA fur die Ausflhrung des apoptotischen Prozesses
verantwortlich sind.
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Die Ergebnisse dieser Arbeit konnten somit zeigen, daf3 Bcl-2 bereits wahrend der friihen
neuralen Differenzierung die durch RA induzierte Apoptose von pluripotenten Stammzellen
inhibieren kann. Ein protektiver Effekt von Bcl-2 fir die RA-induzierte Apoptose der
Embryokarzinomzellinie P19 war bereits friiher beschrieben worden (OkAzAwA et al., 1996). Die
RA-induzierte Apoptose findet in den P19-Zellen jedoch bis zu vier Tage vor der Induktion der
neuronalen Differenzierung statt. Daher ist es in dieser Zellinie nicht moglich, einen direkten
Zusammenhang zwischen der RA-induzierten neuralen Differenzierung und damit assoziierten
Apoptoseereignissen zu analysieren. In PCC7-Mz1-Zellen werden dagegen Differenzierung und
Apoptose nach Zugabe von RA gleichzeitig ausgeldst, so dall beide Prozesse parallel

untersucht werden kdnnen.

3.2 RA induziert in PCC7-Mz1-Zellen den mitochondrialen Apoptose Signalweg

Arbeiten der letzten Jahre verdeutlichten, dald es zwei grundsatzlich verschiedene Apoptose-
Signaltransduktionswege gibt, die durch die Beteiligung unterschiedlicher Molekiile sowie durch
verschiedene Kinetiken voneinander abgegrenzt werden kénnen (SCHULzZE-OSTHOFF et al.,
1998; SCAFFIDI et al., 1998) (Abb. 46). Der Signalweg vom sogenannten Typ | verlauft Gber die
Aktivierung von Mitgliedern der "Todesrezeptor'-Genfamilie, zu der unter anderem der TNF-
und der Fas-Rezeptor gehéren, und flhrt zu einer schnellen Stimulierung der Caspase-
Kaskade nach Aktivierung der Initiator-Caspase 8 (NAGATA, 1997; ASHKENAZI & DIXIT, 1998).
Dieser Signalweg kann im Gegensatz zum Typ Il nicht durch Bcl-2 blockiert werden (STRASSER
et al., 1995; NEWTON et al., 1998). Der Apoptoseweg vom Typ Il wird auch als mitochondrialer
Signalweg bezeichnet, da es hier nach Aktivierung des Apoptose-Programms durch
verschiedene Stimuli wie z.B. Ceramide, zur Freisetzung von Apoptose-induzierenden Faktoren
(AIF) aus den Mitochondrien kommt (GREEN & REED, 1998; MIGNOTTE & VAYSSIERE, 1998). Am
besten charakterisiert wurde bisher die Freisetzung von Cytochrom c, das im Cytoplasma einen
Komplex ("Apoptosom™) mit Apaf-1 ("apoptotic protease activating factor") und der Pro-Caspase
9 bildet und dadurch die Aktivierung der Caspase-Kaskade initiiert (LIU et al., 1996; LI et al.,
1997b). Bcl-2 kann dabei sowohl die Freisetzung von Cytochrom ¢ als auch die Bildung des
Apoptosoms aus Cytochrom c, Apaf-1 und Pro-Caspase 9 inhibieren (KLUCK et al., 1997; YANG
et al., 1997).

Aufgrund folgender Evidenzien kann der durch RA induzierte Apoptoseweg der PCC7-Mz1-
Zellen dem mitochondrialen Signalweg zugeordnet werden: (1) Die RA-induzierte Apoptose von
PCC7-Mz1-Zellen fuhrt zum Anstieg des endogenen Gehalts an Ceramiden, die als Aktivatoren
des mitochondrialen Signalwegs beschrieben sind. (2) Nach Behandlung der PCC7-Mz1-Zellen
mit RA kommt es zur Freisetzung von Cytochrom ¢ aus den Mitochondrien in das Cytosol, was

durch die Uberexpression von Bcl-2 verhindert wird. (3) Die durch RA induzierte Apoptose von
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PCC7-Mz1-Zellen wird durch Bcl-2 kontrolliert, da die Uberexpression von Bcl-2 Apoptose
inhibiert. In dieser Arbeit konnte somit zum ersten Mal ein durch RA induzierter Apoptoseprozel3
dem mitochondrialen Signalweg vom Typ Il eindeutig zugeordnet werden.

Wie bereits diskutiert wurde, kann die RA-induzierte Apoptose von PCC7-Mz1-Zellen durch die
Uberexpression von Bcl-2 nicht vollstandig blockiert werden. Es ist daher méglich, daR in
PCC7-Mz1-Zellen neben dem mitochondrialen Signalweg auch der Bcl-2-unabhangige
Apoptoseweg vom Typ 1 zu einem geringen Teil aktiviert wird. So kénnte durch das RA-Signal
die Expression des Fas-Liganden induziert werden, wodurch Uber einen parakrinen
Mechanismus Apoptose induziert werden konnte. Eine Regulation der Expression des Fas-
Liganden durch RA wurde bereits in einer humanen Myelom-Zellinie nachgewiesen (OKAMURA
et al., 1998).

TYP I TYP I
Ap_optose-
"Todes- signal
__—— rezeptor"

Caspase 8 m Mitochondrium
l Bel-2 — l

Apoptosom <€— Freisetzung

von Cytochrom ¢
\ Caspase- /

Kaskade

U

Apoptose

Abb. 46: Die zwei unterschiedlichen Apoptose-Signalwege

Beim Apoptoseweg vom Typ | kommt es durch die Stimulierung sogenannter "Todesrezeptoren”
(Fas-, TNF-Rezeptor) zur Aktivierung der Caspase 8, wodurch die Caspase-Kaskade initiiert und
die Exekutionsphase der Apoptose ausgeldst wird. Dieser Signalweg kann nicht durch Bcl-2
inhibiert werden. Der Apoptoseweg vom Typ I, der auch als mitochondrialer Signalweg bezeichnet
wird, kann durch verschiedene apoptotische Stimuli induziert werden. Durch die Freisetzung von
Cytochrom c aus den Mitochondrien wird das sogenannte Apoptosom gebildet, und die Caspase-
Kaskade wird aktiviert. Bcl-2 kann sowohl die Freisetzung von Cytochrom c als auch die Bildung
des Apoptosoms blockieren.

Die RA-induzierte Apoptose von PCC7-Mz1-Zellen verlauft tiber den mitochondrialen Signalweg.
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3.3 Bcl-2 verlangert den Zellzyklus neuraler Vorlauferzellen

Anhand von Wachstumskurven sowie durch die Bestimmung der Generationszeiten wurde
gezeigt, dal} sich die Zellen der Mz-Bcl-2 Klone im Vergleich zu den PCC7-Mz1-Zellen
langsamer teilen. Zellzyklusanalysen demonstrierten, dafl3 die Stammzellen der Mz-Bcl-2 Klone
im Vergleich zur PCC7-Mz1-Kultur einen hoheren Anteil an Zellen in der G1/GO-Phase
aufwiesen. Die Zellen der Mz-Bcl-2 Klone befanden sich demnach langer in der G1-Phase, in
der sich die Zelle auf die anschlieBende DNA-Replikation vorbereitet, als die PCC7-Mz1-Zellen.
Dall Bcl-2 seine antiapoptotischen Effekte wahrend der G1-Phase ausubt, indem es
Kontrollproteine des Zellzyklusses beeinfluRt, wurde bereits beschrieben (BORNER, 1996;
MAZEL et al., 1996). So konnte in den Stammzellen der Mz-Bcl-2 Klone bereits die
hypophosphorylierte, aktive Form des Retinoblastoma (Rb)-Proteins nachgewiesen werden,
wahrend in PCC7-Mz1-Stammzellen nur hyperphosphoryliertes, inaktives Rb-Protein vorlag.
Das Rb-Protein ist ein entscheidender Regulator des Zellzyklusses wéahrend der G1-Phase und
kann z.B. durch die Inaktivierung des Transkripitonsfaktors E2F den Ubertritt in die S-Phase
inhibieren (WEINBERG, 1995). Moglicherweise verhindert Bcl-2 durch die Stabilisierung von
Inhibitoren der Cyclin-abhéngigen Kinasen ("Cdk") die Phosphorylierung und damit verbundene
Inaktivierung von Rb durch Cdks (GiL-GOMEZ et al., 1998).

Durch die Analysen des Zellzyklusses konnte weiterhin gezeigt werden, dal auch 24 Stunden
nach Behandlung mit RA (d1) der Anteil an Zellen in der G1/G0-Phase in den Mz-Bcl-2 Klonen
gegenliber der PCC7-Mz1-Kultur deutlich erhdht war. Dieser Unterschied kann dadurch erklart
werden, daR die G1-Phase der Zellen der Mz-Bcl-2 Klone, wie es bereits fir die Stammzellen
beschrieben wurde, verlangert ist. Moglicherweise treten die Zellen der Mz-Bcl-2 Klone nach
Induktion der Differenzierung jedoch auch schneller in die GO-Phase ein als die PCC7-Mz1-
Zellen. Dieser Effekt konnte bereits fur HL-60-Zellen demonstriert werden, wo Bcl-2
uberexprimierende Zellen im Vergleich zu Wildtyp-Zellen nach Auslosung der Differenzierung
schneller den Zellzyklus verlassen und in die GO-Phase Ubergehen (VAIRO et al., 1996). PCC7-
Mz1-Zellen verlieren durch die Behandlung mit RA ihre Fahigkeit zur Proliferation, jedoch
konnte gezeigt werden, dal sich fast alle Zellen innerhalb der ersten 24 Stunden nach Zugabe
von RA noch einmal teilen (ESDAR et al., 1999a). Da die Mz-Bcl-2 Klone im Vergleich zur PCC7-
Mz1-Kultur einen gréReren Anteil an Zellen in der G1-Phase besitzen, sind prozentual mehr
Zellen der Mz-Bcl-2 Klone fir das RA-Signal empfanglich. Es ist daher denkbar, dal3 in den Mz-

Bcl-2 Kulturen mehr Zellen direkt in die GO-Phase Ubertreten, ohne sich noch einmal zu teilen.
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3.4 EinfluB von Bcl-2 auf die neurale Differenzierung von PCC7-Mz1-Zellen

3.4.1 Das Differenzierungspotential wird durch Bcl-2 nicht verandert

Nach Behandlung mit RA werden in den PCC7-Mz1l-Zellen neurale Determinierungs- und
Differenzierungsprozesse induziert, und aus pluripotenten Stammzellen entwickeln sich die
verschiedenen Derivate des Neuroektoderms, d.h. Neurone, Fibroblasten und Astroglia-Zellen.
Die Analyse des Differenzierungsbildes der isolierten Mz-Bcl-2 Klone zeigte, dal} aus
Stammzellen, die eine Uberexpression von Bcl-2 aufwiesen, nach Zugabe von RA ebenfalls
neuronale Ph&notypen und Derivate mit flacher Morphologie entstehen konnten. Auch der
zeitliche Verlauf der neuralen Differenzierung wurde durch die Uberexpression von Bcl-2 weder
beschleunigt noch verzdgert. Durch Subklonierungen der PCC7-Mz1-Zellen konnten auch
solche Klone isoliert werden, die ausschlie3lich in neuronale Phénotypen differenzieren und
daher starker auf das neuronale Schicksal determiniert sind (LANG et al., 1989; JOSTOCK et al.,
1998). Das Verhaltnis zwischen den entstandenen P-Klonen sowie den N- und O-Klonen war
bei den Mz-Bcl-2 Klonen vergleichbar mit dem Verhaltnis, das nach Subklonierung von PCC7-
Mz1-Zellen, die mit dem leeren Expressionsvektor ("mock" Transfektion) transfiziert wurden,
auftrat. So entwickelten sich Uberwiegend Klone des P-Phanotyps, die in ihrem
Differenzierungsbild den parentalen PCC7-Mz1-Zellen entsprechen, wahrend nur zu einem
geringeren Anteil die neuronal vorgepragten N- und O-Subtypen gebildet wurden. Die
Auspragung von N- und O-Phanotypen ist daher bei den Mz-Bcl-2 Klonen auf klonale
Selektionsmechanismen und nicht auf Bcl-2 bedingte Effekte zurlickzufthren. Eine
Uberexpression von Bcl-2 bewirkt somit keine grundlegenden Veranderungen des
Differenzierungspotentials, da sich aus den Stammzellen der Mz-Bcl-2 Klone alle Zelltypen, die
auch aus PCC7-Mz1-Stammzellen entstehen, entwickeln kénnen. Durch die Uberexpression
von Bcl-2 wurde auch keine spontane, RA-unabhéngige Differenzierung der Zellen ausgelost.
Diese Daten stehen im scheinbaren Widerspruch zu anderen Arbeiten, in denen ein positiver
Einflul des Bcl-2 Proteins auf neuronale Differenzierungsprozesse beschrieben wurde. So
wurde fur die von einem humanen Neuralleistentumor abstammende Paju-Zellinie gezeigt, dal3
die spontane neuronale Differenzierung dieser Zellen durch eine ektopische Expression von
Bcl-2 verstarkt wird (ZHANG et al., 1996). Da diese Zellen jedoch in der Lage sind, bereits
spontan und ausschlief3lich in Neurone zu differenzieren, ist ihr Differenzierungspotential im
Vergleich zu dem der PCC7-Mz1-Zellen viel weiter eingeschréankt. Zudem wurde diese Zellinie
aus Neuralleistenzellen, die sich bereits sehr frih wéahrend der Neurulation von der
neuroektodermalen Anlage abldsen, und aus denen sich wahrend der Embryonalentwicklung
u.a. das periphere Nervensystem bildet, isoliert. Daher ist es denkbar, daf} Bcl-2 auf die
Differenzierung dieser Zellen einen anderen Einfluld austbt als auf neurale Vorlauferzellen des

Neuroektoderms, wie sie die PCC7-Mz1-Zellen darstellen.
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Auch fiir PC12-Zellen wurde in zwei Studien beschrieben, dal die Uberexpression von Bcl-2
die neuronale Differenzierung der Zellen férdert (SATO et al., 1994; Suzuki & TsuToml, 1998). In
beiden Arbeiten konnte eine Bcl-2-abhangige Verstarkung der neuronalen Differenzierung
jedoch nur nach Entzug von Serum bzw. nach Behandlung mit dem Neurotoxin Taxol
beobachtet werden. Die neuronale Differenzierung der Zellen scheint daher lediglich als ein
Nebeneffekt der antiapoptotischen Eigenschaften des Bcl-2 Proteins aufzutreten. Dafl3 Bcl-2
keinen Einflul3 auf die neuronale Differenzierung von PC12-Zellen ausubt, wurde auch in einer
anderen Studie beschrieben (BATISTATOU et al., 1993). Im Vergleich zu Wildtyp PC12-Zellen
war das durch Zugabe von neurotrophen Faktoren induzierte Neuritenwachstum durch die

Uberexpression von Bcl-2 nicht verandert.

3.4.2 Mz-Bcl-2 Kulturen enthalten weniger Neurone

Die Charakterisierung der differenzierten, reifen Phanotypen zeigte, daf3 der Anteil an
neuronalen Derivaten in Bezug auf die gesamte Kultur bei den Mz-Bcl-2 Klonen an spaten
Differenzierungszeitpunkten geringer ist als bei den PCC7-Mz1-Zellen. So wiesen die Mz-Bcl-2
Klone im Vergleich zur PCC7-Mz1-Kultur am Differenzierungstag d3 und am d6 weniger Zellen
auf, die die neuronalen Marker GAP-43 und Ex-1 exprimierten. Dieses Ergebnis konnte durch
Western-Blot Analysen der neuronalen Markerproteine GAP-43 und n-Clathrin verifiziert
werden. Beide Proteine wurden in den Mz-Bcl-2 Klonen nach Induktion der Differenzierung nur
transient hochreguliert, wahrend in PCC7-Mz1-Zellen die Expression von GAP-43 ab d1 und die
Expression von n-Clathrin ab d3 hoch blieb. Interessanterweise konnte die transiente
Hochregulation neuronaler Markerproteine nur in den Mz-Bcl-2 Klonen, bei denen bereits in
Stammzellen eine durch den SV40-Promoter bedingte sehr hohe Bcl-2 Expression vorlag,
nachgewiesen werden. In den Klonen, in denen die Bcl-2 Expression aufgrund des CMV-
Promoters erst ab d2 deutlich hochreguliert wurde, lag das gleiche Expressionsmuster wie in
den PCC7-Mz1-Zellen vor.

Wie kann man sich nun die durch Bcl-2 vermittelte Reduktion der neuronalen Zellen
mechanistisch vorstellen? Die Determinierung der Zellen fir ein neuronales oder nicht-
neuronales Schicksal findet innerhalb von 24 Stunden nach Behandlung mit RA statt (JOSTOCK
et al., 1998). Wahrend dieser Determinierungsphase teilen sich jedoch fast alle PCC7-Mz1-
Zellen noch einmal (ESDAR et al., 1999a). Aufgrund der Ergebnisse der Zellzyklusanalysen kann
vermutet werden, dal3 die nach RA-Behandlung neuronal determinierten Zellen der Mz-Bcl-2
Klone friiher den Zellzyklus verlassen und in die GO-Phase eintreten als die PCC7-Mz1-Zellen
(siehe IV 3.3). Dadurch wiirde sich der Anteil der neuronal determinierten Zellen der Mz-Bcl-2
Klone im Vergleich zu den neuronal determinierten PCC7-Mz1-Zellen im Durchschnitt einmal

weniger teilen, so daR weniger neuronale Zellen in der Mz-Bcl-2 Kultur angelegt werden. Die
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nicht-neuronal determinierten Zellen teilen sich unabhangig von der Bcl-2 Expression weiter, da
ihre Proliferationsfahigkeit durch das RA-Signal nicht eingeschrankt wird.

Mdglicherweise wird das Verhéltnis zwischen Neuronen und Zellen flacher Morphologie in den
Mz-Bcl-2 Klonen im Vergleich zu den PCC7-Mz1-Zellen auch dadurch verandert, dafi? die RA-
induzierte Apoptose vor allem Zellen eliminiert, die fir das nicht-neuronale Schicksal
determiniert sind. Da durch die Uberexpression von Bcl-2 das Ausmal der Apoptose deutlich
reduziert wird, besitzen die Kulturen der Mz-Bcl-2 Klone einen héheren Anteil an Zellen mit
flacher Morphologie als die PCC7-Mz1-Kulturen. Diese Hypothese wird dadurch unterstutzt,
dafl3 der neuronale Entwicklungsweg der dominante Entwicklungsweg ("default pathway") der
PCC7-Mz1-Zellen ist, so dal3 Zellen, die nicht fir diesen Weg determiniert worden sind,
potentiell empféanglicher flr das apoptotische Signal sein kénnen. Ein weiteres Indiz fir diese
Theorie besteht darin, da’3 die Stammzellen der Mz-GAP-43 Klone nach Behandlung mit RA
nur ein geringes Ausmald an Apoptose aufweisen (Daten nicht gezeigt). Wie in dieser Arbeit
dargestellt, scheinen die GAP-43 lberexprimierenden Zellen starker fiir das neuronale
Schicksal determiniert zu sein, so daf} sie moglicherweise ebenfalls gegen das apoptotische

RA-Signal geschitzt sind.

3.4.3 Veranderte Morphologie der Neurone durch Bcl-2

Der Vergleich der Morphologie des Differenzierungsbildes an Zeitpunkten, an denen sich
bereits das neuronale Netzwerk auf einem Zellrasen von Fibroblasten und Astroglia-Zellen
ausgebildet hat, zeigte ebenfalls deutliche Unterschiede zwischen den PCC7-Mz1-Zellen und
den Mz-Bcl-2 Klonen. Etwa ab Differenzierungstag dé lagerten sich die Neurone der PCC7-
Mz1-Kulturen in neuronalen Aggregaten zusammen. Diese neuronalen Aggregate waren jeweils
uber mehrere Neurite miteinander verbunden. Vereinzelt liegende Neurone traten im Vergleich
zu den zusammengelagerten Neuronenpopulationen nur zu einem geringeren Anteil auf. Bei
den Mz-Bcl-2 Klonen entstanden dagegen keine neuronalen Aggregate. Die Neurone lagen
jeweils einzeln auf dem Zellrasen der flachen Zellen und waren tber ihre Auslaufer miteinander
verbunden. Mdglicherweise bendétigen die Neurone der PCC7-Mz1-Zellen Signale, die durch
direkten Zellkontakt Uber beispielsweise Adhé&sionsmolekile vermittelt werden, zur
Aufrechterhaltung ihrer Funktion. Neuronale Adhasionsmolekilen wie z.B. bestimmte Integrine
sind fur die neuronale Stabilitat und das Uberleben der Neurone von groRer Bedeutung (FRISCH
& RUOSLAHTI, 1997). Dall Bcl-2 an der intrazellularen Signalweiterleitung neuronaler
Adhasionsmolekiile beteiligt ist, konnte fiir das neuronale Adhasionsmolekil L1 gezeigt werden
(CHEN et al., 1999). Die Neurone der Mz-Bcl-2 Klone koénnten daher aufgrund der
Uberexpression von Bcl-2 unabhéngiger von direkten, neuronalen Zell-Zell-Interaktionen sein

und sind somit als einzeln liegende Zellen stabiler.
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Durch die Ergebnisse dieser Arbeit wurde zum ersten Mal die Rolle des Bcl-2 Proteins wahrend
friher neuraler Determinierungs- und Differenzierungsprozesse beschrieben. Die in
pluripotenten PCC7-Mz1-Stammzellen parallel zur neuralen Differenzierung durch RA
induzierte Apoptose konnte durch die Uberexpression Bcl-2 inhibiert werden (Abb. 47). Das
Differenzierungspotential der Stammzellen wurde durch die Uberexpression von Bcl-2 nicht
unmittelbar beeinflu3t. Jedoch war das Verhaltnis zwischen Neuronen und Zellen mit flacher
Morphologie zugunsten der flachen Derivate verschoben (Abb. 47), da durch die protektiven
Effekte von Bcl-2 das RA induzierte Absterben nicht-neuronal determinierter Zellen verhindert

wurde.

Zugabe von RA @
® Neurone
@
@« .
Zellen mit flacher
& Morphologie
® PY Apoptotische
Kérperchen
@

Bcl-2

Abb. 47: EinfluB von GAP-43 und Bcl-2 auf die neurale Differenzierung der PCC7-Mz1-Zellen
Pluripotente Stammzellen der Embryokarzinomzellinie PCC7-Mz1 differenzieren nach Behandlung
mit all-trans Retinsaure (RA) in ein stabiles Muster aus Neuronen sowie Zellen mit flacher Morphologie
- den Fibroblasten und Astroglia-Zellen. Parallel dazu stirbtinnerhalb der ersten 24 h nach Zugabe von
RA ein definierter Anteil der Kultur apoptotisch.

Das neuronenspezifische PKC-Substrat GAP-43 beeinfluRt das Differenzierungspotential der
pluripotenten Stammzellen dahingehend, dal® nach Induktion der Differenzierung fast ausschlieflich
neuronale Phanotypen gebildet werden.

Die Uberexpression von Bcl-2 in PCC7-Mz1-Stammzellen inhibiert die RA-induzierte Apoptose und
verlangert den Zellzyklus. Desweiteren ist der Anteil an neuronalen Derivaten an spéateren
Entwicklungsstadien gegentiber PCC7-Mz1-Zellen verringert.
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4. Ausblick

Das langfristige Ziel des begonnenen Projektes ist es, die molekularen Vorgéange, die fir die
neuralen Determinierungs- und Differenzierungsereignisse der PCC7-Mz1-Zellen verantwortlich
sind, aufzuklaren. Durch die stabile Uberexpression von zwei Schliusselmolekiilen dieser
Prozesse konnten neue Hinweise auf die Mechanismen der Musterbildung in PCC7-Mz1-Zellen

erhalten werden.

Determinierung und Differenzierung

Die Ergebnisse dieser Arbeit konnten zum ersten Mal zeigen, dal das PKC-Substrat GAP-43
an neuralen Zellstammbaumentscheidungen beteiligt ist. Durch die Etablierung der Mz-GAP-43
Klone wurden geeignete Voraussetzungen geschaffen, um diesen Effekt mechanistisch zu
untersuchen. Zur Aufklarung der zellularen Signalwege, Uber den GAP-43 die Auspragung des
neuronalen Phanotyps der PCC7-Mzl-Zellen beeinfluldt, ist es erforderlich, weitere
Interaktionspartner von GAP-43 nachzuweisen. Ein wichtiger Kandidat ist hierbei das bis jetzt
noch unbekannte Protein, das in den in dieser Arbeit gezeigten "Cross-linking Experimenten” im
Cytoplasma der Mz-GAP-43 Klone einen 60 kDa grofRen Komplex mit GAP-43 bildet. Um
dieses Protein zu isolieren, konnte es durch einen "Pull-down Assay" oder durch
Affinitatschromatographie aus Zellextrakten angereichert und anschlieRend sequenziert oder
Uber massenspektroskopische Methoden identifiziert werden.

Da die Mz-GAP-43 Klone im Gegensatz zu N-Klonen durch externe Faktoren wie Laminin oder
FGF-2 nicht in den P-Phanotyp revertiert werden kénnen, kann man vermuten, dal} das
Differenzierungspotential der Mz-GAP-43  Klone bereits flir das neuronale
Entwicklungsschicksal restringiert ist. Aufgrund der daher moglicherweise veranderten
Genexpression kénnen aus den Mz-GAP-43 Klonen Gene isoliert werden, die fir die neuronale
Determinierung verantwortlich sind. Die Identifizierung von Genen, die in PCC7-Mz1-Zellen und
Mz-GAP-43 Klonen differentiell exprimiert werden, kann durch verschiedene methodische
Ansatze erreicht werden. Auf Transkript-Ebene kénnen zum einen sogenannte "DNA-Arrays",
die eine schnelle Durchmusterung von mehreren tausend Transkripten erlauben, eingesetzt
werden. Zum anderen kdnnen mittels eines "Differential Display Screenings" unterschiedlich
exprimierte Gene analysiert werden. Anhand von Proteom-Analysen ("Proteomics") ist es
moglich, verschieden regulierte Proteine direkt Uber massenspektroskopische Methoden zu
identifizieren.

Desweiteren stellt sich die Frage, welche Bedeutung die PKC-vermittelte Phosphorylierung fur
den Einflul von GAP-43 auf neurale Determinierungsprozesse besitzt. Da das lUberexprimierte
GAP-43 Protein bereits in den Stammzellen sowohl im Cytoplasma als auch an der Membran
vorliegt, wird es hier moglicherweise durch colokalisierte PKC-lsoformen phosphoryliert

(OEHRLEIN et al., 1998). Um sowohl den grundsatzlichen Phosphorylierungsstatus von GAP-43
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in Western-Blot Analysen als auch die subzellulare Lokalisation von phosphoryliertem GAP-43
nachweisen zu kénnen, mifite ein Antikbrper eingesetzt werden, der spezifisch die PKC
Phosphorylierungsstelle von GAP-43 (Aminosaure Serin®') erkennt. Ein solcher Antikdrper wird
uns durch eine Kooperation mit Frau Prof. K. F. Meiri (New York) zur Verfligung gestellt (MEIRI
et al., 1991).

Die Uberexpression von Bcl-2 bewirkte — im Gegensatz zur Uberexpression des GAP-43
Proteins — keine unmittelbare Veranderung des Differenzierungspotentials der PCC7-Mz1-
Stammzellen. Jedoch war der Anteil an Zellen mit flacher Morphologie in den Mz-Bcl-2 Kulturen
im Vergleich zur PCC7-Mz1-Kultur erhoht, da der protektive Effekt von Bcl-2 die RA-induzierte
Apoptose nicht-neuronal determinierter Zellen inhibierte. Daher kdnnten aus den Mz-Bcl-2
Klonen Gene isoliert werden, die an Determinierungs- und Differenzierungsprozessen des
nicht-neuronalen Zellschicksals beteiligt sind. Zur Identifizierung solcher Gene bieten sich die
bereits oben beschriebenen Methoden ("DNA-Array”, "Differential Display Screening”,

"Proteomics") an.

Apoptose

Durch die Etablierung der stabilen Mz-Bcl-2 Klone wurde erstmalig ein gezielter Eingriff in die
durch RA induzierten Signalwege, die die Apoptose der PCC7-Mzl-Zellen regulieren,
vorgenommen. Die Mz-Bcl-2 Klone bieten nun die Grundlage, um die antiapoptotische Wirkung
des Bcl-2 Proteins auf funktioneller Ebene zu analysieren. Ob Bcl-2 seinen protektiven Effekt
Uber parakrine Signale durch die Freisetzung von protektiven Substanzen — wie z.B.
neurotrophen Faktoren — bewirkt, kann durch die Kaultivierung von PCC7-Mz1-Zellen in
konditioniertem Medium der Mz-Bcl-2 Klone gezeigt werden. Die PCC7-Mz1-Zellen miif3ten
dann gegentber dem apoptotischen RA-Signal geschiitzt sein. Desweiteren kann anhand von
Mischungsexperimenten zwischen PCC7-Mz1-Zellen sowie Zellen der Mz-Bcl-2 Klone
untersucht werden, ob der protektive Einflud von Bcl-2 Uber sezernierte Faktoren oder
mdglicherweise sogar Uber direkten Zell-Zell-Kontakt vermittelt wird. Dazu mif3te man einen,
z.B. mit dem Reportergen GFP ("green fluorescent protein") stabil markierten Subklon der
PCC7-Mz1-Zellen mit Zellen eines Mz-Bcl-2 Klons mischen. Ob die markierten PCC7-Mz1-
Zellen in Anwesenheit von Bcl-2 Uberexprimierenden Zellen gegen das apoptotische RA-Signal
geschutzt sind, kann anhand von morphologischen Kriterien oder biochemischen Merkmalen
nachgewiesen werden. Hierzu kann die Detektion der DNA-Fragmentierung im TUNEL-Assay
oder die Analyse des Phosphatidylserin-Flips mittels Annexin V-Farbung angewendet werden.
Weiterhin stellt sich die Frage, wie Bcl-2 mechanistisch den allgemeinen Schutz gegen
Apoptose vermittelt. Hier bietet es sich an, die Bedeutung des Akt/PKB-Kinase vermittelten
Signalweges, dem eine wichtige antiapoptotische Funktion zugeschrieben wird (MARTE &
DOWNWARD, 1997; FRANKE & CANTLEY, 1997), zu untersuchen. Durch den Einsatz spezifischer

Inhibitoren der Akt/PKB-Kinase sowie durch die Verwendung von Antikdrpern, die gegen die
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Phosphorylierungsstellen von Substraten der Akt/PKB-Kinase gerichtet sind, kann analysiert
werden, ob der Akt/PKB-Kinase abhédngige Signalweg in den Mz-Bcl-2 Klonen im Vergleich zu
PCC7-Mz1-Zellen mdoglicherweise starker aktiviert ist und somit funktionell mit dem Bcl-2
Signalweg gekoppelt ist. Damit koénnte eine mogliche Verbindung des mitochondrialen
Apoptose Signalwegs vom Typ Il mit dem Akt/PKB-Kinase abhangigen Signalweg aufgezeigt

werden.
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V Zusammenfassung

Die PCC7-Mz1-Zellinie stellt ein geeignetes Modell dar, um friihe neurale Determinierungs- und
Differenzierungsprozesse unter kontrollierten Bedingungen in vitro zu untersuchen. Aus
pluripotenten Stammzellen entwickelt sich nach Behandlung mit dem Morphogen Retinsaure
(RA) ein stabiles Muster aus Neuronen, Fibroblasten und Astroglia-Zellen. Parallel stirbt ein
reproduzierbarer Anteil der Kultur apoptotisch. Zur naheren Aufklarung der molekularen
Vorgange wahrend der neuralen Entwicklung wurde der EinfluR von zwei Schliisselmolekulen -
dem Proteinkinase C Substrat (PKC) GAP-43 sowie dem antiapoptotischen Bcl-2 Protein - auf
die neurale Differenzierung und die damit assoziierten Apoptoseereignisse der PCC7-Mz1-
Zellen untersucht. Dazu wurden stabile Zellinien, die eine Uberexpression von GAP-43 bzw.

von Bcl-2 aufwiesen, hergestellt.

GAP-43

In PCC7-Mz1-Zellen wurde die Expression von GAP-43 sowohl auf mRNA- als auch auf
Protein-Ebene innerhalb von 24 Stunden nach Zugabe von RA hochreguliert. GAP-43 war
bereits in noch proliferierenden neuronalen Vorlauferzellen als Substrat fir PKC und als
Interaktionspartner von Calmodulin funktionell. Die Uberexpression von GAP-43 in PCC7-Mz1-
Zellen forderte die Auspragung des neuronalen Phanotyps. Das Differenzierungspotential der
Mz-GAP-43 Klone war eingeschrankt, da sich nach Induktion mit RA aus den Stammzellen nur
noch Neurone, aber keine Fibroblasten und Astroglia-Zellen mehr entwickelten. Die
Determinierung fur das neuronale Entwicklungsschicksal war in den Mz-GAP-43 Klonen starker
fortgeschritten als in MzN-Klonen, die durch Subklonierung aus PCC7-Mz1-Zellen generiert
wurden, da die GAP-43 Uberexprimierenden Zellen durch Wachstum auf Laminin nicht in den
pluripotenten Ph&notyp revertiert werden konnten. Aufgrund der Interaktion zwischen GAP-43
und Calmodulin in Stammzellen der Mz-GAP-43 Klone kann man vermuten, dal’ die neuronalen
Determinierungsprozesse iiber Ca®*/Calmodulin-abhangige Signalwege verlaufen. Da das Gen
fur den Transkriptionsfaktor NCNF ("neuronal cell nuclear factor") bereits in Stammzellen der
Mz-GAP-43 Klone jedoch nicht in PCC7-Mz1-Stammzellen exprimiert wurde, laft sich eine

Beteiligung von NCNF an den neuralen Zellstammbaumentscheidungen postulieren.

Bcl-2

Die RA-induzierte Apoptose war in den etablierten Mz-Bcl-2 Klonen im Vergleich zu den
parentalen PCC7-Mz1-Zellen fast vollstandig inhibiert. Durch die Uberexpression von Bcl-2
wurde die Aktivierung von Caspasen sowie die Fragmentierung der chromosomalen DNA
blockiert. Die Ergebnisse zeigten zum ersten Mal, dall in PCC7-Mz1-Zellen durch RA der
mitochondriale, Bcl-2-abhangige Apoptoseweg (Typ Il) induziert wird, da durch Bcl-2 sowohl die
Ceramid-abhéngige Apoptose als auch die Freisetzung von Cytochrom ¢ aus den

Mitochondrien inhibiert wurde. Das Differenzierungspotential der pluripotenten Stammzellen
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wurde durch die Uberexpression von Bcl-2 nicht verandert. Das Verhéltnis zwischen Neuronen
und Zellen mit flacher Morphologie verschob sich jedoch in den Mz-Bcl-2 Klonen zugunsten der
flachen Zellderivate. Das bedeutet, daf? durch die RA-induzierte Apoptose nicht-neuronal
determinierte Zellen eliminiert werden, die in den Mz-Bcl-2 Kulturen aufgrund des protektiven
Bcl-2 Effekts Uberleben. Die Neurone bildeten in den Bcl-2 lberexprimierenden Klonen im
Gegensatz zu den PCC7-Mz1-Kulturen keine neuronalen Aggregate, sondern lagen vereinzelt

auf dem aus Fibroblasten und Astroglia-Zellen gebildeten Zellrasen.
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