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Einleitung

1 Einleitung

1.1 Sauerstoff und Metabolismus in der Saugerentwicklung

Vor etwa 600 Millionen Jahren bildete sich die Ozonschicht, die eine Entwicklung
photosynthesebetreibender Organismen und somit eine Anreicherung von Sauerstoff in der
Atmosphare von zuvor ca. 2% auf den heutigen O,-Gehalt von 21% ermdglichte. Die vor ca.
450-500 Millionen Jahren entstandenen Vertebraten haben im Laufe der Evolution zur
Sauerstoffversorgung des Korpers ein komplexes GefaRsystem ausgebildet. Bei den
Vertebraten stromt die Luft nicht mehr wie bei den Insekten direkt durch Tracheen in den
Korper, sondern wird von O,-Bindeproteinen aufgenommen, die im Blutplasma vorliegen.
Das sauerstoffreiche Blut wird von der Lunge Uber das Herz in Arterien und Arteriolen zum
O,-konsumierenden Gewebe transportiert. Aus der Peripherie des Gewebes wird das Blut
Uber das ventse Gefallsystem zuriick zum Herzen und weiter zur Lunge befdrdert. Im
arteriellen Blut sinkt der O,-Gehalt auf 12%, und innerhalb der Gewebe stehen noch etwa
3% O, zur Verfigung (GUYTON UND HALL, 1996).

Im S&ugerhirn besteht eine durchschnittliche O,-Konzentration von 1,6%, wobei es auch hier
zu regionalen Schwankungen zwischen 0,1% und 5,3% kommt (SILVER UND ERECINSKA, 1998).
Diese Werte gelten fur adulte Sauger. Bei Embryonen ist die O,-Versorgung zu Beginn ihrer
Entwicklung weitaus schlechter, da sie anfangs noch Uber kein Blut-Kreislauf-System
verfigen und O, zuné&chst allein durch Diffusion aufnehmen. In der Maus beginnt die
Entwicklung des vom Mesoderm abgeleiteten blutbildenden Systems am Embryonaltag 6,5.
Am Embryonaltag 9 wird ein primitiver kapillarer Plexus gebildet, der ein erstes Zirkulieren
von Blutzellen ermdlicht. Die kernlosen Erythrocyten treten etwa am Embryonaltag 12 auf
(BICHET ET AL., 1999).

Der O,-Partialdruck betragt in der Inspirationsluft ca. 160 mm Hg (Torr), in den Alveolen ca.
100 Torr, im arteriellen Blut 95 Torr und im vendsen Blut ca. 40 Torr. Der O,-Partialdruck
des Saugerfotus liegt mit 25-40 Torr weit unter den adulten Werten. BARCROFT (1946; zitiert
in SINGER, 1999) vergleicht die O,-Versorgung des FOtus mit einem Aufenthalt auf 6000-8000
Meter HOhe, was beinahe dem Mount Everest entsprache. Im fotalen Gehirn betragt die O,-
Spannung nur noch weniger als die Halfte des normalen Wertes im erwachsenen Gehirn
(PARER, 1993; zitiert in BICKLER und DONOHOE, 2002). Diese niedrigen O,-Partialdriicke

wirden bei einem adulten S&uger eine unmittelbare Hypoxie auslésen. Embryonen und
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Einleitung

Féten haben dagegen Mechanismen entwickelt, die sie relativ resistent gegen
Sauerstoffmangel machen. Es konnte gezeigt werden, dass neonatale Ratten 50 Minuten in
einer puren Stickstoff-Atmosphéare Uberleben kdnnen, wohingegen adulte Ratten nach 3-5
Minuten ersticken (FAZEKAS ET AL., 1941; zitiert in SINGER, 1999). Weiterhin wurde ein mehr
oder weniger starker Abfall der Hypoxietoleranz im Verlauf des postnatalen Lebens
beobachtet (GLASS ET AL., 1944; BRITTON ET AL., 1945; ADOLPH, 1969; alle zitiert in SINGER,
1999).

Ein /n vitro Kultivierungsmodell fur Zellverbédnde ohne kapillare Sauerstoffversorgung stellen
embryonale Stammzellen dar, die sich zu einem Aggregat zusammengelagert haben. An
diesen Embryoid bodies (EB) konnte GASSMANN in Experimenten viele Aspekte der murinen
Embryogenese rekapitulieren und zeigen, dass zu hohe O,-Konzentrationen zu einer
langsameren Entwicklung fihren (GASSMANN ET AL., 1996). Erklart wird dieses Phdnomen mit
einem EinfluR auf den Master-Transkriptionsfaktor Hif-1a, der (ber den O,-Gehalt im
Organismus gesteuert wird und die Expression vieler Gene wie EPO (Erythropoetin; Review:
JELKMANN, 1992) und VEGF (Vascular Endothelial Growth Factor; Review: PLATE ET AL., 1994)
regelt. Hif-la wird bei Normoxie in einer O,-abhédngigen Reaktion durch eine
Prolylhydroxylase hydroxyliert und schliefllich von Proteasomen degradiert. Unter Hypoxie
kann Hif-1a nicht hydroxyliert werden und wandert in den Zellkern ein, wo es mit Hif-1
dimerisiert und den aktiven Transkriptionsfaktor Hif-1 bildet (Review: HOCHACHKA UND RUPERT,
2003). Die hypoxieabhangige Expression des Hif-1-Proteins ist demnach ein direkter
Indikator fUr einen vorhandenen O,-Mangel. Wahrend der murinen Gehirnentwicklung
zwischen Foétaltag 15 (MF15) und Postnataltag 3 (T3) ist die Hif-1a-Expression um ein
Vielfaches hoher als im adulten Gehirn. Innerhalb der Perinatallstadien bei der Maus ist
zusatzlich ein markanter Anstieg der Expression am Postnataltag 0 um den Faktor 10 im
Vergleich zum Adultstadium und Faktor 2 im Vergleich zu Fétaltag 19 (MF19) zu beobachten.
Schon am Postnataltag 3 schwécht er sich wieder signifikant um den Faktor 7-8 im Vergleich
zum Adultstadium ab (MADAN ET AL., 2002). Die Autoren schlielen daraus, dass Sauger
spezielle adaptive Mechanismen entwickelt haben, die eine wahrend der Ontogenese und um
die Geburt herum auftretende Hypoxie kompensieren.

Ist die O,-Zufuhr eines Organismus gebremst bzw. gestoppt, fuhrt dies dazu, dass in den
Zellen nicht mehr ausreichend ATP gebildet werden kann, um das Membranpotential
aufrecht zu erhalten. Die wenig effiziente anaerobe Glykolyse (Milchsduregéarung) vermag die
ATP-Nachfrage nur fur wenige Minuten (im Fall des Hirns) bzw. Stunden (Muskel) zu
befriedigen (BOUTILIER 2001). Na* stromt vermehrt in die Zelle ein, wahrend K* ausstromt.

Eine Depolarisation der Mitochondrien-, ER- und Plasmamembranen ist die Folge.
2
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Unkontrollierter Ca®*-Zustrom, hervorgerufen durch die depolarisierten lonenkanale, fiihrt
zur Aktivierung Ca®*-abhangiger Phospholipasen und Proteasen. Durch den Zusammenbruch
des osmotischen Gegengradienten schwellen die Zellen an, Membranen reien und es
kommt zum Absterben der Zelle (HOCHACHKA 1986).

Neugeborene Sauger begegnen diesem Problem mit einer adaptiven Herabsetzung der
Membranpermeabilitat (/on channel arrest) und vermindern so die Energieverluste bei dem
Bestreben, das lonengleichgewicht durch ATPasen aufrecht zu erhalten (HOCHACHKA 1986).
Wéhrend einer bestehenden Anoxie konnte eine starke Reduktion der Na*/K*-Aktivitat Uber
die Zellmembran gemessen werden, ohne dass anschlieBend eine Stérung des
elektrochemischen Potentials, der zellularen lonenmenge oder der ATP-Konzentration
nachgewiesen werden konnte (BUCK ET AL., 1993; BUCK AND HOCHACHKA, 1993; LUTZ AND
NILSSON, 1997; BICKLER AND BuCK, 1998; WEST AND BOUTILIER, 1998; DONOHOE ET AL., 2000).

Ein weiterer Grund fir die hdhere Hypoxietoleranz ist die unterschiedliche Reaktion des
Kreislaufs auf eine 0,-Mangelversorgung. Wahrend bei einem adulten Sauger der
Sauerstoffverbrauch eine feste, vom Angebot unbeeinflusste GréRe darstellt, zeigen Sauger
in der Perinatalperiode einen hypoxischen Hypometabolismus, der eine temporare, aktive
Drosselung des Energieumsatzes ohne Zeichen einer Sauerstoffschuld ermdglicht. Die
Abwehrreaktion eines Erwachsenen fuhrt zu einer Tachykardie und Blutdruckanstieg, was
den Energieumsatz zusétzlich erhoht. Ein Fotus bzw. Neugeborenes reagiert umgehend mit
einer bradykarden Kreislaufzentralisation, durch die die Durchblutung auf die
lebenswichtigen Organe beschrankt wird und eine Okonomische Ausnutzung des
verbleibenden Sauerstoffs ermdéglicht (SINGER 2002). Die Beobachtung, dass nach einer
Hypoxie die Laktatazidose® bei Neugeborenen weit geringer ausféllt, als dies aufgrund der
Stoffwechselrate vor Beginn der Asphyxie zu erwarten gewesen ware, deutet auf eine
Verminderung des Stoffwechsels wahrend der O,-Unterversorgung hin (SIDI ET AL., 1983;
FAHEY ET AL., 1989). Ausléser hierfir konnte die Azidose selbst sein, indem sie die fir
neugeborene Sauger beschriebene chemische Thermogenese im mitochondrienreichen

braunen Fettgewebe unterdriickt. Hierdurch kuihlen hypoxische, azidotische Neugeborene

! Die Laktatazidose ist eine Form der metabolischen Azidose, ausgeldst durch anaerobe
Stoffwechselvorgénge, bei der ein Abfall des pH-Wertes im Blut durch die Anh&ufung von saurem
Laktat bedingt ist. Von einer Laktatazidose spricht man in Abgrenzung zur metabolischen Azidose
anderer Ursache, wenn der ph-Wert erniedrigt (< 7,36) und gleichzeitig die Laktatkonzentration

erhéht ist (= 5mmol/I).
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schneller aus, diese Hypothermie zeigt aber fir eine begrenzte Zeit einen protektiven Effekt
(Singer et al., 1997; Hill 1959; Wood et al., 1996).

1.2 Atmungsproteine

Vor etwa 2,9 Mrd. Jahren existierten die ersten aerob-phototrophen Vorlaufer der
heutigen Cyanobakterien und Chloroplasten. Dies war der Beginn der Evolution des aeroben
Stoffwechsels. Die Etablierung einer stabilen Sauerstoffkonzentration in der Atmosphéare
ermoglichte die Entwicklung der aeroben Energiegewinnung durch die Atmungskette. Der
steile Redoxgradient zwischen organischen Verbindungen als Elektronen-Donoren und
Sauerstoff als Elektronen-Akzeptor bildete die treibende Kraft fir eine schnelle Zunahme an
Biomasse (SCHLEGEL, 1992).

Einzeller waren die ersten Eukaryoten, die Sauerstoff fir den oxidativen Abbau von
organischen Stoffen nutzten. Die aerobe Atmungskette an den Mitochondrien der
Eukaryoten-Zellen erfordert einen permanenten Gasaustausch (O,-Aufnahme und CO,-
Abgabe) zwischen der Zelle und ihrer Umgebung. Bei eukaryotischen Einzellern (Protozoen)
und einfachen Vielzellern, wie Coelenteraten oder Plathelminthen, gelangt ausreichend O,
durch Diffusion in und CO, aus der Zelle. Bei komplexeren Metazoen hingegen, die ein
geringeres Oberflachen/Volumen-Verhéltnis aufweisen, reicht die Diffusion nicht mehr aus.
Landlebende Arthropoden entwickelten daher flr den O,-Transport zu den Geweben ein fein
verzweigtes Netzwerk aus Tracheen und Tracheolen. Vertebraten dagegen entwickelten ein
Kreislaufsystem. Diese Evolution des O,-Transports Uber Flissigmedien ermdglichte zwar
den Transport tber groRere Distanzen, jedoch konnte erst durch die Evolution spezieller O,-
bindender Proteine die geringe Loslichkeit des O, in Wasser itiberwunden werden. Hierdurch
wurde es mdglich, O, nicht nur tber grofiere Distanzen, sondern auch in gréfieren Mengen
zu transportieren, was gleichzeitig eine Zunahme der Koérpermasse Uber die der Insekten
hinaus ermdglichte (WEHNER, GEHRING, 1995). Wahrend der Evolution sind vier Klassen von
0O,-Bindeproteinen fur den Transport und die Speicherung von Sauerstoff entstanden. Alle

vier Klassen bendtigen zur reversiblen O,-Bindung Metall-lonen.
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Hamerythrine: Hamerythrine sind mono- oder oligomere Proteine (KLIPPENSTEIN, 1980), die
Uber ein Eisen-lon-Dimer reversibel O, binden kénnen (KurTz, 1999; WIRSTAM, 2003). Sie
werden in den vier marinen Tiergruppen Anneliden, Brachiopoden, Sipunculiden und
Priapuliden exprimiert (MANGUM, 1992).

Hamocyanine: Hamocyanine sind kupferhaltige Proteine. Im aktiven Zentrum befinden sich
zwei Kupferatome, die durch Histidin-Reste koordiniert vorliegen (LINZEN ET AL., 1985; VAN
HOLDE UND MILLER, 1982). In der O,-gebundenen Oxyform sind Hamocyanine blau gefarbt, in
der Desoxyform sind sie farblos. Hdmocyanine findet man gel6st in der Hamolymphe bei
Arthropoden und Mollusken, wobei angenommen wird, dass es sich hierbei um zwei
unterschiedliche, konvergent entstandene Hamocyanin-Familien handelt (VAN HOLDE UND
MILLER, 1995; BURMESTER, 2001).

Chlorocruorine: Chlorocruorine sind eisenhaltige Proteine, die in den marin lebenden
Polychaeten vorkommen. In oxygenierter Form verleihen sie der Hamolymphe eine grine
Farbe (VINOGRADOV, 1985).

Globine: Globine sind kleine, eine Ham-Gruppe enthaltende respiratorische Proteine. Sie
sind die am weitesten verbreiteten O,-Bindeproteine in der Tierwelt und kommen zudem in
Bakterien, Pflanzen, Pilzen und Protisten vor (HARDISON, 1996). In Vertebraten sind
mittlerweile sieben Globin-Typen bekannt. Hamoglobin (Hb) kommt ausschlief3lich im Blut
in den Erythrozyten vor. Hier nimmt es in den Lungen O, auf und transportiert ihn zu allen
stoffwechselaktiven Organen (MILLIKAN, 1937). Zusatzlich verfugt Hb (Uber eine
Nitritreduktase-Funktion, die unter Hypoxie zu einer Gefalerweiterung fuhrt (GLADWIN ET AL.,
2008). Myoglobin (Mb) hat seine klassische Hauptaufgabe in der Versorgung mit O, und
dessen Speicherung im Muskel, weist dazu aber auch eine Dioxygenase-Aktivitat auf, bei der
reduziertes Mb(Fe?") unter Oxidation zu Met-Mb(Fe*") aus dem in hoheren Mengen toxischen
NO und O, das ungiftige Nitrat (NO3") bildet. Mit Hb hat Myoglobin die Nitritreduktase-
Funktion unter hypoxischen Bedingungen gemein (WITTENBERG, 1970; FLOGEL ET AL., 2001;
GLADWIN ET AL., 2008).

Neuroglobin (Ngb) kommt hauptsachlich in Neuronen des zentralen und peripharen
Nervengewebes, sowie in endokrinem Gewebe vor (BURMESTER ET AL., 2000). Cytoglobin
(Cygb) wird hauptséchlich in Fibroblasten und verwandten Zelltypen aller Organe exprimiert
(BURMESTER ET AL., 2002; TRENT UND HARGROVE, 2002; KAWADA ET AL., 2001).

2005 wurde die Globin-Familie der Vertebraten nochmals erweitert: GlobinX (GbX) ist bis
dato in Fischen und Fréschen nachgewiesen worden. Die geringste phylogenetische Distanz

weist es zu Neuroglobin auf, ist jedoch wohl nicht ausschliellich in Nervengeweben
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Abbildung 1-1 Charakterisierung der beschriebenen Vertebratenglobine

Die Abbildung fasst die wichtigsten Expressionsorte, biochemische und phylogenetische Eigenschaften
zusammen. Zusatzlich ist die phylogenetische Position der oben erwahnten Globine GbX und GbE mit
ihren Expressionsorten eingefiigt. Verandert nach HANKELN ET AL., 2004.

exprimiert (ROESNER ET AL. 2005; FUCHS ET AL., 2005.). Vor einigen Jahren wurden zwei
weitere Vertreter der Globinfamilie erstmals beschrieben. GbE ist bislang nur in der Retina
von Vogeln nachgewiesen worden. Phylogenetisch gruppiert es am ehesten mit Cytoglobin,
mit dem es in der Retina koexprimiert wird (KUGELSTADT ET AL. 2004). GlobinY wurde zuerst
im Ovar, der Niere und dem Auge im Frosch gefunden (FUCHS ET AL., 2005). Genomanalysen
zur beta-Globin-Evolution bei Sdugern und Voégeln wiesen GbY auch in einem Monotrema,
dem Schnabeltier, nach (PATEL ET AL., 2008). Wahrend FucHs GbY im Frosch phylogenetisch
zu keinem anderen Globin assoziiert, postuliert PATEL fur das Schnabeltier-GbY eine
Homologie zu Cygb (FucHS ET AL., 2005; PATEL ET AL., 2008; HARDISON, 2008). lhre

Funktionen sind weitgehend unbekannt.
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1.3 Die molekulare Struktur der Globine

Alle Vertreter der Globinfamilie weisen eine typische Faltung auf, die es dem Protein
ermoglicht O, reversibel zu binden. Erstmals konnte die Tertidrstruktur anhand von
Rontgenstruktur-Analysen des Myoglobins entschlisselt werden (KENDREw, 1961). Sie zeigt
ein Polypeptid, das aus acht Helices (A-H) und funf nichthelikalen Bereichen aufgebaut ist.
Die AuRenhulle der Globine wird von polaren Aminosdure-Resten gebildet, wéahrend die
Innenseite eine unpolare Tasche bildet, in der die prosthetische Hamgruppe liegt. In deren
Innern befindet sich ein Eisenatom, das von zwei in die Tasche ragenden, polaren Histidinen
koordiniert wird. Diese allen Globinen eigene ,3-Helix-Uber-3-Helix“-Struktur wird als a-
helikaler Sandwich bezeichnet. Hierbei bilden immer die Helices A, E und F die obere und die

Helices B, D und H die untere Sandwichhélfte (HOLM UND SANDER, 1993).

Ngb
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Abbildung 1-2 Die Ha&m-Gruppe in hexa- und pentakoordinierten Globinen

In hexakoordinierten Globinen wie Ngb und Cygb geht in Deoxy-Zustand die sechste
Koordinationsstelle des Eisenatoms eine stabile Bindung mit dem distalen Histidin E7 ein. In
pentakoordinierten Globinen wie Hb und Mb liegt diese sechste Stelle des Eisenatoms im Deoxy-
Zustand frei bzw. bindet ein Wassermolekil. Die Darstellung der Hamgruppen erfolgte mithilfe von
Accelrys DS Visualizer v1.6. Es liegen die Strukturdaten von Q9NPG2/10J6 (Ngb), Q8WWM9/1UMO
(Cygb) und P02144/2MM1 (Mb) der Protein-Datenbank Expasy (www.expasy.org) zugrunde.

Das Ham besteht aus einem Protoporphyrin 1X (Tetrapyrrolring), das als Zentralatom ein
Eisen (Fe) tragt. Dieses Eisen kann in zwei verschiedenen Oxidationsstufen auftreten, der
Ferroform (Fe**) und der Ferriform (Fe*"). Im Zentrum des Porphyrinringes wird das
Eisenatom von vier Stickstoff-Atomen koordiniert, wéhrend die funfte Koordinationsstelle
stets von einem senkrecht zur Hamebene stehenden ,proximalen* Histidin F8 (der achte AS-
Rest der F-Helix) besetzt wird. Die Belegung der sechsten Koordinationsstelle ist in der
oxygenierten Form stets ein O,-Molekil. In der Deoxyform bei ,,pentakoordinierten* Globinen

nimmt ein Wassermolektil die sechste Koordinationsstelle ein.
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N-Term \

Abbildung 1-3 Die Quartéarstruktur der Globine

Die Farbung der Helices verdeutlicht die 3-Uber-3-a-helikale Sandwichstruktur. Die Darstellung der
Hamgruppen erfolgte mithilfe von Accelrys DS Visualizer v1.6. Es liegen die Strukturdaten von
Q9NPG2/10J6 (Ngb), Q8WWM9/1UMO (Cygb) und P02144/2MM1 (Mb) der Protein-Datenbank Expasy
(www.expasy.org) zugrunde.

Bei hexakoordinierten Globinen besetzt im deoxygenierten Zustand immer das distale Histidin
E7 die sechste Koordinationsstelle.

Bis zur Entdeckung des Neuroglobins (BURMESTER ET AL., 2000) und des Cytoglobins
(BURMESTER ET AL., 2002), waren hexakoordinierte Globine nur von Pflanzen (HUNT ET AL.,
2001; ARREDONDO-PETER ET AL., 1998), Protisten (COUTURE ET AL., 1999) und Cyanobakterien
(ScoTT ET AL., 2002; COUTURE ET AL., 2000; HVITVET ET AL., 2001), jedoch nicht im Tierreich
bekannt (COUTURE ET AL., 2001; DEWILDE ET AL., 2001; TRENT UND HARGROVE, 2002). Die
Bindung eines O,-Liganden setzt in hexakoordinierten Globinen die Verdrangung des distalen
Histidins E7 wvoraus. Hierbei konnte z.B. eine Temperatur-Unabhangigkeit der
Hexakoordination auf die Affinitat der Liganden nachgewiesen werden (TRENT UND HARGROVE,
2002; HAMDANE ET AL., 2003).

In pentakoordinierten Globinen verhindert das distale Histidin sterisch eine Interaktion des
gebundenen O,-Moleklls mit der Hamgruppe eines benachbarten Globinmolekils. Wirde
diese Aktion nicht verhindert, konnte es zu einer Oxidation des Ferrohdms zu Ferriham
kommen, welches zu keiner O,-Bindung mehr befahigt ware. Zusatzlich erschwert das distale
Histidin E7 die Bindung des hochaffinen Kohlenmonoxids an das Ham des pentakoordinierten
Globins (HUA ET AL., 2010).
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1.4 Hamoglobin

Hamoglobin (Hb) befindet sich im geschlossenen Blutkreislauf der Vertebraten in den
Erythrocyten (rote Blutkdrperchen) und transportiert Sauerstoff (O,) von den Lungen zu den
stoffwechselaktiven Organen und von dort Kohlendioxid (CO;) zurlick zu den Lungen, wobei
jedes Erythrocyt 3x10° Hb-Molekille enthalt. Réntgenstrukturanalysen haben gezeigt, dass
Hamoglobin ein kugelférmiges, tetraedisch gepacktes Protein von 5,5 nm Durchmesser ist
(DICKERSON UND GREIS, 1983). Die vier Untereinheiten werden von zwei a- und zwei B-Ketten
gebildet, wobei je eine a-Kette in Kontakt mit zwei B-Ketten steht und umgekehrt. Diese
werden von nichtkovalenten Kraften zusammengehalten, wobei an der AuRenseite des
Proteins Taschen entstehen, die die Hamgruppe enthalten. Da das Hamoglobin als Tetramer
aus vier Untereinheiten besteht, die jeweils eine Hamgruppe tragen, vermag ein Erythrocyt
12x10° O,-Molekiile zu transportieren.

Hamoglobin liegt beim Menschen in zwei paralogen, durch Duplikation entstandenen
Subfamilien vor. Die Proteinketten der a-Globin-Subfamilie sind 141 AS lang, die
Proteinketten der B-Globin-Subfamilie umfassen eine Lange von 146 AS. Das Cluster der a-
Globin-Subfamilie ist beim Menschen auf dem Chromosom 16 lokalisiert und beinhaltet vier
funktionelle Gene ((, zwei a und 6) und drei Pseudogene (w¢, und zwei @ a). Das Cluster der
B -Globin-Subfamilie ist beim Menschen auf dem Chromosom 11 lokalisiert. Es beinhaltet fiinf

funktionelle Gene (g, zwei y, 0 und B) und ein Pseudogen (g B) (LEWIN, 2000).

Chromosom 16 ¢ e Qo2 dorl w2 «l 01
ot-Typ- T — — — o S w—
Cluster — e — — — e — M e—— S it

Chromosom 11 e Gy Ay B 8 ]
B‘Typ- O — — T D
C|Uster e — —— e

L 1 1 1 1

20 40 60 80

Kb

Abbildung 1-4 Menschliches Hamoglobingencluster

Gezeigt ist die Anordnung der Globingene im a- und B-Globincluster. Die Expressionsreihenfolge
wahrend der Embryogenese verlauft von 5 nach 3'. Embryonale Gene sind rot, fotale gelb, adulte
schwarz und Pseudogene griin dargestellet.

Hamoglobin liegt als Heterotetramer vor, das nicht immer aus zwei a und zwei f
Untereinheiten gebildet wird. Man unterscheidet zwischen HbA, was 98% des Hbs ausmacht

und aus zwei a und zwei B-Globin-Proteinen besteht, und HbA2, das anstelle der B-Globine
9
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zwei 0-Globine besitzt (LEwIN, 2000). Wahrend der Embryogenese andert sich die Hb-
Zusammensetzung gemal des sich wandelnden Sauerstoffbedarfs des Fotus. So kommt es
im wachsenden Organismus zu einer fortlaufenden Anderung der Hb-Zusammensetzung. So
werden zunachst drei Varianten des Prohamoglobins (HbP) parallel exprimiert (Gower 1,
Gower 2, Portland). Im weiteren Verlauf wird das HbE allmahlich durch das Fétale
Hamoglobin (HbF) ersetzt und erst nach der Geburt wird das HbA gebildet (LEwIN, 2000;
STRYER, 1995).

Die Sauerstoffaufnahme und Abgabe erfolgt bei Hamoglobin kooperativ. Dieser Vorgang ist
mit strukturellen Veranderungen im Molekill verbunden, das dabei vom Tense (T)-Zustand
mit niedriger O,-Affinitat in die oxygenierte Relaxed (R)-Form mit hoher O,-Affinitat, aber
geringer Bindungskapazitat fir CO,, Protonen und organische Phosphate Ubergeht (MoNoD
ET AL, 1965). Die zwischen den vier Untereinheiten bestehenden allosterischen
Wechselwirkungen ermdglichen, dass nach Bindung des ersten O, die Bindung weiterer O,-

Molekule erleichtert wird. Dies fuhrt zu einem sigmoidalen Dissoziationskurvenverlauf der O,
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Abbildung 1-5 Die kooperative Bindung des Hamoglobins und der Bohr-Effekt

Die Kooperativitat zwischen den O,-Bindungsstellen des Hamoglobins fiihrt, im Vergleich zu einem
nichtkooperativen Protein, zu einer verstarkten O,-Freisetzung in das Gewebe (A). Der Bohr-Effekt
beschreibt die Auswirkung von pH-Wert und CO,-Konzentration auf die Sauerstoffaffinitidt des
Hamoglobins. Sinkt der pH-Wert von 7,4 (rote Kurve) auf 7,2 (blaue Kurve), so fihrt das zu einer O,-
Freisetzung aus Oxyh&moglobin. Wird zudem der CO,-Partialdruck von 0 auf 40 Torr erhéht (violette
Kurve), so wird die Freisetzung nochmals verstéarkt (B). (pO,: Sauerstoffpartialdruck; nach STRYER,
2003)

Bindung. Die Affinitat zu Sauerstoff liegt fir adultes Hamoglobin bei 26 Torr. Dieser Wert
ermOglicht es in O,-reichen Regionen des Korpers wie z.B. den Alveolen, in denen
Partialdriicke um 100 Torr vorliegen, O, aufgrund der hoheren Affinitat aufzunehmen. In
Bereichen des Korpers mit wenig O,, wie z.B. den BlutgefaRen, herrschen etwa 20 Torr vor.
Hier ist die O,-Affinitédt des Hb nicht stark genug, um O, zu halten, so dass es ihn an die

Umgebung abgibt. Die O,-Affinitat wird als P50-Wert angegeben, was gleichbedeutend mit
10
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dem O,-Partialdruck ist, bei dem das Hamoglobin zu 50% mit Sauerstoff gesattigt ist. Je
geringer der P50-Wert also ist, desto héher die Affinitat. Der Bohr-Effekt, eine weitere
physiologische Eigenschaft, macht Hb zu einem idealen O,-Transporteur. So wird bei
Zunahme von CO, und pH-Absenkung die Affinitdét des Hb zum O, vermindert. Die O,-
Dissoziationskurve verschiebt sich nach rechts. In stoffwechselaktiven Gewebsregionen wird
so aufgrund des dort niedrigen O,-Partialdrucks, der erhéhten CO, Bildung und der damit
verbundenen H*-Erhéhung Sauerstoff leichter an seine Umgebung abgegeben. Im Gegensatz
dazu nimmt Hamoglobin in respiratorischen Organen, wo der O,-Partialdruck héher und die

H*-Konz niedrig ist, O, leichter auf (STRYER, 2003).

Pharmacology Physiology Pathology

Blood-vessel NO concentration

Smooth muscle cells

Abbildung 1-6 Reaktionen von NO und Hamoglobin in arteriellen Kapillaren

Unter physiologischen Bedingungen (Bildmitte) diffundiert von der NO-Synthase gebildetes NO in
umliegende glatte Muskelzellen und aktiviert die Guanylat-Cyclase. Diese bildet cGMP, welches Uber
die Aktivierung der Protein-Kinase G eine Entspannung der glatten Muskulatur und somit eine
GefaRerweiterung zur Folge hat. Interaktion von NO mit Hadmoglobin ist durch Diffusionsbarrieren auf
die Membranen der roten Blutkérperchen und den umflielenden Plasmastrom begrenzt. Bei Hamolyse
(rechts im Bild) reagiert freies Oxy-Hamoglobin mit NO unter Bildung von Met-Hb und Nitrat. Der
dadurch verminderte NO-Gehalt fihrt zu einer Verengung der Blutgeféal3e. Unter erhéhtem NO Gehalt
(links im Bild) kommt es bei Reaktion mit Sauerstoff zur Bildung von Nitrit (NO,") und Nitrat (NO3").
Nitrit kann mit dem Cystein 93 des Hamoglobins reagieren, wobei eine Thiol-Bindung entsteht. Es
kénnen geringe Mengen an SNO-Hb enstehen, deren physiologische Funktion aber kontrovers
diskutiert wird. Nitrit kann in die roten Blutkérperchen gelangen und dort durch Reaktionen mit
Hamoglobin und Ascorbat zu NO reduziert werden. Im Plasma kann Nitrit durch die endotheliale
Xanthin-Oxidoreduktase (XOR) wieder zu NO reduziert werden. Vorherrschende Reaktion aber ist die
von NO mit Oxy-Hb zu Met-Hb und Nitrat, was zu einer Verminderung des NO-Gehalts fuhrt (rechts).
Die anderen Reaktionen fiihren zu einem Erhalt des NO-Gehalts, was der Modulation physiologischer
Funktionen dient. (SCHECHTER AND GLADWIN 2003).
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Die relativ niedrige Affinitdit von Hb wird unter anderem durch die Bindung mit dem
organischen Phosphat 2,3-Biphosphoglycerat (BPG) erreicht. Die Erythrocyten enthalten
stéchiometrisch zu den Hb-Molekllen BPG, das durch die Bindung an Deoxyham die Affinitat
von einem Torr auf 26 Torr erniedrigt. Diese BPG-Bindungseigenschaften fehlen bei den y-
und R-Ketten des Prohamoglobins und des fotalen Hamoglobins, weshalb das HbP und HbF
eine hohere O,-Affinitat besitzt als das HbA der Mutter. Hierdurch wird eine Abgabe des O,
vom HbA der Mutter auf das HbP bzw. HbF des Kindes ermdoglicht.

Hamoglobin ist der O,-Lieferanten des gesamten Organismus. Daher ist seine Adaptation an
0,-Mangel fur die Erhaltung der O,-Homdostase im Blut und in allen Geweben fundamental.
Als Anpassung an chronische Hypoxie regelt der Organismus das Hormon Erythropoietin
(EPO) Uber die HIF-vermittelte Transduktionskaskade herauf. Hierbei wird EPO Uber die
Blutbahn zum Knochenmark transportiert und interagiert dort mit den Rezeptoren der
blutbildenden Stammzellen. Dieser Stimulus fihrt zu deren Proliferation, zur
Hamoglobinsynthese und zur Synthese der in die Hambiosynthese involvierten Enzyme
(PODKOLODNAYA ET AL., 2000). Die Folge ist eine erhéhte Hamoglobin-Konzentration im Blut
(BEALL ET AL., 1998; zitiert in KUWAHIRA ET AL., 1999), die auch unter relativ geringen
alveolaren O,-Partialdriicken eine ausreichende O,-Versorgung der stoffwechselaktiven
Gewebe sichert. Auf eine kurzzeitige, akute Hypoxie reagiert der Organismus mit einer
selektiven Neuverteilung des Blutflusses und versucht, die O,-Versorgung der Organe durch
erhohte Atmungs- und Herzschlagfrequenz zu sichern (ADACHI ET AL., 1976; KUWAHIRA ET AL.,
1993). Setzt man Mause einer periodisch auftretenden Hypoxie aus, so fuhrt dies zu einer
reversiblen Erhéhung der Hamoglobin-Konzentration (KUWAHIRA ET AL., 1999).

Vor 150 Jahren wurde erstmals publiziert, dass an das Eisenatom der Hamgruppe nicht nur
0O, und CO,, sondern auch Stickstoffmonoxid (NO) mit hoher Affinitdt bindet und dabei
physiologische Auswirkungen auf den Gefasswiderstand hat (HERMANN 1865). Das
Hamoglobin der Erytrozyten versorgt demnach das Gewebe nicht nur mit Sauerstoff sondern

transportiert auch NO zum hypoxischen Gewebe und bedingt dadurch eine Vasodilatation.

Gckstoffmonoxid (NO) entsteht endogen in einer von der Stickstoffsynthase (NOS) katalysierten Reakti(h
Hierbei wird L-Arginin unter O,-Verbrauch in L-Citrullin und NO aufgespalten (MARLETTA, 1993). Aufgrund seines
chemisch reaktiven freien Radikals, z&hlt NO zu den reaktiven Stickstoffspezies (RNS). NO dient im Korper als
sekundérer Botenstoff bei der Muskel-Relaxation (siehe Abbildung 1-6). Es dient weiterhin im Nervensystem als
Neurotransmitter oder kann die Aktivierung der Blutplattchen inhibieren (DAvis ET AL., 2001). In hoher

Konzentration kann NO toxisch wirken, da es die Cytochrom-c-Oxidase der Atmungskette reversibel inhibiert

@_EETER ETAL., 1994). J
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Bindet Hamoglobin das NO, so entsteht mdglicherweise S-Nitrosohdmoglobin (SNO-Hb).
Diese Bindung erfolgt an zwei Cysteinen (Cys93) in den beiden [-Ketten des oxygenierten
Hamoblobins (ISBELL ET AL., 2008). Gibt das Hb im Gewebe seinen Sauerstoff ab und
verandert dabei seine Struktur von der R- in die T-Form, flhrte dies zu einer Destabilisierung
der SNO-Hb-Bindung und einer Freisetzung des vasoaktiven NOs (STAMLER ET AL., 1997; Gow
AND STAMLER 1998). Diese Hypothese wurde jungst durch eine transgene Maus mit fehlendem
Cys93 in Frage gestellt. Das Tier zeigte keine phenotypische Veranderungen im Bereich der
Blutdruckregulation, Ausdauer oder Reaktion auf hypoxische Zustande (ISBELL ET AL., 2008).

Hamoglobin besitzt auch eine Nitritreduktase-Funktion. Im deoxygenierten Zustand reduziert
Hb Nitrit (NO,") unter Bildung von metHb zu NO. Doch wird angenommen, dass NO durch
die NO-Dioxygenasefunktion (NOD) des Hamoglobins umgehend eine weitere Reaktion mit
oxygeniertem Hb eingehen kdnnte und zu Nitrat (NO3") weiter reagieren wiirde (GLADWIN ET
AL., 2005; JEFFERS ET AL., 2005). Dies setzte aber voraus, dass unter Hypoxie ausreichend
oxygeniertes Hb vorhanden ware. BAsu schlagt daher vor, dass Nitrit in einer ersten Reaktion
mit Deoxyhamoglobin und einem Proton (H*) zu NO und metHb (HbFe®") reagiert. Parallel
dazu reagiert Nitrit auch direkt mit metHb, wobei als Zwischenprodukt das hochreaktive
NO,* entsteht, was umgehend mit einem weiteren NO Molekil zu N,O; umgesetzt wird
(BASU ET AL., 2007; RODKEY 1976). Im Vergleich zu NO ist N,O3 stabiler, lipophil und kann aus
den Erythrozyten herausdiffundieren, um spéater wieder als NO und NO,* zur Vasodilatation
beizutragen (ESPEY ET AL., 2001). Hierdurch wiirde auch die Hemmung der NO-Umsatzrate
durch die in den Erythrozyten gebundenen Hamoglobine aufgehoben, da die Zellmembranen
eine physikalische Barriere darstellen. Zellfreies Oxy-Hamoglobin setzt NO 500-1000-fach
schneller zu Nitrat um. Dies geschient so schnell, dass NO ohne den Schutz der
Zellmembranen noch vor der Entfaltung seiner physiologischen Wirkung inaktiviert werden

konnte (AzAROV ET AL., 2005; GLADWIN AND KIM-SHAPIRO 2008; VAUGHN ET AL., 2000).
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1.5 Myoglobin

Myoglobin (Mb) ist ein pentakoordiniertes Monomer von 153 AS und einem
Molekulargewicht von 16,9 kDa (STRYER, 1995). Das Gen liegt beim Menschen auf
Chromosom 22 und wird im Herz-, den Skelettmuskeln und der glatten Muskulatur des
Darms exprimiert (QIU ET AL., 1998). Die Sauerstoffaffinitat liegt bei einem Torr. Dieser Wert
ermoglicht dem Mb die Ubernahme des vom Hb herbeitransportierten Sauerstoffs. Die
Hauptaufgabe von Mb liegt in der Speicherung von O, im Muskel, um ihn in Zeiten erhdéhten
Bedarfs oder Mangels an die aerob stoffwechselaktiven Mitochondrien abzugeben (MILLIKAN,
1937). In tieftauchenden Meeressaugern konnte eine um das 10-fache erhdhte Mb-
Konzentration nachgewiesen werden, verglichen mit einem Landsaugetier gleicher GroRe
(KOOYMAN UND PONGANIS, 1998; KANATOUS ET AL., 1999). Seehunde vermdgen wéahrend eines
ausgedehnten Tauchgangs den Stoffwechsel auf die zentralen Organe zu beschranken.
Messungen des Oxidationszustandes des Myoglobins vor und nach dem Tauchgang zeigten,
dass nachher bis zu 94% des Mb im Muskel in deoxygenierter Form vorlagen (GUYTON ET AL.,
1995; DAVIS UND KANATOUS, 1999; KANATOUS ET AL., 2002). Ein Aufenthalt in sauerstoffarmer
Umgebung fuhrt zu einer Erhohung des Myoglobingehalts im Muskel. So kénnen z.B.
Bergsteiger wéahrend der Akklimatisierung bzw. Sportler durch HOhentraining unter
Bedingungen mit geringeren O,-Partialdriicken die Mb-Menge im Muskel um bis zu 70%
steigern (VOGT ET AL., 2001).

Die Mdoglichkeit, ob Myoglobin auch als intrazellularer O,-Transporter fungieren kdnnte
(WITTENBERG, 1959), ist nicht endgultig geklart. Hierbei wird von einer Diffusion vom
sarkoplasmatischen Retikulum (SR) zu den Zellmitochondrien ausgegangen. Myoglobin
wirde in oxygenierter Form vom SR zu den Mitochondrien und in deoxygenierter Form von
den Mitochondrien zurtick zum SR diffundieren (,,7acillitated oxygen diffusior’*) (WITTENBERG
ET AL., 1970, 1987, 2003). Dieser Hypothese steht ein Diffusionskoeffizient von 1,2 x 10”7
entgegen, der zu klein erscheint, um Myoglobin eine effektive Funktion als O,-Transporter
zuzuschreiben (JURGENS ET AL., 2000). Experimente an Myoglobin-Knockout-Méausen haben
gezeigt, dass Myoglobin kein essentielles Protein darstellt (GARRY ET AL., 1998; GODECKE ET
AL., 1999). Das Fehlen von Mb konnte von den Mausen zum einen durch physiologische
Veranderungen wie eine erhdhte Dichte an BlutgefaBen und eine Steigerung der
Konzentration von Hamoglobin kompensiert werden. Auf molekularer Ebene waren in ko-
Mausen die Proteine Hifla und Hif2 (hypoxia inducible factors), sowie das Cytokin VEGF
(vascular endothelial growth factor) in ihrer Expression stark erhéht, was normalerweise

unter hypoxischen Bedingungen der Fall ist. Zusatzlich wurde in den Myoglobin-Knockout-
14



Einleitung

Mausen eine starke Erhéhung der NO-Konzentration nachgewiesen (FLOGEL ET AL., 2001). Die
physiologischen Eigenschaften von NO wurden unter 1.4 Hamoglobin ausfihrlich
beschrieben. Myoglobin weist in der Oxyform eine Dioxygenasefunktion auf. Oxygeniertes
Myoglobin tbertragt O, auf giftiges NO und generiert dadurch unschadliches Nitrat (NO3),
was Uber den Harnstoffzyklus abgebaut wird. Dabei entsteht oxidiertes Met-Myoglobin, was
zu Fe**-Mb reduziert werden muss. Mb ist damit indirekt an der Regulation der oxidativen
Phosphorylierung beteiligt (WITTENBERG UND WITTENBERG, 2003; FLOGEL ET AL., 2001). Unter
Hypoxie besitzt Mb eine Nitritreduktase-Funktion, die Nitrit zu NO umsetzt, wodurch
Myoglobin zu einer GefalRerweiterung und verstarkten Durchblutung beitragt (GLADWIN ET AL.,
2008).

1.6 Neuroglobin

Vor einigen Jahren wurde bei Datenbanksuchen ein neues Globin entdeckt, das
aufgrund der pradominanten Expression im Nervensystem Neuroglobin (NGB) genannt
wurde (BURMESTER ET AL., 2000). Strukturanalysen zeigten, dass NGB die klassische
Globinfaltung aufweist (PESCE ET AL., 2002). Bei NGB handelt es sich um ein monomeres,
hexakoordiniertes Globin mit einer GroRe von 17 kDa und einer Ladnge von 151 Aminosauren
(453 bp) (COUTURE ET AL., 2001; DU ET AL., 2003; KRIEGL ET AL., 2002; TRENT ET AL., 2001; UNO
ET AL., 2004).

Zu den paralogen Globinen Hamoglobin und Myoglobin weist NGB lediglich eine Identitat von
25% bzw. 21% auf, wobei die essentiellen Aminosduren jedoch stark konserviert sind. Die
Sauerstoffaffinitat (Pso) von Ngb /n vitro liegt bei 1 bis 2 Torr (BURMESTER ET AL., 2000;
DEWILDE ET AL., 2001; PESCE ET AL., 2002) und unter physiologischen Bedingungen bei bis zu
7,5 Torr (FAGO ET AL., 2004).

Im menschlichen Genom befindet sich das AGB-Gen auf dem Chromosomenabschnitt 14924
(BURMESTER ET AL., 2000). Zwischen Mensch und Maus liegt eine sehr hohe Sequenzidentitat
auf Ebene der Aminosauren von 94% vor. NGB kommt als orthologes Gen sowohl in
Saugern, Vogeln, Reptilien, Amphibien als auch in Fischen vor (BURMESTER ET AL., 2004).
Expressionsuntersuchungen mit Hilfe von mRNA /n situv Hybridisierung und polyklonalen

Antiseren konnten ein cytoplasmatisches Vorkommen von Ngb im peripheren und zentralen
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Nervensytem, im endokrinen System und in der Retina nachweisen (BURMESTER ET AL., 2000;
HANKELN ET AL., 2004; REUSS ET AL., 2002; SCHMIDT ET AL., 2003; WYSTUB ET AL., 2003).

Die Retina ist das Organ, in dem die hochste Ngb-Expression nachgewiesen wurde. Der
Gehalt liegt in der Retina der Maus bei 50-100 uM und damit rund 100 mal so hoch wie im
Gesamthirn (SCHMIDT ET AL. 2003). Die Verteilung der Ngb-Expression entspricht der
Verteilung der Cytochrom-c-Oxidase bzw. den Mitochondrien und somit der Segmente mit
dem hochsten Sauerstoffkonsum (Ganglienzellen, innere und &uBere plexiforme Schicht,
Innensegmente der Photorezeptorzellen). Hier kbnnte Neuroglobin an der facilitated oxygen
diffusion von der Zellmembran zu den Mitochondrien hin beteiligt sein. Daflr spricht die
Lokalisation des Neuroglobins im apikalen Abschnitt der inneren Segmente, in denen auch
die Mitochondrien akkumulieren (BENTMANN ET AL., 2005). Hier konnte mit Hilfe von
Antikérperfarbungen gezeigt werden, dass in den Sehzellen ein intrazelluléarer Transport von
Neuroglobin in das innere Segment der Sehzellen stattfindet (SCHMIDT ET AL., 2003). Neben
der Expression in Schichten mit Mitochondrienvorkommen, ist die zellulare Verteilung von
Ngb stark an Kapillaren gebunden. Hier kdnnte Ngb mit seiner héheren O,-Affinitat als Hb in
den Kapillaren, aber einer niedrigeren Affinitdit als die Cytochrom-c-Oxidase der
Atmungskette in den Mitochondrien eine Sauerstoff-Transportfunktion tbernehmen.

Einen weiteren Hinweis fir eine Beteiligung von Ngb am oxidativen Stoffwechsel liefert die
avaskulare Retina der Meerschweinchen. Bei diesen Vertretern der Nagetiere befinden sich
Mitochondrien nur in den Innensegmenten der Photorezeptorzellen, dem Bereich, der fir
90% des 0,-Konsums verantwortlich ist (CRINGLE ET AL., 2002). Die avaskulare Retina wird
nur Uber choroideale Gefalle der Aderhaut versorgt und ist gréRtenteils hypoxisch bzw.
anoxisch (CRINGLE ET AL., 1996). Der Innenbereich der Retina ist frei von Kapillaren. Ngb ist
bei der avaskularen Retina, so wie auch die Mitochondrien, auf die Innensegmentschicht
beschrankt. Die Expression korreliert damit direkt mit der Region, die 90% des Sauerstoffs
konsumiert (CRINGLE ET AL., 1996; BENTMANN ET AL., 2005).

Die Neuronen des Olivenkomplexes gehdren im Hirn zu den metabolisch konstitutiv aktivsten
(FiscH, 1970). Expressionsuntersuchungen des oberen Olivenkomplexes konnten durch
guantitative PCR-Analysen belegen, dass die Ngb-mRNA bis zu 2,3-fach hoher exprimiert
wird, als in der unmittelbaren Gehirnumgebung (HILL UNPUBL. 2003). Ein hoher Metabolismus
bedeutet auch einen hohen Verbrauch von Sauerstoff. Falls Ngb im Nervengewebe eine
ahnliche Funktion wie Myoglobin im Muskelgewebe Ubernimmt, ist von einer erhéhten Ngb-
Expression auszugehen. Gehirnbereiche mit vergleichsweise starkem Stoffwechsel, wie die
Kerne des auditorischen Systems bilden da eine Analogie zum Beispiel der Retina (SCHMIDT ET

AL., 2003). Die konstitutiv erhohte Ngb-Expression in der hypoxieresistenten Blindmaus
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Spalax ehrenbergi weist ebenfalls auf eine Funktion des Ngb bei der O,-Versorgung hin
(AVIVI ET AL., IN DRUCK).

Ob sich die Expression von Ngb unter Sauerstoffmangel verandert, wurde von verschiedenen
Arbeitsgruppen untersucht. Hierbei variierten die Zeiten zwischen funf Stunden und zwei
Wochen und die O,-Konzentrationen zwischen 6% bis 12%. FORDEL konnte im Maushirn
nach 48 Stunden bei 7% 0O, einen mRNA-Zuwachs von 70% nachweisen, der nach 12
Stunden bei 7% O, im Auge sogar einen Zuwachs von 200% aufwies (FORDEL ET AL., 2007).
L1 setzte Ratten fur 2 Wochen einem O,-Gehalt von 10% aus. Hierbei konnte maximal ein
MRNA-Zuwachs von 150% und ein Proteinzuwachs von 100% nachgewiesen werden (LI ET
AL., 2006). Eine unterbrochene Hypoxie, bei der sich hypoxische Phasen mit normoxischen
Phasen abwechseln, schwachten die gemessenen Zuwachsraten ab (LI ET AL., 2006).
Untersuchungen der eigenen Arbeitsgruppe (UNPUBL.) sowie Publikationen von HUNDAHL und
MAMMEN konnten weder auf mRNA-, noch auf Proteinebene eine deutliche hypoxieinduzierte
Neuroglobinregulation nachweisen (HUNDAHL ET AL., 2005; MAMMEN ET AL., 2006).

Eine Regulation von Neuroglobin in /n vitro-Experimenten, bei denen Zellen fir einen kurzen
Zeitraum einer Hypoxie ausgesetzten werden, konnte auch nicht von allen Arbeitsgruppen
nachgewiesen werden. SUN zeigte, dass die Agb-Expression in einer priméaren kortikalen
Zellkultur unter 24-stindigem O,-Entzug etwa 2-fach verstarkt wird. Dies war auch bei
Zugabe von Chemikalien (300 pM Cobaltchlorid, CoCl, oder 100 uM Deferoxamin, Dfx), die
die Expression hypoxieinduzierbarer Gene steigern, der Fall. Andere Stressoren, in diesem
Fall Staurosporin und Natrium-Nitroprussid, zeigten keine derartige Wirkung (SUN ET AL.
2001). Bei Staurosporin handelt es sich um einen starken Inhibitor der Klasse der ATP-
abhéangigen Protein-Kinasen. Natrium-Nitroprussid ist eine potente NO-freisetzenden
Substanz. Verschiedene Publikationen zeigten eine erhohte mRNA Expression von 150% bis
500%, wobei die Unterschiede auf unterschiedliche Zelllinien und abweichende
Versuchsbedingungen zurlickzufihren sind. Die Ergebnisse lassen auf eine induzierbare
Uberexpression von Neuroglobin durch Hypoxie schliessen (FORDEL ET AL., 2004; RAYNER ET
AL., 2006; SCHMIDT-KASTNER ET AL., 2006; SUN ET AL., 2001). Hypoxieexperimente /n vivo
unserer Arbeitsgruppe hingegen konnten eine Agb-Hochregulierung unter hypoxischen
Bedingungen nicht bestatigen. Vielmehr kam es zu einer leichten Herunterregulation auf
MRNA-Ebene (UNPUBL.).

Hypoxia-responsive-elements (HRE) bestehen aus konservierten Konsensusmotiven von
HIF1a und kdnnen bei niedrigem Sauerstoffpartialdruck die Transkription eines Gens starken.
Sie befinden sich im Bereich des 5-Promotors und Enhancers bzw. jenseits des 3'-Bereiches

der UTR (untranslatierte Region), wo sie in kurzen Intervallen von etwa 50bp auftreten. Im
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Bereich des Neuroglobingens wurden mehrere HIF1la-Motive gefunden, doch wiesen diese
keine konservierten HREs auf (WYSTUB ET AL., 2004). Dies spricht ebenfalls gegen eine starke
hypoxieinduzierte Ngb-Regulation /n vivo.

SUN untersuchte neben der Regulation von Ngb auch, ob Ngb einen protektiven Effekt unter
Hypoxie aufweist. Eine Reduktion der Ngb-Expression mittels antisense-RNA verstarkte in
Zellkultur hypoxiebedingte Schaden, wohingegen diese Schadigungen durch eine verstarkte
Ngb-Expression verringert werden konnten (SUN ET AL. 2001). Im Rattenmodell konnte auch
die Wirkung von Ngb /n vivo nach einem Schlaganfall gezeigt werden. Nach kinstlicher
fokaler Ischemie, wurde bei einer Ratte durch Injektion eines fluoreszenzmarkierten Ngb-
Antisense-Oligonukleotids die Ngb-mRNA inhibiert, um die Translation des Proteins zu
verhindern. Eine zweite Ratte wurde als Kontrolle mit einem fluoreszenzmarkierten Ngb-
Sense Oligonukleotid behandelt. Anschlielend angefertigte Paraffinschnitte der Gehirne
zeigten in der fluoreszenzmikroskopischen Untersuchung in den Gehirnen mit der
inaktivierten Ngb-RNA weit schwerere Schaden als in den Kontroll-Gehirnen (SUN ET AL.
2003). Auch eine adenoviral hervorgerufene Ngb-Uberexpression filhrte zu einer 30%-igen
Reduktion der Schaden durch Ischamie (KHAN ET AL., 2006). Mendoza konnte eine Milderung
der Zellschaden auch an endokrinen Zellen zeigen. Isolierte Zellen der Langerhansschen
Inseln aus Ngb-iiberexprimierenden Mausen zeigten eine erhohte Uberlebensrate, verglichen
mit Wildtypzellen (MENDOZA ET AL., 2005). Ngb ist demnach eine neuroprotektive Funktion

unter O,-Mangel bzw. nach Sauerstoff-Stress wahrend der Reperfusion zuzuweisen.

1.7 Cytoglobin

Cytoglobin wurde gleichzeitig von drei verschiedenen Arbeitsgruppen entdeckt
(BURMESTER ET AL., 2002; TRENT UND HARGROVE, 2002 als Histoglobin; KAWADA ET AL., 2001 als
STAP). Der Name bezieht sich auf die ubiquitdre Expression der mRNA in allen Organen
(BURMESTER ET AL., 2002). Es wird in Fibroblasten, hepatischen Sternzellen, Chondroblasten
und Osteoblasten exprimiert (KAWADA ET AL., 2001; SCHMIDT ET AL., 2004). Die Lokalisation in
diesen nichtneuronalen Zelltypen ist zytoplasmatisch (SCHMIDT ET AL., 2004). Andere
immunhistologische Studien zeigten kontroverse Ergebnisse (GEUENS ET AL., 2003), die jedoch

vermutlich auf artifiziellen Farbungen von Zellkernen beruhen. Desweiteren konnte CyGB in
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einer neuronalen Subpopulation des zentralen und peripheren Nervensystems sowohl im
Zytoplasma als auch im Zellkern nachgewiesen werden (SCHMIDT ET AL., 2004).

Bei Sdugern weist CyGB eine Lange von 190 AS auf und ist beim Menschen auf Chromosom
17, bei der Maus auf Chromosom 11 lokalisiert. Bei Fischen besteht CyGB aus nur 174 AS,
bei Amphibien aus 179 AS, ist damit aber immer noch im Vergleich zu Ngb, Hb und Mb
relativ verlangert (FUCHS ET AL., 2005, FUCHS ET AL., 2006). Die N-terminale Verlangerung
beruht bei Saugern auf einem Duplikationsereignis der ersten 21 Nukleotide. Die Entstehung
der C-terminalen Verlangerung, die zum lediglich 10 AS langen Exon 4 fihrt, ist ungeklart
und fehlt bei Fischen und Amphibien komplett (BURMESTER ET AL., 2002, FUCHS ET AL., 2005,
FUCHS ET AL., 2006). Cytoglobin gehért zu den hexakoordinierten Globinen. (BURMESTER ET AL.,
2002, TRENT UND HARGROVE, 2002). Die fur die reversible Bindung des Sauerstoffs bzw. die
Globin-Ham-Bindung wichtige proximale HisF8-Position, die distale HisE7-Position und die
PheCD1-Position sind wie bei den anderen Globinen vorhanden.

Die Arbeitsgruppe von KAWADA entdeckte CyGB in den Sternzellen von fibrotischer
Rattenleber und benannten es ,stellate cell activation-associated protein“ (STAP) (KAWADA ET
AL., 2001). Auf Proteinebene wiesen sie wahrend der Fibrotisierung der Sternzellen neben
einer erhéhten Expression von CyGB auch eine Erhéhung fur den PDGF-Rezeptor-, N-CAM
und a-Actin nach. Durch diesen Zusammenhang vermuteten sie, dass CyGB wahrend der
fibrogenen Umwandlung der Sternzellen zu myofibroblasten-ahnlichen Zellen eine wichtige
Rolle zukommt (PARADIS ET AL., 2001). Der Nachweis einer Peroxidase-Aktivitat des Proteins
lieR eine Schutzfunktion flr Sternzellen gegen auftretende Peroxide wahrend der
Fibrotisierung annehmen.

Mehrere Arbeitsgruppen konnten zeigen, dass die Expression von Cygb vermutlich unter der
Kontrolle des Transkriptionsfaktors “Hypoxie-induzierter Faktor 1“ (HIF-1) steht und somit
Hypoxie-induziert ist (FORDEL ET AL., 2004; WYSTUB ET AL., 2004; MAMMEN ET AL., 2006; FORDEL
ET AL., 2007b). Sauerstoffkonzentrationen von 9% fir eine Dauer von 44 Stunden fuhrte bei
Ratten in Herz und Leber zu einer Expressionserhéhung im Vergleich zu einer normoxischen
Kontrollgruppe um etwa 250% (SCHMIDT ET AL., 2004). FORDEL konnte, nachdem Mause fur
48 Stunden bei 12% Sauerstoffgehalt gehalten wurden, einen Zuwachs an Cygb mRNA von
annghernd 300% im Muskel und 550% in der Leber messen (FORDEL ET AL., 2004). Im
Maushirn UGberstieg der mRNA-Anstieg auch nach einer Woche bei 10% O, nicht die 80%
(FORDEL ET AL., 2004). Li konnte unter Mittel- und Langzeit-Hypoxie keine signifikante
Expressionsteigerung von Cygb im Rattengehirn nachweisen (LI ET AL., 2006). /n vitro
wiederum zeigte die Zelllinie neuronaler Abstammung HN33 nach 48 Stunden bei 1%

Sauerstoff eine 500%-igen Anstieg der mRNA-Expression (FORDEL ET AL., 2004). Versuche mit
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Ischemie und Reperfusion fihrten zu keiner wesentlichen Steigerung der Cygb mRNA-
Expression (EIGENE ARBEITSGRUPPE UNPUBL.). Die Annahme einer hypoxieinduzierbaren
Regulation von Cygb wird durch den Nachweis zweier HREs im 5'-Bereich und zwei im 3'-

Bereich des Gens gestutzt (WyYSTUB ET AL., 2004).

1.8 Ngb und Cygh: Mdgliche Funktionen

Obwohl die beiden Globine Ngb und Cygb nun etwa seit einem Jahrzehnt erforscht
werden, sind die definitiven physiologischen Funktionen unbekannt und mehrere Hypothesen

kommen in Betracht:

1) 0O.-Speichermolekul oder intrazelluldres O,-Transportmolekul
Ahnlich dem Myoglobin im Muskel kénnten Ngb und Cygb als O,-Speicher fungieren und
zusatzlich den O,-Transport von der Zellmembran zu den Mitochondrien erleichtern

(WITTENBERG AND WITTENBERG, 1987; WITTENBERG AND WITTENBERG, 2003).

2) Sensorprotein

Hexakoordinierte Globine kénnen bei der Ligandenbindung grolkere
Tertidrstrukturdnderungen eingehen, was ein Signal in einer Signaltransduktionskaskade
darstellen konnte. Eine Konformationsanderung dieser Art wurde am Beispiel des
Reishdmoglobins riceHB1 beobachtet (HARGROVE ET AL., 2000; KRIEGL ET AL., 2002). Bei
Archaeglobinen und Bakterienglobinen wurde dieser Vorgang schon beschrieben (FREITAS ET

AL., 2004; HOU ET AL., 2001).

3) NO-Dioxygenasen

Die beiden Proteine konnten als NO-Dioxygenase 4&hnlich den bakteriellen
Flavohamoglobinen schadliches NO in harmloses Nitrat (NO3;") umwandeln (HAUSLADEN ET AL.,
2001; KUNDU ET AL., 2003). Vergleichbar wurde dieser Vorgang fur Myoglobin an Myoglobin-

Knockout-Mausen beschrieben (FLOGEL ET AL., 2001)
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4) Detoxifizierung von ROS und RNS

Ngb und Cygb kdnnten bei der Entgiftung von reaktiven Sauerstoff- und Stickstoffspezies
eine Rolle spielen, wie sie beispielsweise nach Ischamie/Reperfusion vermehrt anfallen
(HEROLD ET AL., 2004). Auch dem Myoglobin wird diesbezlglich eine Schutzfunktion
zugeschrieben (FLOGEL ET AL., 2004).

Cell survival

DT @

% - 4y

2 NADH/H' +0 2 H,0 + 2 NAD"

Abbildung 1-7 Mdégliche Funktionen intrazellularer Globine.

1) O,-Transport zu den Mitochondrien, 2) O,-Sensor, 3) Entgiftung von NO und 4) ROS, 5) O,-
Lieferant fur enzymatische Reaktionen, 6) Regeneration von NAD+, 7) Einfluss auf die
Signaltransduktion der G-Proteine, 8) Apoptoseschutz durch die Reduktion von Cytochrom-c.
Verandert nach HANKELN ET AL., 2004; BURMESTER & HANKELN, 2009.

5) O,-Lieferant fur enzymatische Prozesse

Molekularer Sauerstoff wird in der Zelle fur viele enzymatische Reaktionen bendtigt. Hierfur
konnten Ngb und Cygb mit ihren O,-Bindungsfahigkeiten als O,-Lieferant fungieren.
Beispiele sind die NO-Synthase, die molekularen O, zur Bildung von NO bendtigt oder die
Prolyl-4-Hydroxylase. Sie bendétigt bei der Kollagenbildung grolRere Mengen an O, flr die
posttranslationale Modifizierung von Kollagen und HIF-1a (LEONE ET AL., 1991; PIHLAJANIEMI ET
AL., 1991).
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6) NADH-Oxidase

Fir Hamoglobine in nicht-symbiotisch lebenden Pflanzen konnte gezeigt werden, dass diese
Globine bei Hypoxie als terminale Oxidasen die Regenerierung von NAD® Ubernehmen
konnen. Dadurch halten sie die glykolytische ATP-Gewinnung in Gang (SOwA ET AL., 1998),
was fir einige Bakterienglobine seit den Neunzigern bekannt ist (DIKSHIT ET AL., 1992;
ERMLER ET AL., 1995). Dies korreliert mit dem von Sawal fir Cygb beschriebenen

Redoxpotential im Bereich des Cytochroms bs (SAWAI ET AL., 2003).

7) G-Protein-vermittelte Signaltransduktion

WAKASUGI postuliert einen mdglichen Einfluss von Ngb auf die Signaltransduktion der G-
Proteine: durch die Assoziation von oxidiertem Met-Ngb /n7 vitro mit der GDP-bindenden Form
der a-Untereinheit von heterotrimeren G-Proteinen kommt es zur Freisetzung der By-
Untereinheiten (WAKASUGI ET AL., 2003; WAKASUGI AND MORISHIMA, 2005; WATANABE AND

WAKASUGI, 2008). Eine derartige Interaktion /7 vivo ist bisher noch nicht bewiesen.

8) Cytochrom-C und Apoptosehemmer

Ngb kann /n vitro das mitochondriale Cyt ¢ effektiv reduzieren. Dieser Elekronentransfer
konnte Cyt c, das von Mitochondrien in stoffwechselaktiven oder unter oxidativem Stress
stehenden Zellen freigesetzt wird, reduzieren. Eine Bildung des Apoptosoms ist zumindest /n
vitro nur durch oxidiertes Cyt ¢ moéglich (PAN ET AL., 1999), und so kénnte die Reduktion des
Fe** Cyt ¢ durch Fe*" Ngb die ungewollte Auslésung des mitochondrialen Apoptose-Weges
verhindern und die protektive Eigenschaft von Ngb erklaren (FAGO ET AL., 2006;

RAYCHAUDHURI ET AL., 2010).
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1.9 Die Entstehung von Reaktiven Sauerstoff- und Stickstoffspezies (ROS/NOS)

Zur Energiegewinnung aerober Organismen wird molekularer Sauerstoff als finaler
Elektronenakzeptor in der Atmungskette benétigt. Als Nebenprodukt entstehen dabei
reaktive Sauerstoffspezies (ROS). Hierunter fallen Superoxid (0,™), Wasserstoffperoxid
(H20;) und Hydroxylradikale (OH"). In niedriger Konzentration bernehmen die ROS die
Aufgabe eines sekundaren Botenstoffs, der in der Zelle die Aktivitdit von Phosphatasen,
Kinasen, Transkriptionsfaktoren und Rezeptoren reguliert und auch Einfluss auf die zellulare
Homoostase nimmt. (Droge, 2002; VALKO ET AL., 2007). Desweiteren werden dartber
Genexpression, Zellwachstum und Apoptose gesteuert (MARTINDALE AND HOLBROOK, 2002; SEN
AND PACKER, 1996; SUZUKI ET AL., 1999). ROS entsteht permanent in geringem Mal3e in der
Zelle, doch fuhren meist exogene Einfliisse wie Nikotin, ultraviolettes Licht (UV-A, UV-B) und
andere Umweltgifte zu hohen Konzentrationen, die dann zytotoxische Auswirkungen haben
(CHURCH UND PRYOR, 1985; RILEY, 1994; MASAKI ET AL., 1995; SHEN ET AL., 1996). Viele
Erkrankungen wie Krebs, Parkinson, Alzheimer, ALS und Diabetes werden mit hohen ROS-
Konzentrationen assoziiert (ZHANG ET AL., 1999; HUANG ET AL., 2004; NIEDOWICZ UND DALEKE,
2005). Auch der Prozess der Zellalterung wird mit ROS in Verbindung gebracht (HARMAN,
1956).

Uber die Mengen an ROS, die wahrend des Stoffwechsels entstehen gibt es vielfaltige
Angaben. BOVERIS UND CHANCE, (1973), gehen davon aus, dass etwa 1-2% des verbrauchten
0O, zu O, statt zu H,0 reduziert werden. KOWALTOWSKI UND VERCESI,(1999) publizierten, dass
1-6% des O, infolge unvollstandiger Reduktion zu O, umgewandelt wirden. Einigkeit
besteht darin, dass mit etwa 92% der freien Radikale die Mitochondrien den
Hauptentstehungsort darstellen, gleichzeitig aber auch am ehesten von diesen geschéadigt
werden koénnen (ANTON ET AL., 2005, CADENAS, 2004; GENOVA ET AL., 2004). Die Bildung von
0," geschieht in der Atmungskette der Mitochondrien an Komplex | und Il (BOVERIS ET AL.,
1976).

Ein pathologischer Zustand des Organismus, in dem vermehrt ROS entsteht, ist z.B. der nach
einer Reoxygenierung von Gewebe. Dies kann bei Ischamie, die meist mit einer
Unterversorgung an Sauerstoff einhergeht, der Fall sein (CHAN, 1996; LEI ET AL., 1997).

Ein Beispiel fur die Entstehung von ROS durch zellulare, oxidative Enzyme ist die Xanthin-
Oxidase/Dehydrogenase (BARBER ET AL., 2006). Sie Kkatalysiert die Endschritte des
Purinkatabolismus. Die Oxidase-lsoform des Enzyms Ubertrdgt bei der Oxidation von
Hypoxanthin und Xanthin die erhaltenen Elektronen auf O, und bildet dadurch O,™ und H,0,

(HILLE UND NISHINO, 1995). Weitere Enzyme, die zur Bildung von Hyperoxid beitragen
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koénnen, sind die Aldehyd-Oxidase, Dihydroorotat-Dehydrogenase und verschiedene Flavin-
Dehydrogenasen (BABIOR, 1978). Zur experimentellen Erzeugung erhohter Hyperoxidmengen
in vivo kann man sich des Herbizids Paraquat bedienen. Der Elektonendonator Paraquat
entreilt z.B. dem Photosystem | ein Elektron und wird dadurch zum Paraguat-Radikal. Dieses
gibt sein Uberschissiges e an ein O,-Molekil ab, wodurch Hyperoxid entsteht. O, kann
spontan oder von SOD (Superoxid-Dismutase) katalysiert zu H,O, und O, dismutieren
(BOVERIS UND CHANCE, 1973; HALLIWELL, 1992). H,0, ist selbst nur wenig reaktiv, kann aber in
der sogenannten Fenton-Reaktion durch eine weitere Reduktion an freien, reduzierten Eisen-
und Kupferionen (Fe?* und Cu'™) zu Hydroxydionen (OH") und hochreaktivem OH" reduziert

werden (KARIHTALA UND SOINI, 2007).
Molekularer Sauerstoff O,

e Paraquat
Hyperoxid O.Z-
e+2H" SOD

Wasserstoffperoxid H,0O, Sinlaes » 2H,0+0,

Fe™
Fenton-Reaktion D Gpx 2 H,0+GSSG
o /
2 GSH

Hydroxylradikal QH *

Zellschadigung

Abbildung 1-8 Entstehung reaktiver oxigener Spezies

Das Paraquat-Radikal gibt sein Uberschissiges e an ein O,-Molekil ab, wodurch Hyperoxid entsteht,
das chemisch sehr reaktiv und zerstorerisch auf ungesattigte Fettsduren reagiert. SOD kann das
Hyperoxid spontan zu H,0, und O, dismutieren. H,0, ist selbst nur wenig reaktiv, kann aber in der
sogenannten Fenton-Reaktion durch eine weitere Reduktion an freien, reduzierten Eisen- oder
Kupferionen (Fe** und Cu'*) zu hochreaktivem OH" reduziert werden, was wiederum eine starke
Zelltoxizitat aufweist.

Der durch freie Radikale verursachte oxidative Stress wird unter normalen physiologischen
Bedingungen durch endogene Schutzmechanismen entscharft. Der Organismus verflgt
hierfur Uber spezielle Schutzenzyme. Die Gruppe der Superoxid-Dismutasen (SOD) katalysiert

die Dismutation von O,” zu H,0, und O,. Fir diese Reaktion gibt es keine alternativen
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Enzyme. Zur Gruppe der SOD gehéren die zytoplasmatische Kuper-Zink-SOD
(CuznSOD/S0OD1), die mitochondriale Mangan-SOD (MnSOD/SOD2) sowie die Extrazellulare
SOD (ESOD/SOD3) (BARONDEAU ET AL., 2004; BORGSTAHL ET AL., 1992; MCCORD ET AL., 1988;
KARIHTALA ET AL., 2007; TAINER ET AL., 1988).

Die schnelle Umwandlung von H,O, ist enorm wichtig, da dieses sonst mit reduzierten
Metall-lonen (u.a. Fe, Cu, Co, Ni) reagieren und es somit zur Bildung von hochtoxischen
Hydroxylradikalen kommen kann. Eben diese Fenton-Reaktion ist fir die gréte Menge an
zellularen Hydroxylradikalen verantwortlich (KARIHTALA UND SOINI, 2007). In der Zelle frei
vorliegende Metalle werden zudem durch die Proteine Transferrin, Albumin, Lactoferrin und
Ferritin gebunden, wodurch diese nicht mehr als Katalysatoren fir die Fenton-Reaktion
(siehe Abbildung 1-8) zur Verfigung stehen (HALLIWELL UND GUTTERIDGE, 1990; C0zzI ET AL.,
2000; ORINO UND WATANABE, 2007).

Das entstandene H,0O, kann durch die Katalase, Glutathion-Peroxidase oder Peroxiredoxine
zu Wasser umgewandelt und somit entsorgt werden. Katalasen, die hauptsachlich in
Peroxisomen vorkommen, dismutieren 2H,0, zu 2H,0 und O,. Die Enzyme werden in drei
Gruppen aufgeteilt, je nachdem ob sie Ham-Gruppen enthalten oder Mangan-haltige
Katalasen sind (CHELIKANI ET AL., 2004; BOON ET AL., 2007; LOoEw 1900).
Glutathion-Peroxidasen (GPX) katalysieren die Reduktion von H,0, zu H,O bei gleichzeitiger
Oxidation von monomerem Glutathion (GSH) zu dimerem Glutathion-Disulfid (GS-SG)
(MULLER ET AL., 2007; RAN ET AL., 2007; MILLS ET AL., 1957). Peroxiredoxine (Prxs), auch
Thioredoxin-Peroxidasen genannt, reduzieren H,O, unter Oxidation eines im
Reaktionszentrum liegenden Cysteins (RHEE ET AL., 2005; CLAIBORNE ET AL., 1999).
Nichtenzymatische Komponenten mit antioxidativem Charakter sind Vitamin E und C,
Karotine, Glutathion, Harnsdure, Taurin und Flavonoide. Entweder dienen diese Stoffe als
Kofaktoren fur die oben genannten Enzyme oder sie interagieren direkt mit den ROS
(SARDESAI, 1995; CALABRESE UND CANADA, 1989; BRIGELIUS-FLOHE, 1999; DROGE, 2002; FREITAS
ET AL., 2002; KARIHTALA UND SOINI, 2007). Ein Beispiel fur die direkte Interaktion ist Vitamin C,
welches unter Reduktion der freien Radikalen zu Dehydroascorbinsaure oxidiert wird (STRYER
ET AL., 2003).
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1.10 Entwicklung des Nervensystems in Saugetieren am Beispiel von Maus und

Ratte

Die Gastrulation (von griech.: gaster, Magen) beginnt, wenn der Embryo aus etwa
1000 Zellen besteht. In ihrem Verlauf werden drei Zellschichten gebildet. Die durch
Einstilpung entstandene innere Auskleidung der priméaren Leibeshéhle ist das Entoderm, aus
dem spater der Verdauungstrakt entsteht. Dariber liegt das Mesoderm, von dem sich das
Blugefalsystem, das Skelett, die Exkretionsorgane, wie die Niere, das Gonadensoma und die
Muskeln ableitet. Die abschlieende Schicht, das Ektoderm, bildet alle Epidermiszellen und
ihre Derivate aus. Der axiale Bereich des Ektoderms, das Neuroektoderm, bildet das
Nervensystem.
Das Neuroektoderm entsteht im Zuge der neuralen Induktion, bei der das Mesoderm mit
Hilfe molekularer Signale in Wechselwirkung mit dem Ektoderm tritt. In jenen Zellen des
Ektoderms, die von den molekularen Signalen erreicht werden, wird eine neurale
Determinierung ausgeltst. Bei der Embryonalentwicklung der Maus bildet sich aus dem
Neuroektoderm am Embryonaltag 8 die Neuralplatte (BUSE ET AL., 1991). Die Krimmung der
Neuralfalte wird im Zuge der Determinierung verstarkt, bis die Neuralwiilste Kontakt

miteinander aufnehmen, zur Neuralleiste fusionieren und abgeschnirt werden.

Epidermis

T Ektoderm Neuralfalte Neuralwulst

Neuralplatte

1 Mesoderm

Abbildung 1-9 Die Primare Neurulation

Zu Beginn der Neurulation wélbt sich die Neuralplatte ein. Durch die Invagination entsteht die
Neuralfalte mit den beiden Neuralwilsten (dunkelblau). Im Zuge starkerer Einfaltung beriihren sich
die gegenuberliegenden Neuralwiilste und verschmelzen zur Neuralleiste. Die Epidermis schlie3t sich
dartber. Die Neuralfalte bildet das Neuralrohr, aus dem das zentrale Nervensystem (ZNS) entsteht. In
der Folgezeit wandern die Zellen der Neuralleiste ab, aus ihnen entsteht das periphare Nervensystem
(PNS). Gut zu erkennen ist, dass sowohl die Epidermis (gelb), wie auch alle neuronalen Zellen (blau),
aus der gleichen Zellschicht, dem Ektoderm, entstehen. Das unter dem Neuralrohr gelegene
Notochord (Chorda dorsalis) wird vom Mesoderm gebildet. Verandert nach 2006 ELSEVIER, INC.
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Die Neuralfalte bildet nun das Neuralrohr. Bis zum Embryonaltag 9,5 ist dieser Vorgang
abgeschlossen. Die Neuralleistenzellen wandern aus und bilden das periphere Nervensystem
(PNS). Sie sind Vorlauferzellen verschiedener Komponenten des Nervensystems, wie z.B. die
sensorischen Ganglien der spinalen und cranialen Nerven, wie auch der Schwannschen
Zellen, Neuroglia, die im peripheren Nervensystem die Nerven umschlieBen und die
Geschwindigkeit der Reizweiterleitung erhéhen (RICE ET AL., 2000).

Das Neuralrohr hingegen bildet in der weiteren Entwicklung das zentrale Nervensystem
(ZNS) aus.

Entlang der anterior-posterior Achse gliedert sich das Neuralrohr friih in vier Bereiche auf.
Anterior entsteht das Prosencephalon, das Vorderhirn, wahrend sich der posteriore Teil in
das Mesencephalon, das Mittelhirn und das Rhombencephalon, das Rautenhirn, unterteilt,
welches in das Ruckenmark auslauft (KAUFMAN ET AL., 1999).

In der weiteren Entwicklung untergliedert sich das Prosencephalon in das embryonale
Telencephalon (Endhirn), das die Anlagen des cerebralen Kortex, des Hippocampus und der
Basalganglien enthalt, und das embryonale Diencephalon (Zwischenhirn), das die Anlagen
des Thalamus und Hypothalamus enthalt. An das Mesencephalon (Mittelhirn) schlieRen sich
die vom Rhombencephalon abstammenden Gehirnteile Metencephalon (Hinterhirn) und

Myelencephalon (Nachhirn) an.

Telencephalon

Prosencephalon Lv Lv
DV .
Diencephalon
Mesencephalon
\"AY; Metencephalon
Rhombencephalon
\ / Myelencephalon

Rickenmark
Ruckenmark

Abbildung 1-10 Die Entstehung der Hirnregionen

Das Gehirn entsteht am rostralen Pol des Embryos. Anfangs ist die Struktur mit drei Blaschen zu
vergleichen, dem Prosencephalon (Vorderhirn), dem Mesencephalon (Mittelhirn) und dem
Rhombencephalon (Rautenhirn), das in das Rickenmark auslauft. Spater entstehen aus dem
Prosencephalon das Telencephalon (Endhirn), in dessen Hohlraum die beiden Lateralventrikel (LV)
liegen und das Diencephalon (Zwischenhirn), in dem der Dritte Ventrikel (DV) lokalisiert ist. Das
Rhombencephalon gliedert sich auf in das Metencephalon (Hinterhirn) mit dem Vierten Ventrikel (VV)
und das Myelencephalon (Nachhirn). Verandert nach PURVES ET AL., 1997.
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Der sich posterior davon erstreckende Teil des Neuralrohres bildet das Rickenmark (PURVES
ET AL., 1997). Die weitere Hirnentwicklung wird in Abbildung 1-11 beispielhaft an der
Entwicklung der Ratte dargestellt. Die Zeit von der Befruchtung bis zur Geburt dauert bei der
Ratte 21-22 Tage (bei der Maus 20-21 Tage). Die Ausbildung der Neuralfalte beginnt bei der
Ratte mit dem Tag 8 und ist bis Tag 11 abgeschlossen (PURVES ET AL., 1997).

Vor Beginn der Neurogenese beginnt um Tag neun die Gliogenese, die Uber die gesamte Zeit
der Neurogenese fortlauft. Hierbei werden Gliazellen aus Glioblasten in der Keimzone des
ZNS gebildet. Glioblasten und Neuroblasten entstammen beide dem Neuroektoderm. Die
erste Generation von Gliazellen stellen die Radialgliazellen dar. Sie bilden ab PC15 (Post
Conception) mit ihren Fortsatzen Leitschienen, entlang derer die neu gebildeten Neurone
und Gliazellen in ihr Zielgebiet wandern. Hierbei verlauft ein kurzer Fortsatz vom Zellkérper
zum Ventrikelrand, wahrend der andere, langere Fortsatz zur pialen Oberflache zieht (RAKIC,
1972; MISSON ET AL., 1988). Erst Postnatal, am Ende der zweiten Woche bildet sich das
Gerist der Radialgliazellen zurick und diese wandeln sich zu multipolaren Astrozyten um
(LEVINE UND GOLDMAN; 1988; ZERLIN ET AL., 1995; G6tz und Huttner, 2005). Die Initiation der
Neurogenese im sich entwickelnden Hirn findet von caudal nach rostral statt. Es beginnt mit
dem Riuckenmark und den Teilen des Hinterhirns, wie dem Myelencephalon und dem
Metencephalon, das aus der Pons, einem Teil des spateren Stammhirns und Cerebellum, das
fur die spatere Motorik und das Erlernen von Bewegungsablaufen verantwortlich ist, besteht.
Erst danach folgen das Mesencephalon und das Diencephalon mit dem Thalamus und dem
Hypothalamus. Der Hypothalamus, der im Bereich des zukiinftigen Zwischenhirns liegt, ist
erstmals am Tag PC12,5 sichtbar. Er entsteht durch die Aufspaltung des Diencephalons in
den Hypothalamus, den Epithalamus und den Thalamus, der den grofiten Teil des
Zwischenhirns bildet und eine starke Verbindung zur GroBhirnrinde (Kortex) aufweist
(KAUFMAN ET AL., 1999). An den Tagen PC14-15 kommt es zum Einwachsen der Axone in die
Eminentia medina (E.m.), sie gilt als wichtigste Nahtstelle zwischen dem Nerven- und
Hormonsystem. Morphologisch sind der Hypotalamus und die E.m. in der dritten postnatalen
Woche komplett (FISHER ET AL., 1976). Das Telencephalon ist in der Entwicklung die letzte der
Hirnregionen, die ausgebildet wird. Es umfasst die cerebralen Strukturen wie Basalganglien,
die Amygdala, die fur Angst und Einschatzung von Situationen bendtigt wird und den
cerebralen Kortex. Er enthélt den Neokortex, das Limbische System, die hippocampalen
Regionen sowie den Riechkolben (bulbus olfactorius). Am Tag PC15 beginnt die Bildung des

Neokortex, des stammesgeschichtlich jliingsten Teils des Kortex.
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Abbildung 1-11 Die Hirnentwicklung der Ratte im zeitlichen Verlauf

Dargestellt ist der Zeitraum vom Tag der Befruchtung (PCO) bis zum Tag 20 nach der Geburt (PB20).
Die Neurogenese beginnt nach der Bildung der Neuralfalte mit dem Rickenmark, der Medulla und der
Pons. Die Ausbildung des Cerebellums, des Bulbus olfactorius und Teilen des Hippocampus dauern bis
weit in das jungadulte Stadium hinein. Die Gliogenese beginnt zeitgleich zur Neurogenese, doch sind
zu Beginn lediglich Radialgliazellen vorhanden. Der exponentielle Zuwachs von Astrozyten,
Oligodendrozyten und Ependymzellen findet hauptsachlich zwischen PC17 und PB7 statt. Verandert
nach BAYER ET AL., 1993.

Ihm gegeniber stehen dltere Hirnareale wie z.B. der Hippocampus, der zum Bereich des
Archikortex gezahlt wird, dessen Bereiche 1-3 des Ammonshorns in der Neurogenese
zeitgleich angelegt werden. Der Gyrus dentatus des Hippocampus folgt drei Tage spater.

Die Neurogenese im Cerebellum, im Gyrus dentatus des Hippocampus sowie im Bulbus
olfactorius erstreckt sich weit in die Zeit nach der Geburt, partiell bis zum adulten Tier
(GOULD ET AL,. 1999; KORNACK ET AL., 2001)

Die Migration der Neuronen findet schon wahrend der Neurogenese entlang der
Radialgliazellen statt und ist jeweils nach wenigen Tagen beendet. Der Prozess der
Differenzierung startet dagegen erst nach einer kurzen Ruhephase (BAYER ET AL., 1993).

Ab PC17 werden in der Subventrikularzone (SVZ) Astrozyten gebildet. Der grofite
exponentielle Zuwachs findet hierbei postnatal bis zum Ende der ersten Woche statt. Nach
dem Auswandern aus er SVZ bilden sie nach ihrer Ausdifferenzierung das Zellgeriist der
Grauen Substanz (SKOFF, 1990; GRESSENS ET AL., 1992; LEVISON ET AL., 1993).

Die Synaptogenese, die fir die Verschaltung der Neuronen und deren Aktivitat
Voraussetzung ist, beginnt ab dem Tag PC18 im Bereich des Mittelhirns, in der Substantia
nigra. Der groRte Anteil der Synapsen wird erst nach der Geburt ausgebildet (LAUDER ET AL.,
1975; SUTOR ET AL., 1995; SWANN ET AL., 1990). Die Myelinogenese startet bei der Ratte erst

nach der Geburt und dauert wie die Synaptogenese und Gliogenese bis weit in das
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Jungadult-Stadium hinein. Gliazellen behalten auch nach der Ausdifferenzierung ihre
Teilungsfahigkeit und proliferieren nach Erreichen ihrer Zielgebiete weiter. Die Folge ist eine
starke postnatale Zellvermehrung (SKOFF ET AL., 1994; ZERLIN UND GOLDMAN, 1997). In
spezifischen Regionen des ZNS, wie der ventrikularen Subependymalzone und der
subgranularen Zone des Hippocampus verbleiben spezifische Astroglia auch im postnatalen
und adulten Hirn als sich langsam teilende neuronale Stammzellen (Alvarez-Buylla et al.,
2001; DOETSCH, 2003; DOETSCH ET AL., 1999; SERI ET AL., 2001; SERI ET AL., 2004)

Verglichen mit der neuronalen Entwicklung eines menschlichen Foétus kommt die Ratte
verfriht auf die Welt. Stellt man die neunmonatige Entwicklungszeit des menschlichen Fotus
dem der Ratte gegenuber, so verlangert sich dieser Zeitraum bis zur dritten Woche nach der
Geburt (BAYER ET AL., 1993).
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1.11 Krebs und Tumorgenese

Ein Gewebe besteht aus einem Zellverband differenzierter Zellen, die mit ahnlichen
Eigenschaften eine gemeinsame Funktion erflillen. Hierbei sind die Proliferation und der
Metabolismus der einzelnen Zellen meist auf ihre benachbarten Zellen gleichen Zelltyps
abgestimmt. Teilt sich eine einzelne Zelle ungehemmt weiter und unterliegt sie nicht mehr
den Regeln des sie umgebenden Gewebes, so spricht man bei dem entstehenden
Zellklumpen von einem Tumor. Bleiben diese in ihrer Zahl wachsenden entarteten Zellen in
einem kompakten Zellverband an ihrem Ursprungsort, so ist es ein benigner Tumor. Dieser
kann meist, wenn er bei der Entdeckung noch keinen mechanischen Schaden verursacht hat,
komplett entfernt und der Patient geheilt werden.

Beginnt dieser Zellverband Zellen zu streuen, die nun im ganzen Korper neue Tumore bilden
kénnen, so handelt es sich um einen malignen Tumor (Krebs). Diese Zellen verfliigen nicht
nur Uber eine unbegrenzte Teilungsfahigkeit, sie verandern auch ihre Zelloberfliche und
extrazellulare Matrix, sodass sie sich von ihren Nachbarzellen l6sen, sich vom Primartumor
trennen und in andere Gewebe eindringen konnen. Bei den dort entstehenden
Sekundartumoren handelt es sich um Metastasen, die meist schwer zu lokalisieren sind und
nur noch durch energiereiche Strahlung oder durch chemische Behandlung (Chemotherapie)
einzudammen sind. Bei den chemischen Substanzen handelt es sich meist um starke,
zellteilungshemmende Wirkstoffe, deren Wirkung mit einer groRen Schadigung des
umliegenden Gewebes einhergeht.

Krebs kann ohne &aufleren Einfluss spontan entstehen, aber auch durch chemische,
physikalische und biologische Umwelteinfllisse induziert werden. Nach heutigem Wissen wird
die maligne Transformation vor allem durch Punktmutationen in den Protoonkogenen,
Tumorsuppressorgenen und DNA-Reparaturgenen ausgeldst (WEINBERG, 1996). Die meisten
Protoonkogen-kodierten Proteine spielen wichtige Rollen in der Signaltransduktion, der
Wachstumskontrolle und dem Zellzyklus normaler Zellen. Eine Mutation in diesen Genen
fuhrt zur Enstehung von Onkogenen. Onkogene kodieren Proteine, die fiir den Verlust der
Wachstumskontrolle und die Umwandlung normaler Zellen in maligne Zellen verantwortlich
sind. Die Transformation einer normalen Zelle in eine Krebszelle ist haufig zusatzlich noch
mit dem Funktionsverlust einer oder mehrerer Tumor-Suppressorgene verbunden. Tumor-
Suppressorgene kodieren fir Proteine, die das Zellwachstum einschréanken und verhindern,
dass die Zelle in einen malignen Zustand Ubergeht. Zu dieser Gruppe gehoren

Transkriptionsfaktoren und Regulatoren des Zellzyklus und der Signalwege.
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Die von humanen Tumorarten schrittweise durch Mutationen erworbenen Eigenschaften
werden in Abbildung 1-12 zusammengefasst. Charakteristisch fir den Prozess der
Transformation ist die Wachstumsfaktor-unabhéangige Proliferation bzw. die verminderte
Sensitivitat gegenlUber wachstumsinhibierenden Signalen. Keine normale Zelle kann in
Abwesenheit von Wachstumsfaktoren proliferieren. Eine Krebszelle aber ist weitestgehend
autark in Bezug auf exogene Stimuli. Auch Apoptose, induziert durch interne als auch durch
externe Signale, wird in einer transformierten Zelle unterbunden. Die Apoptose verhindert
unter anderem, dass Zellen mit einem irreparablen genetischen Schaden weiterhin
proliferieren. Wird dieser programmierte Zelltod nun unterbunden, teilen sich die malignen
Zellen ungehemmt weiter. Die Folge ist eine lokale Sauerstoff-Unterversorgung des
Gewebes. In soliden Tumoren existieren heterogen verteilte Regionen, in denen der O,-
Partialdruck chronisch an null heranreicht, wobei sie in direkter Nachbarschaft zu normal
versorgtem Gewebe vorkommen (HOCKEL AND VAUPEL, 2001).

Ein Weg proliferierender Krebszellen, die Versorgung mit Sauerstoff und Nahrstoffen zu
gewdhrleisten, ist die Angioneogenese. Dieser Vorgang ist sehr wichtig, um die

anwachsenden Zellmassen zu versorgen.

Unabhangigkeit von
externen Wachstumssignalen

Umgehung von 4

; Resistenz gegen
Apoptose £

wachstumsinhibitorender
Signale

Gewebeinvasion
Bildung von Blutgefalken B und Metastasierung
(Angiogenese) @O

Unbegrenzte
Lebensfahigkeit

Abbildung 1-12 Modell zur Tumorgenese
Verandert nach HANAHAN UND WEINBERG, 2000

Dabei ist 1953 erstmals beschrieben worden, dass die Sauerstoffversorgung des Gewebes
auch Auswirkungen auf den Erfolg einer Bestrahlungstherapie hat (GRAY ET AL., 1953).
Hierbei hat eine O,-Unterversorgung nicht nur negative Auswirkungen auf weitere

Therapien, zum Beispiel mit Zytostatika, wie Cyclophosphamid und Carboplatin (TEICHER ET
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AL, 1990; LITTLEWOOD ET AL., 2001). Sie spielt auch eine ausschlaggebende Rolle in der
Ausbildung der Malignitat (VAUPEL ET AL., 1991; HOCKEL ET AL., 1991). Mit Hilfe einer
Sauerstoffelektrode kann tber den pO,-Wert einer Tumorzelle eine Charakterisierung der
Tumorhypoxie und eine Einschatzung der klinischen Relevanz vorgenommen werden. Hierbei
gelten Regionen mit pO,-Werten unter 2,5mmHg in menschlichen soliden Tumoren als
hypoxisch und maligne, wobei in gesundem Gewebe die kritische Grenze des
Sauerstoffpartialdrucks mit 45-50mmHg angegeben wird (VAUPEL ET AL., 2001; HOCKEL AND
VAUPEL, 2001). Untersuchungen der Gewebeoxygenierung in Korrelation zu ihrem
Hamoglobinwert an Patienten mit Plattenepithelkarzinomen und Kopf-Hals-Tumoren zeigten,
dal Tumorgewebe bei starker Anamie (<11g/dl Hb) anfallig fir Hypoxie ist. Der pO,-Wert
lag bei milder Andmie bzw. gesundem Gewebe bei 13-15mmHg, wahrend stark anamische
Bereiche nur einen pO,-Wert von 5mmHg aufwiesen. Zum Vergleich gemessenes
Muskelgewebe zeigte keine Schwankungen im pO,-Wert. Dies wird darauf zurtickgefihrt,
dass die schwache Vaskularisierung in malignem Tumorgewebe den O,-Mangel nicht durch
verminderten, vaskularen Widerstand und dadurch erhohten BlutfluB kompensieren kann
(BECKER ET AL., 2000; VAUPEL ET AL., 2003).

Hypoxie kann sich auf Tumorgewebe in zwei Art und Weisen auswirken. Der O,-Mangel kann
zu unkontrolliertem Wachstum oder aber zur Verlangsamung der Proliferation bzw. zur
Apoptose und Nekrose filhren. Der Mangel kann aber auch als Faktor fir hypoxieinduzierte
Veranderungen am Proteom und Genom dienen, der zur Ausbildung einer malignen
Progression und erhdhten Resistenz gegen Betrahlungs- und Chemotherapien fuhrt (HOCKEL
ET AL., 2001; VAUPEL ET AL., 2001). Schon Hypoxiephasen von 6-8h kénnen zu abweichender
Genexpression sowie posttranskriptionellen und posttranlationalen Veréanderungen im
Tumorzellproteom fuhren (VAUPEL ET AL., 2002; HOCKEL ET AL., 2001; HOCKEL AND VAUPEL,
2001). Hypoxie kann auch das Verharren des Zellzyklus am G1/S Punkt bewirken. Hierflr
wird eine durch HIF-lalpha-vermittelte Aktivierung der Zyklin-abhéngigen Kinaseinhibitoren
p21 und p27 veranwortlich gemacht (GobA ET AL., 2003). Dieser Weg ist unabhangig von
p53, das sich unter Hypoxie anreichert und seinerseits eine Apoptoseinduktion Uber Apaf-1
und die Kaspase-9 einleitet (SOENGAS ET AL., 1999). Auch p53-unabhéngig kann Apoptose von
Mitgliedern der BLC-2-Protein-Familie vermittelt werden. Diese unterschiedlichen
Auswirkungen sind ein Grund fir Beobachtungen wie spéateres Wiederauftreten des Tumors,
schlummernde Mikrometastasen und reduziertes Wachstum in groRen Tumoren (PREHN ET
AL., 1991; DEMICHELI ET AL., 1994; HOLMGREN ET AL., 1995).

Zusatzlich kann Hypoxie auch zur Ausbreitung des Tumors tber Anpassung an verminderte
Erndhrung, erhohter Proliferation, lokaler Invasion oder auch Metastasenbildung beitragen.
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Ein Schllussel ist hierbei der Transkriptionsfaktor HIF-lalpha, dessen Konzentration mit
sinkendem pO, in der Zelle ansteigt (VAUPEL ET AL., 2002; HOCKEL AND VAUPEL, 2001). Der
Transkriptionsfaktor aktiviert weit Uber 30 Gene, die zum Teil direkt in die O,-Versorgung
involviert sind. So steigert Erythropoitin die Erythrozytenbildung, VEGF (Vascular endothelial
growth factor) fuhrt zur Angiogenese, was beonders wichtig vor dem Hintergrund erscheint,
dass ein Tumor jenseits einem Millimeter Durchmesser, nicht ohne ausreichende
Blutversorgung weiterwachsen kann (FOLKMAN, 1995). Weitere regulatorische Wirkungen von
HIF-1a sind in Abbildung 1-13 dargestellt.

Q—iypoxia)

Growth adaptation Metabolic adaptation
! n .
'| EGF, IGF-2, TGE-f: O sensor Carbonic anhydrase-g: |
Proliferation T :& /,r H* elimination
Call survival T ! T~ o . {pH regulation)
! HIF-1eT

[ GLUT-1/3, glycalytic

Bel-2 family . ps3T: || - \‘: enzymes, adenylate
i . :‘_; 1| kinase-3;
' ! Glucose turnover T

Energy presernvation .

Erythropoietin: VEGF, VEGFR-1:
Hemoglobin level T Angiogenesis T Angiogenesis T
0, transpon capacity T Vasodilation T

Adaptation of supply

Abbildung 1-13 HIF-1a bei der hypoxieinduzierten Tumorprogression.

Die von HIF-1a regulierten Genprodukte spielen eine ausschlaggebende Rolle in der
Tumorentwicklung, seiner Agressivitat und metabolischen Anpassung und tragen wohl auch zur
Therapieresistenz hypoxischer Tumore bei. EGF: Epidermal growth factor; GLUT: Glukose Transporter;
IGF-2: Insulin-like growth factor-2; iNOS: Inducible nitric oxide synthase; TGE-B: Transforming growth
factor-beta; VEGFR-1: VEGF Rezeptor. VEGF (VAUPEL ET AL. 2002)

In normal mit Sauerstoff versorgtem Gewebe wird ein Glukosemolekul tber die Glykolyse zu
Pyruvat verstoffwechselt, was dann tber den Citratzyklus zu einer Energieausbeute von bis
zu 32 ATP aus der Atmungskette per oxidativer Phosphorylierung fuhrt. Hat eine Zelle keinen
ausreichenden Sauerstoff zur Verflgung, kommen sowohl Atmungskette als auch
Citratzyklus schnell zum Erliegen. Die Energiegewinnung lauft nur noch anaerob durch die
Glykolyse ab. Diese kann nur durch die Oxidierung der entstandenen Reduktionsaquivalente
in Form von NADH+H" aufrechterhalten werden. Dies geschieht durch die Vergarung des
Pyruvats zu Laktat. Viele Tumore stellen ihren Stoffwechsel generell auf anaerobe Garung
um, sogar wenn genigend O, verflgbar ist und obgleich die Energieausbeute bei nur 2 ATP

aus einem Molekul Glukose liegt. Dieses Phanomen der ,anaeroben Glykolyse“, bzw.
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Warburg-Effekt, wird als eine Folge maligner Transformation in Verbindung mit onkogenen
Veranderungen angesehen (WARBURG ET AL, 1924, DANG, 2007, DEBERARDINIS, 2008). Hier
konnte Ngb unter anaeroben Bedingungen durch seine Fahigkeit, NADH zu NAD® zu
regenerieren, die intrazellulare ATP-Produktion durch den Glykolysestoffwechsel unterstiitzen
(BURMESTER ET AL., 2004). WALENTA UND MUELLER-KLIESER konnten zeigen, dass die
Laktatproduktion eines Tumors direkt mit seiner Malignitat korreliert, wobei Tumore mit
hohen Laktatkonzentrationen, verglichen mit Tumoren mit niedrigeren
Laktatkonzentrationen, einen hoheren Malignitatsgrad und eine ho6here Agressivitat
aufweisen (WALENTA UND MUELLER-KLIESER, 2004). Hierbei kann Laktat auch die
antionkogenen Aktivitdten dentritischer Zellen und T-Zellen inhibieren und mit der
Immunabwehr interagieren (GOTTFRIED ET AL.; 2006; FISCHER ET AL., 2007). QUENNET konnte /n
vitro nachweisen, dass Tumore mit hohen Laktatkonzentrationen eine signifikant hohere
Resistenz gegen Bestrahlungen zeigten, unabhangig von deren Oxygenierungszustand
(QUENNET ET AL., 2006). lonisierende Strahlung und die meisten chemotherapeutischen
Wirkstoffe induzieren Uber die Entwicklung von ROS (Reactive Oxygen Species) DNA-
Schaden. Pyruvat und andere Zwischenprodukte der Glykolyse kénnen ROS detoxifizieren,
wobei Pyruvat nicht nur als Antioxidanz agieren kann, sondern auch zellulare antioxidative
Mechanismen wie die Erhéhung des Glutathion/Glutathiondisulfid-Verhaltnisses beeinflussen
kann (BRAND 1997, LIN ET AL. 2003). Uber Decarboxylierung kann Pyruvat durch den
Verbrauch von H,0, zu Acetat umgesetzt werden (SALAHUDEEN ET AL. 1991). Hierbei wird das
H,O, in der Zelle neutralisiert und damit eine Fenton-Reaktion verhindert, die zur Bildung
von Hydroxylradikalen fuhrt, die wiederum oxidativen Schaden and DNA, Lipiden und
Proteinen auslésen kdnnen (SATTLER ET AL., 2009). Eine weitere, den Redoxstatus der Zelle
beeinflussende Reaktion von Pyruvat ist die kompetitive Bindung an die Alpha-Ketoglutarat-
Bindestelle der Prolyl-Hydroxylase 2. Dieses Enzym hydroxyliert unter normoxischen
Bedingungen die Prolylreste 402 und 564 der HIF-1a-Untereinheit, wodurch diese mit Hilfe
des Proteins von-Hippel-Lindau (pVHL) der proteasomalen Degradation durch ein 28S-
Proteasom zugefuihrt werden. Somit hat die Pyruvat-Bindung einen direkten stabilisierenden
EinfluB auf HIF-1a (PUGH UND RATCLIFFE, 2003; LU ET AL., 2002; SONVEAUX ET AL., 2008). So
kann Pyruvat nicht nur H,0, entgiften, sondern auch HIF-1a stabilisieren und
Therapieresistenz und maligne Progression beeinflussen. Laktat ist bei der Entscharfung von
ROS weniger effektiv als Pyruvat, doch ist das Potential fur die Detoxifizierung von Superoxid
und Hydroxylradikalen nachgewiesen worden (GROUSSARD ET AL., 2000). Die geringere

Wirkung des einzelnen Molekils wird durch Konzentrationen innerhalb der Zellen von 30-
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40mM kompensiert, wobei die Konzentration von Pyruvat nur im Bereich von 0,2-2,0mM liegt
(ROSLIN ET AL. 2003; SATTLER ET AL. 2009; TABATABAEI ET AL. 2008).

Zur Steigerung der Sauerstoffversorgung vermag der unkontrolliert wachsende maligne
Tumor auch neue Kapillaren aus bestehenden BlutgefaBen zu bilden (Angiogenese,
Neovaskularisierung) (FOLKMAN ET AL., 1971, FOLKMAN 1995). Hierbei schittet der Tumor
angiogeneseausldosende Wachtumsfaktoren wie VEGF (Vascular endothelial growth factor)
aus. Diese fuhren zur Aktivierung der Endothelzellen der BlutgefaRe. Proteinasen wie die
Kollagenase fuhren zur Auflosung der Basalmembran. Plasminogenaktivator senkt lokal die
Blutgerinnung. Die Endothelzellen beginnen mit der Migration und Proliferation in die
Richtung des angiogenen Stimulus. Die Extrazellulare Matrix wird von umgebenden Matrix-
Metalloproteinasen den neuen Zellen angepasst und unreife BlutgefaRe werden von einer
neuen Basalmembran ausgekleidet. Haben die Kapillaren den Tumor erreicht, verschmelzen
die Enden. Diese Anastomose schliet den Kreislauf. In der Regel stellt die ausreichende
Versorgung des Tumors mit Sauerstoff einen direkten Stimulus zu verstarktem Wachstum

dar (GIANNIS UND RUBSAM, 1997; JAIN ET AL., 1997).

|—— Basalmembran
Endothelzellen

Tumor

I " b =55

Wachstums
Faktoren

Perizyte

Abbildung 1-14 Der Prozess der Angiogenese in Tumorgewebe.

Wachstumsfaktoren aktivieren die Endothelzellen (A), Proteinasen degradieren die Basalmembran des
Blutgefales (B), Migration und Proliferation der Endothelzellen in Richtung des Angiogenese-Stimulus.
Matrix-Metalloproteinasen bilden eine neue extrazellulare Matrix (C), Bildung einer neuen
Basalmembran um die unvollstdndigen BlutgefaRe und Verschmelzen der Enden, um den Blutkreislauf
zu schlieBen (D). Die Vaskularisierung stellt wieder einen Wachstumsstimulus ftr den Tumor dar. Die
Perizyten stiitzen die Kapilaren und regeln den Durchfluf. Verandert nach WERNERT ET AL., 1999.
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1.12 Zielsetzung der Arbeit

Im Vorfeld dieser Arbeit war nichts Gber den Zeitpunkt bekannt, wann Neuroglobin
und Cytoglobin erstmals in der Entwicklung des Saugergehirns auftreten. Zu klaren war
dabei, ab wann die Globine erstmals nachweisbar sind. Als frihester Zeitpunkt einer
Untersuchung sollte hier der FotaltaglO dienen, um eine ausreichende Gewebemenge bei
der Praparation zu erhalten. Von diesem Zeitpunkt an sollte der Verlauf der mRNA- und
Protein-Expression quantifiziert werden. Dahinter stand die Frage, ob die Globinmenge Uber
die Entwicklung zu bzw. abnimmt oder gar mit entwicklungsspezifischen Begebenheiten
korreliert ist. Ein wichtiger Zeitpunkt in der Entwicklung ist der Moment der Geburt. Wie
unter 1.1 beschrieben, weisen neugeborene Sauger eine signifikante Hypoxietoleranz auf.
Eines der beiden Globine koénnte in diesem Fall einen O,-Speicher darstellen und so fir eine
Uberbrickende Versorgung der Neurone im Hirn der Neugeborenen sorgen. Wenn es zu
diesem Zeitpunkt zu einer verstarkten Proteinexpression kommt, dann ist auch zu
untersuchen, wie sich die Expression in der Folgezeit nach der Geburt mit zunehmender

Entwickelt verhalt.

Nur wenige Informationen gab es Uber die Funktion und das raumliche Expressionsmuster
von Neuroglobin und Cytoglobin vor. Als erstes galt es, die Zellen zu Klassifizieren, welche
NGB und CyGB exprimieren. /n situ Hybridisierungen aus der ersten Vertffentlichung zu NGB
(BURMESTER ET AL., 2000) zeigten vor allem einen starken NGB mRNA-Nachweis in der CA2-

CA3 Region des Hippocampus (Cornu ammonis) der adulten Maus (Abbildung 1-15).

Abbildung 1-15 NGB mRNA in Situ
Farbung

Die Abbildung aus BURMESTER ET AL., 2000 zeigt
erstmals einen NGB mRNA /n situi-Nachweis im
Saugerhirn (Maus). Deutlich ist die stark
ausgepragte  Farbung in  der  Hippo-
campusregion CA2-CA3 des Ammonshorn zu
erkennen.

Es sollte daher eine Primarkultur hippocampaler Rattenféten Tag 17/18 angelegt werden. In
diesem Wachstumsstadium sind die Nervenzellen noch ausreichend flexibel, um nach dem

Dissoziieren erneut Neurite zu bilden, eine Fahigkeit, die mit zunehmendem Alter verloren
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geht (ALKONDON ET AL., 1994). Auf den Kkultivierten Primarkulturen sollte zum einen ein
Nachweis von Ngb und Cygb auf Proteinebene stattfinden und erstmals geklart werden, ob
sich die Proteinexpression auf die Neurone beschrankt oder ob auch die sie umgebenden
Gliazellen Neuro- und Cytoglobin exprimieren.

Als Ergénzung sollten Standardzelllinien auf ihre Expression der Globine untersucht werden.
Die Linien GAMG und DKMG stammen von Glioblastomen und sind somit glialen aber auch
neuroektodermalen Ursprungs. Die von einem Phaochromozytom der Nebennierenrinde
abstammende Zelllinie PC-12 wurde gewahlt, da diese Zellen durch Gabe von NGF (neuronal
growth factor) stimuliert werden koénnen, neuritendhnliche Auslaufer zu bilden. Die beiden
Zelllinien N2a und SH-SY5Y sind neuroblastomalen Ursprungs und somit die einzigen rein

neuronalen Zellen.

Weiterhin ergab sich die Frage nach der intrazellularen Lokalisation der Globine. Hierzu sollte
eine Fusionsexpression der Globine mit eGFP (enhanced Green Fluorescent Protein) in
Zellkultur zeigen, ob Neuro- und Cytoglobin an distinkten Zellorganellen wie den
Mitochondrien verstarkt auftreten, was z.B. fir eine Funktion als O,-Lieferant sprechen
wurde. Fur diesen Test sollten die CDS-Regionen beider Globine sowohl N- als auch C-
terminal mit eGFP fusioniert werden. Die entsprechenden Fusions-Konstrukte in den
Vektoren pEGFP-N1/C1 sollten in drei verschiedenen eukaryotischen Zelllinien (Hela, Vero,
N2a) transfiziert werden. Die Lokalisation der Globine in der Zelle sollte anhand der GFP-

Fluoreszenz detektiert werden.

Als Proteine mit der Fahigkeit O, binden zu kénnen, stellte sich die Frage, ob die Expression
beider Globine im Gewebe verandert wird, sobald diese unter oxidativem Stress leiden.
Sauerstoff hat durch die auftretenden Reactive Oxygen Species (ROS) starken Einfluss auf
den Organismus. Auch fir den Schutz der Neuronen vor Sauerstoffradikalen kdénnten die
Globine potentielle Kandidaten darstellen. Um dies zu klaren sollten Priméarkulturen vom
Kortex der Ratte und vom Cerebellum der Maus mit dem Kontaktherbizids Paraquat
behandelt und per gRT-PCR die Genexpression quantifiziert werden. Weiter sollte die
gemessene mRNA-Expression mit der von den bekannten Antioxidanz-Enzymen

Cu/Zn Superoxid Dismutase (SOD) und Glutathion Peroxidase (GPx) verglichen werden.

Tumorgewebe zeichnet sich durch schnelles und unkontrolliertes Wachtum aus, was eine

schlechte Durchblutung zur Folge hat. Die Vaskularisierung ist stets schwéacher ausgepragt

als in dem sie umgebenden, gesunden Gewebe. Um festzustellen, ob der Korper der
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insuffizienten Versorgung mit Sauerstoff durch eine Steigerung der Expression von Neuro-
oder Cytoglobin begegnet, sollte die Expression von Neuroglobin und Cytoglobin in diversen
Tumorentitaten und entsprechenden Normalgeweben untersucht werden. Verwendung sollte
hierfir ein Tumorarray der Firma Clontech mit 241 Paaren normalisierter cDNA von

verschiedenen Tumoren und dem dazugehdrigen Normalgewebe einzelner Patienten finden.

Als weiteres technisches Ziel dieser Arbeit sollte durch die Generierung monoklonaler
Antikorper gegen Neuroglobin der Nachschub etablierter Antikérper fur die
Immunhistochemie gesichert werden. Hierfir soliten Mause mit dem humanen NGB-Peptid
bzw. rekombinant exprimierten Protein immunisiert werden. Im Anschluf sollten die
entnommenen B-Lymphozyten mit Myelomzellen zu Hybridomzellen fusioniert werden, ihre
IgG-Produktion Uberprift und die positiven Klone rekloniert werden. Darauf sollte das Kultur-

Volumen eines stark 1gG-exprimierenden Klon zur Antikdrperproduktion vergréf3ert werden.
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2 Material und Methoden

2.1

Gerate, Materialien und Chemikalien

Tabelle 2-1 Geréate, Materialien und Chemikalien.
Alle fur die Erstellung dieser Arbeit verwendeten Materialien mit ihrem Hersteller oder Vertreiber.

Gerat / Material / Chemikalie

Hersteller / Vertreiber

10x PCR-Puffer

Sigma, Deisenhofen

3-Aminopropyl-triethoxysilane (Organosilan)

Sigma, Deisenhofen

96-well-optische Platte

Applied Biosystems, Darmstadt

ABI PRISM 7000 Sequence Detection System

Applied Biosystems, Darmstadt

Aceton

Roth, Karlsruhe

Agarose MEEO

Genterprise, Mainz

Athanol abs.

Roth, Karlsruhe

B-27 Supplement (50 x)

Invitrogen, Karlsruhe

BAS-1800 Phosphor-lmager

FujiFilm, Disseldorf

Big Dye Terminator Version 2.0

Genterprise, Mainz

Bromphenolblau

Merck, Darmstadt

Brutschrank Queue Stabilterm

Nunc® GmbH, Roskilde, Danemark

Chloroform

Roth, Karlsruhe

Cycler

Biozym, Hamburg

Cytospin (Cytozentrifuge)

Shandon, USA

DAPI (4,6-Diamidino-2-Phenylindol-dihyrochlorid-hydrat)

Sigma, Deisenhofen

Deckglaschen, 12 mm

Menzel Glaser, Braunschweig

Deckglaschen: 24 x 32 mm und 18 x 18 mm

Roth, Karsruhe

DEPC (Diethylpyrocarbonat)

Applichem, Darmstadt

Diafilm Scanner

Nikon, Disseldorf

Dimethylsulfoxide (DMSO) fiir die Zellkultur

ICN Biomedicals, USA

Di-Natrium-hydrogen-phosphat-dihydrat

Roth, Karlsruhe

dNTPs

Peglab, Erlangen

Dulbecco”s modified eagle medium (DMEM)

Gibco BRL, Eggenstein

Dulbecco’'s MEM/Nut Mix F-12

Gibco BRL, Eggenstein

Elvanol Sigma, Deisenhofen
Entellan Merck, Darmstadt
Eosin Y Sigma, Deisenhofen

Epifluoreszenzmikroskop

Zeiss, Oberkochen

Ethidiumbromid

Roth, Karlsruhe

Filme (Kleinbild) Kodak Ectachrome 400

Kodak Limited, England

Flowbench UVF 6.18S

BDK Luft-und Reinraumtechnik, S.-Genkingen

Formaldehyd

Roth, Karlsruhe

Fotales Kélberserum (FCS)

Roche, Mannheim

Fétales Rinderserum (FBS)

Gibco BRL, Eggenstein

Gefriermikrotom

Slee, Mainz

Glycerin

Roth, Karlsruhe

Glycin

Roth, Karlsruhe

Guanidinisothio-cyanat (GITC)

Roth, Karlsruhe
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Hamatoxylin nach Mayer

Sigma, Deisenhofen

HbSS-Puffer (10 x)

GibcoBR', Eggenstein

Hochkantkiivette

Roth, Karlsruhe

Hybridoma-SFM

Gibco BRL, Eggenstein

Inverses Mikrosop

Zeiss, Oberkochen

Isoamylalkohol

Roth, Karlsruhe

Isopropanol

Roth, Karlsruhe

Kupferstiicke (Pfennige/Cents)

Europdische Zentralbank, Frankfurt

L-Glutamine 200MM

Gibco BRL, Eggenstein

Licht-/Epifluoreszenzmikroskop Axiophot

Zeiss, Oberkochen

MAthanol

Roth, Karlsruhe

MOPS

Roth, Karlsruhe

Natriumacetat-Trihydrat

Roth, Karlsruhe

Natriumazid (NaN3)

Roth, Karlsruhe

Natriumclorid (NaCl)

Roth, Karlsruhe

Natriumdi-hydrogen-phosphat-dihydrat

Roth, Karlsruhe

Natriumhydroxid (NaOH)

Roth, Karlsruhe

Natrium-Lauryl-Sulfat (SDS)

Roth, Karlsruhe

N-Lauroylsarkosin (Sarcosyl)

Roth, Karlsruhe

Nylonmembran, positiv geladen

Roche, Mannheim

Objekttrager Roth, Karlsruhe

Objekttrager (76x26mm) Menzel Glaser, Braunschweig

Parafilm American National Can, Greenwich, USA
Paraformaldehyd (PFA) Roth, Karlsruhe

Penicillin Serva Feinbiochemika, Heidelberg
Phenol Roth, Karlsruhe

Phosphate Buffer Saline (PBS) nach Dulbecco

Biochrom KG, Berlin

Photometer

Pharmacia, Erlangen

Poly-L-Lysin fur die Zellkultur

Sigma, Deisenhofen

QuantiTect Probe PCR kit Qiagen, Hilden
QuantiTect SYBR Green PCR kit Qiagen, Hilden

Rapid PCR Purification Kit Concert

RNase AWAY Molecular Bio Products
RNase- und DNase-freie Spitzen Sdrenson

Rotihistol Roth, Karlsruhe

Rotilabo Versandboxen fur Objekttrager

Roth, Karlsruhe

RPMI 1640 Medium

Gibco BRL, Eggenstein

Sterilisator Heraeus Function Line

Heraeus Sepatech GmbH, Hanau

Streptomycin

Serva Feinbiochemika, Heidelberg

Tag-Polymerase

Sigma, Deisenhofen

Teflon Spray

Roth, Karlsruhe

Tissue Tec Slee, Mainz
Tri-Natriumcitrat-Dihydrat Roth, Karlsruhe

Tris Roth, Karlsruhe
Trypsin-EDTA-Solution (10x) Sigma, Deisenhofen
Tween-20® Carl Roth GmbH&Co., Karlsruhe

Zellkulturflaschen (25 ml)

Nunc® GmbH, Roskilde, Danemark

Zellkulturplatten (6+24+96-wel)

Nunc® GmbH, Roskilde, Danemark
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2.2

Tabelle 2-2 In dieser Arbeit verwendete Primer und TagMan-Sonde.

Verwendete Primer

Gen Amplikon
Bezeichnung Acc.-No. Primerbezeichnung Sequenz (5'-3’) Lange Quelle
18srRNAforHuMaRa ACG GAA GGG CAC CAC CAG GA
Ll voizro 18srRNArevHuMaRa CAC CAC CAC CCA CGG AAT CG 127 | Bar et al,03
Roact NM_001457. | B-actin p2 CCA GAC AGC ACT GTG TTG
-actin 1 R-actin p3 CTG AGA GGG AAA TCG TGC
NM_000088. | Col1ALforHuMuRa TGG YGA GAG AGG TGA ACA AGG
Lol 2 Col1AlrevHuMuRa CAC CCT TRG CAC CAT CGT TGC 252 | T.Laufs
NM_134268. | CGBfor107 CCA ACT GCG AGG ACG TGG
Cye 3 CGBrevis? ACT GGC TGA AGT ACT GCT TGG C 80 | T.Laufs
TGAC CTC GAG CT ATG GAG AAA GTG
CvGB.CL NM_134268. HuLucCGB-Cfor-Xho CCA GGC GAG ATG 505 | T Lot
MASIES 3 AGTC TCTAGA TTA CGG CCC CGA AGA -Lauts
HuCGBrev-Xbal GGG CA
TGAC CTC GAG CT GGT GCA GCT CCA GGT
CyGB-C1 NM 134268, | HuLucCGB-Cfor-Xho GCT ATG GAG AAA GTG CCA GGC GAG ATG
Y T3 AGTC TCTAGA TTA CGG CCC CGA AGA 613 | T.Laufs
P HuCGBrev-Xbal GGG CA
TGAC CTC GAG ATG GAG AAA GTG
CVGBNL NM_134268. HuLucCGB-Nfor-Xho CCA GGC GAG ATG 505 | T Louts
WElE= 3 HLUCCOBNroV K TGAC GGT ACC GT CGG CCC CGA AGA -
uLuctBe-Nrev-fpn GGG CAG TGT G
TGAC CTC GAG ATG GAG AAA GTG
CyGB-N1 NM_134268, | HuLucCGB-Nfor-Xho CCA GGC GAG ATG 613 | TLaufs
+Spacer 3 TGAC GGT ACC GT AGC ACC TGG AGC TGC )
HuLucCGB-Nrev-Kpn ACC CGG CCC CGA AGA GGG CAG TGT G
GPxRatMusFor GGA CAY CAG GAG AAT GGC AAG A
el NM_030826 I~ p . RatMusRev CAG GAA GGT AAA GAG CGG GTG 144 | T.laufs
NM_013549. | HistH2aForMus GTC GTG GCA AGC AAG GAG
hee 1 HistH2aRevMus GAT CTC GGC CGT TAG GTA CTC 182 | Robert er al,02
NM_013556. | HPRTmus_for_gPCR GTT GGA TAC AGG CCA GAC TTT GTT G
AR 1 HPRTmus_rev_gPCR GAG GGT AGG CTG GCC TAT AGG CT 355 | T.laufs
NM_005573. | LaminB1forhumgPCR ACT GAC CTC ATC TGG AAG AAC C
Ly NEL 2 LaminB1revhumgPCR CAA AAC TTT CAG TGT CAA AAA GG 394 | Robert eral, 02
NM_021257. | QPCRNgbFordeg GAA GCA YCG GGC AGT G
NIEE 3 QPCRNgbRevdeg AGR CAC YTC TCC AGC ATG TAS AG 81 | F.Gerlach
NGB Sonde NM—0§1257' minor groove binder g;fﬁ%CTC AGC TCC TTC TCG ACA Gerlach / Laufs
NgbHumBamForpcDNA3.1 'IG'iéCcichéATCC ATG GAG CGC CCG
NGB NM_021257. 476 | T.Laufs
3 NobHUXTOReTDNAS.1 TGAC C°TC GAG TTA CTC GCC ATC -
gbRumAnoRev : CCA GCC TC
TGAC CTC GAG CT ATG GAG CGC CCG
: 3 NGB-BamH1h AGTC GGA TCC TTA CTC GCC ATC -Lauts
-Bamrihum CCA GCC TC
TGAC CTC GAG CT GGT GCA GCT CCA GGT
NGB-C1 NM 021257, | HULUCNGB-Cfor-Xh GCT ATG GAG CGC CCG GAG CCC GAG CTG
+Spacer T3 NGB-BamH1h AGTC GGA TCC TTA CTC GCC ATC 496 | T.Laufs
-SamAlhum CCA GCC TC
TGAC CTC GAG ATG GAG CGC CCG
- 3 HULUCNGBNrev-B TGAC GGA TCC CG CTC GCC ATC CCA -Lauts
HULUCTLB-Nrev-Bam GCC TCG ACT
TGAC CTC GAG ATG GAG CGC CCG
NGB-N1 NM_021257, | HULUCNGB-Nfor-Xho GAG CCC GAG CTG 496 | TLaufs
+Spacer 3 TGAC GGA TCC CG AGC ACC TGG AGC TGC )
HuLucNGB-Nrev-Bam ACC CTC GCC ATC CCA GCC TCG ACT
NM_021257. | Ngbex 1 F11 CGG CAC GTG CGG TGA CG
B Bl 3 Ngb ex L R11 GTG AGG GCT ACA CGA GCG C 176 | T.Laufs
NM_021257. | Ngb ex 2 F2 GAG TCA GCT GTG GTT TGC AG
MEE Do 3 Ngb ex 2 R2 CTG GAA GGG AGT AAG ACT AG 350 | T.Laufs
NM_021257. | Ngb ex 3 F2 TTG GAG AAC TGA GGG TCC TAC T
MEE B 3 Ngb ex 3 R CCG CAG CCC TGG TTA TCT AAG 362 | T.laufs
NM_021257. | Ngb ex 4 F TGC TCA GGA AGC ATG GAC TCA
EE B 3 Ngb ex 4 R GAG CCT GGG CTA CAA CAG ATA 350 | T.Laufs
NM_010910. | NF-Lformus1077 AGA AGC ACG AAG AGC GAG AT
L 1 NF-Lrevmus1213 ACC AGG CTC AGT TTC ACC AG 136 | T.Laufs
ACA AGG CTG GCT ACA CGG
NSE NM_013509. QPCR NSE mus for 102 | T.Laufs

2

QPCR NSE mus rev

GGT CTC CAT TGA AGA CCC AT
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2.3 Verwendete Software

NCBI http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/
Chromas 1.55 http://www.technelysium.com.au/chromas.html
GeneDoc 2.6 http:/www.psc.edu/biomed/genedoc

Lasergene Sequence Analysis Software der Firma DNASTAR Inc.
ABI Prism 7000 SDS Software

Adobe Photoshop CS4

CorelDRAW X4

2.4 Verwendete Antikorper

Tabelle 2-3 In dieser Arbeit verwendete priméare Antikorper

Antikorper (primar) Wirt Hersteller Anwendung
anti-Ngb-TB1, polyclonal Mmu Peptid 55-70 Kaninchen Eurogentec, Belgien Immunfluoreszenz / Zellkultur
anti-Ngb-TB5a, polyclonal Mmu Peptid 46-61 Kaninchen SeqLab Géttingen Immunfluoreszenz / GFP-Zellen
anti-Ngb-N, polyclonal Hsa Peptid 55-70 Kaninchen Sigma, Deisenhofen Western

anti-Cygb-2M, polyklonal Hsa Peptid 66-80 Kaninchen Eurogentec, Belgien Immunfluoreszenz / Primar./GFP
anti-Cygb-1N, polyklonal Hsa Peptid 2-16 Kaninchen Eurogentec, Belgien Western

anti-Cygb-3V, polyklonal Hsa Peptid 92-106 Kaninchen Eurogentec, Belgien Immunfluoreszenz / Primar./GFP
anti-GFAP, monoklonal Maus Chemicon Immunfluoreszenz

anti- neuN, monoklonal Maus Chemicon Immunfluoreszenz

anti-beta Actin, monoklonal C11 Peptid Kanninchen Sigma, USA Western

Tabelle 2-4 In dieser Arbeit verwendete sekundare Antikorper

Antikodrper (sekundar) gegen 1gG von Hersteller

Cy3-markierter anti- Kaninchen-1gG-Ak, F(ab), Kaninchen Jackson ImmunoResearch,West Grove
FITC-markierter anti- Maus-1gG- Ak, F(ab). Maus Dianova, Hamburg

ECL-anti-Maus 1gG-Ak, HRP-gekoppelt Maus Amersham-GE Healthcare, Freiburg
ECL-anti-Kaninchen 1gG-Ak, HRP-gekoppelt Kanninchen Amersham-GE Healthcare, Freiburg
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2.5 Molekularbiologische Methoden

2.5.1 Ubernachtkultur

LB-Medium
pro Liter
Trypton: 10 g
Hefeextrakt: 5g
NacCl: 5¢g
H,0: 11

I6sen, abfullen, autoklavieren

Je nach Resistenzgen des verwendeten Plasmids wurde das entsprechende Antibiotikum in 4
ml LB-Medium gegeben. Dann wurde eine Bakterienkolonie mit einem sterilen Zahnstocher
gepickt und 12-16 Stunden lang bei 37°C auf einem Schittelinkubator inkubiert.
Eingesetzte Konzentrationen:

Ampicillin 100[dig/ml d.h. 10ml von Stammlsg.(10mg/m]l)

Tetracyclin 15 pg/ml

Chloramphenicol 100{td/m!

2.5.2 Plasmidpraparation

Die Aufreinigung von Plasmid-DNA aus Bakterienkulturen beruhte auf dem Prinzip der
alkalinen Lyse nach SAMBROOK et al. 1989. Um DNA hoher Qualitat zu erhalten, wurde der
E.Z.N.A. Plasmid Miniprep Kit 1 der Firma PeqglLab (Biotechnologies GmbH, Erlangen)

verwendet, in dem die DNA Uber Silikasaulchen gereinigt wird.

2.5.3 Alkoholische DNA Standardfallung

Dialysepuffer 10x
NaCl 3 mol/l 175,3gr
Tris 0,25 mol/l 30,28gr
Na,EDTA 0,1 mol/I 37,24qr
ad 1| pH 7.6, autoklavieren

Um DNA von Salzen, Nukleinsaurebruchstiicken und Enzymresten zu reinigen und in einem
definierten Volumen wieder aufnehmen zu kénnen, wurde eine Alkohol-Fallung durchgefthrt.
Hierfur wurden der DNA zwei Volumen -20°C kalten Athanols absolut und 1/10 Volumen

Dialysepuffers zugegeben, gut gemischt und fir 20 Minuten bei -20°C gefallt. Danach wurde
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sie 30 Minuten lang bei 12000 g und 4°C zetrifugiert. Der Uberstand wurde abgenommen
und durch 4 Volumen 70%-igen, eiskalten Athanols ersetzt, nochmals fir 10 Minuten
zentrifugiert und wiederum verworfen. Das entstandene Pellet wurde nun 10 Minuten mit
einer Vakuumpumpe getrocknet und konnte darauf wieder in einem definierten Volumen A.

bidest eluiert werden.

2.5.4 Natriumacetat-Féallung

Fur Natriumacetat 4,5 M; pH 5,2 100ml
MG 82,02 mol/l ohne H,O 36,919
MG 136,08 mol/l Na.ac.*3H,0 61,249

in wesentlich weniger Wasser durch Erwarmen lésen und pH-Wert mit Essigsaure

konz. einstellen.

Um im Gegensatz zur Fallung mit Dialysepuffer auch kleinste DNA-Fragmente aus einer
Losung fallen zu kénnen, wie es zum Beispiel bei der Aufreinigung eines Sequenzieransatzes
vonnoten ist, wurde eine Alkohol-Fallung mit Natriumacetat durchgefiihrt. Die Durchfihrung
ist mit der Standardféllung (siehe 2.4.3) identisch, es wurde lediglich der Dialysepuffer durch
NaAcetat ersetzt.

2.5.5 DNA Restriktion

Die Restriktion von DNA wurde unter den von den Enzymherstellern empfohlenen
Bedingungen durchgefiihrt. Bei Einsatz von zwei oder mehr Restriktions-Endonukleasen
gleichzeitig wurde die Restriktion in Gegenwart von 1x One-Phor-All Buffer PLUS der Firma
Pharmacia durchgefihrt. Die fur die Herstellung der pEGFP-Konstrukte notwendigen
Restriktionen wurden sequentiell durchgefiihrt. Die Zwischenprodukte wurden jeweils auf

einem Agarose-Testgel auf die vollstandige Linearisierung des Plasmids hin Uberprift.

2.5.6 Agarose-Gelelektrophorese

1x TBE-Puffer: 90 mM Tris; 90 mM Borsaure; 1,2 mM Na,EDTA
Ethidiumbromidl6sung: 100 ml 10x E-Puffer; 1 ml EtBr (5 mg/ml) ad. 1 | VE-Wasser

Die Agarose-Gelelektrophorese wurde sowohl zum Identifizieren als auch zum Separieren

und Aufreinigen von DNA-Fragmenten nach einer Restriktion genutzt. Abhéangig von der
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aufgetragenen DNA-Fragmentgrolle wurde eine Agarose-Konzentration zwischen 0,8 und
3,0% eingesetzt.

Das Gel wurde in einer Ethidiumbromid-Féarbelésung (5 mg/l) fur finf Minuten inkubiert. Im
Anschluss wurde die DNA anhand des interkalierenden Ethidiumbromids auf einem UV-

llluminator bei 312nm sichtbar gemacht und fotografisch dokumentiert.

2.5.7 Wiedergewinnung von DNA aus Agarosegelen durch Gelelution

Dialyseschlauch: (Medicell International Ltd, London) Porengrtf3e 12-14000 Dalton.

Schlauch mit Siedesteinchen in 5% Natiumcarbonatlsg. 2x fir 10min aufkochen, dazwischen
mit A. dest spilen, in 10mM EDTA (3,72g/1) bei 4°C aufbewahren.

Zur Wiedergewinnung von DNA aus Agarosegelen wurde die gewlnschte DNA-Bande mit
einem Skalpell ausgeschnitten und in einen etwa 5cm langen Dialyseschlauch Uberftihrt, der
mit 300ul 1x TBE gefullt war. Der Dialyseschlauch wurde mit Hilfe eines , Spektrum-Clips*
luftblasenfrei verschlossen und in einer mit 1x TBE gefillten Elektrophorekammer so fixiert,
dass das Gelstick innerhalb des Dialyseschlauchs auf der Anodenseite quer zur
Stromrichtung lag. Je nach Molekulargewicht wurde fir 0,5 — 2h eine Spannung von 100mA
angelegt. Um die in den Dialyseschlauch gewanderte DNA in dem Puffer zu l6sen, wurde der
Strom eine Minute lang umgepolt. Anschlieend wurde die DNA durch zuséatzliches Kneten
vom Schlauch gelost. Der die DNA enthaltende Puffer ist entnommen und in ein 1,5ml
Reaktionsgefall Uberfihrt worden. Nach dem Féllen der DNA wurde das Pellet in A. bidest
(ca. 25ul) gelost und 1/10 des Eluats auf einem Agarosegel zur Konzentrationsbestimmung

aufgetragen.

2.5.8 Ligation

Fur die Klonierung von DNA-Fragmenten in linearisierte Vektoren wurde die DNA-Ligase aus
dem Bakteriophagen T4 verwendet (WILSON and MURRAY, 1979). Die Ligation wurde in einem
moglichst kleinen Volumen und mit einem Uberschuss an Insert-DNA zur Vektor-DNA

durchgefuhrt (WEISS et. al., 1986b; ARMSTRONG et. al. 1983).

2.5.9 Elektrokompetente Bakterien

Fur die Herstellung elektrokompetenter Bakterien wurde am Vortag ein Glycerinstock des

Bakterienstammes Escherischia coli RRIAM15 (RUTHER, 1982) auf einer Agaroseplatte ohne
46



Material und Methoden

Antibiotikum ausgestrichen, um am Folgetag aus einer Kolonie eine 20 ml Ubernachtkultur
anzusetzen (ohne Antibiotikum). Spater wurde als recA-Stamm K12-DH10B zur
Verhinderung von Rekombination der Integrate verwendet.

Die Ubernachtkultur wurde als Vorkultur verwendet, aus der nun 2 ml in 500 ml LB-Medium
dberfuhrt wurden. Nach 2 h wurde zum ersten Mal mit einem Photometer bei 600 nm die
optische Dichte bestimmt. Wenn diese ODg=0,6-0,8 betrug, wurden die Bakterien in einer
vorgekihlten Zentrifuge bei 4°C fir 20 Minuten mit 5000 rpm abzentrifugiert. Die
Bakterienpellets wurden in 100 ml eiskaltem A. bidest durch vorsichtiges Schwenken gelost,
auf zwei Becher verteilt und wieder 20 Minuten bei 4°C und 3000 rpm abzentrifugiert. Dieser
Lose- und Zentrifugationsschritt wurde zur besseren Aufreinigung ein weiteres Mal
wiederholt, worauf das Pellet in einem eiskalten Gemisch aus 100 ml A. bidest und 10%
Glycerin gelést wurde, um anschlieBend wieder fir 20 Minuten bei 4°C und 3000 rpm
zentrifugiert zu werden. Nun wurde das Bakterienpellet in 1-2 ml eiskaltem A. bidest
10%Glycerin durch vorsichtiges Pipettieren gel6st, in 50 ul Portionen aliquotiert und direkt in
flissigen Stickstoff tberfuhrt. Die Lagerung der Bakterien erfolgte bei -80°C.

Um die Qualitat der hergestellten kompetenten Bakterien zu testen, wurde eine
Transformation mit einer definierten Menge pUC18 Vektor-DNA durchgefiihrt. Bei 1 ug

eingesetzter Vektor-DNA sollte die Transformationsrate etwa bei 10° bis 10° Kolonien liegen.

2.5.10 Transformation

Die Transformation des geféllten Ligationsansatzes erfolgte per Elektroporation. Zuvor wurde
eine Transformationsklvette fir 2 h mit UV-Licht bestrahlt, um Kontaminationen mit Fremd-
DNA zu vermeiden. Dann wurden 1-2 pl des Ligationsansatzes mit einem Aliquot
kompetenter Bakterien gemischt und in die auf Eis stehende Kivette geftillt. Nach 1 Minute
wurde die abgetrocknete Kivette in das Elektroporationsgerat dberfihrt und die
Transformation mit einem 2500 Volt Elektroschock beendet. Die Bakterien wurden in 1 ml
LB-Medium aufgenommen und fur 30 Minuten bei 37°C inkubiert. Nach dieser Ruhephase
konnten verschiedene Mengen der transformierten Bakterien (ca. 100-200 pl) auf

Agarplatten mit entsprechendem Antibiotikum ausgestrichen werden.

2.5.11 Isolierung positiver Klone durch a-Komplementation

Zur Klonierung von PCR-Produkten wurden Plasmide verwendet, die eine Identifizierung

rekombinanter Konstrukte tUber a-Komplementation ermoglichten. Diese Methode ist erstmals
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von Ullman, JacoB und MoNoD (1967) beschrieben worden. Hierzu wurden X-Gal- und IPTG-
enthaltende Agarplatten verwendet. Ausplattierte Klone, die kein Insert trugen, verfiigten
Uber ein intaktes B-Galaktosidase-Gen und konnten X-Gal zu Galaktose und einem blauen
Indigo Farbstoff umsetzen. Bei Klonen mit Insert war der ORF des Gens deletiert oder so
weit auseinandergeschoben, dass X-Gal nicht umgesetzt werden konnte und diese durch ihre

weile Farbung klar zu identifizieren waren (SAMBROOK et. al., 1989).

2.5.12 Quantifizierung doppelstrangiger DNA (SAMBROOK et a/., 1989)

Die Extinktion wurde nach dem Lambert-Beerschen Gesetz E = € x ¢ x d (E = Extinktion; € =
Extinktionskoeffizient, der fir DNA 42 ug/ul betragt; ¢ = Konzentration, d = Schichtdicke der
Kivette, die 1 cm betréagt) in die Konzentration umgerechnet: ¢ = E / € x d. AuBerdem

musste noch der Verdinnungsfaktor bericksichtigt werden.

2.5.13 Glycerinstocks

Zur dauerhaften Lagerung wurden Bakterien in Glycerinstocks weggefroren. Hierfur wurde 2-
fach konzentriertes LB-Medium in gleichem Volumen mit Glycerin gemischt, zu je 1 ml
aliquotiert und nochmals autoklaviert. Diese Stocks wurden bei -20°C aufbewahrt.

Aus einer Ubernachtkultur wurde 100ul Bakteriensuspension entnommen, zu 1 ml

LB/Glycerin gegeben und bei -20 bzw -80°C gelagert.

2.5.14 Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Die PCR ist ein von MuLLls (1986; Saiki et al, 1988) entwickeltes Verfahren zur
Amplifizierung von DNA. Sie wurde nach Standardprotokoll durchgefiihrt. Detaillierte
Temperatur- und Zeitprofile sind den benutzten Primern beigefligt. Die Konzentration der
Primer und die der dNTPs betrug 10 pmol in einem Gesamtvolumen von 50 ul. Es wurde
stets eine Negativkontrolle mitgefuhrt, in der das Volumen der eingesetzten 7emplate-DNA

durch A. bidest ersetzt wurde.

2.5.15 Sequenzierung

Um die Basenabfolge eines DNA-Bereiches zu entschliisseln, wurde mit einer auf der DNA-
Sequenzierung nach Sanger et al (1977) beruhenden, jedoch mehrfach modifizierten

(Prober et al, 1987; Carothers et al, 1989; Lee et al, 1992) Kettenabbruchmethode
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gearbeitet und anschlieBend auf einem denaturierenden Acrylamidgel oder per
Kapillarsequenzierer aufgetrennt. Vor dem Auftragen der Sequenzierung auf einem
Acrylamidgel wurde die DNA mit Na-Acetat geféllt (siehe 2.5.4) und in 10pl A. bidest
resuspendiert. Das Auftrennen und Auslesen der Sequenzierung wurde zunachst selbst und

spater von der Firma GENterprise GmbH, Mainz, durchgefthrt.

2.5.16 Auswertung der Sequenzdaten

Die Auswertung der Sequenzdaten erfolgte computergestitzt mit Hilfe der Lasergene
Sequence Analysis Software der Firma DNASTAR Inc. Zur Erstellung von Alignments wurde
vor allem mit dem Programm SegMan gearbeitet, nachdem die Sequenzen zuvor mit Hilfe

des Programms Chromas (Firma Technolysium Pty Ltd) editiert worden waren.

2.5.17 RNA-Isolierung nach der GITC-Methode (Sambrook et a/., 1989)

Die RNA-Isolierung nach SAMBROOK wurde anfangs verwendet, jedoch nach Problemen bei
der anschlielenden RT-PCR durch die Praparation tber Silikasaulchen mit dem RNeasy Mini
Kit und dem RNeasy Midi Kit der Firma Qiagen ersetzt.

Die erhaltene RNA wurde photometrisch auf ihre Konzentration und Reinheit untersucht und
anschlieRend auf einem Formaldehydgel elektrophoretisch aufgetrennt, da nur so

Degradation der RNA und Verunreinigung mit genomischer DNA detektiert werden kénnen.

2.5.18 Photometrische Konzentrations- und Reinheitsbestimmung der RNA

Die gewonnene RNA wurde photometrisch bei 260 nm auf ihre Konzentration und Reinheit
untersucht. Um Schwankungen der Messwerte statistisch auszugleichen, wurde jede Probe
finfmal gemessen.

Die Extinktion wurde nach dem Lambert-Beerschen Gesetz E = € x ¢ x d (E = Extinktion; € =
Extinktionskoeffizient, der fir RNA 40 ug/ul betragt; ¢ = Konzentration, d = Schichtdicke der
Kivette, die 1 cm betragt) in die Konzentration umgerechnet: ¢ = E / € x d. AuBerdem
musste noch der Verdiinnungsfaktor bericksichtigt werden.

Die Reinheit der RNA konnte anhand eines Vergleichs der optischen Dichte ( OD = 1/E ) bei
260 nm mit der OD bei 280 nm (Absorptionsbereich der Proteine) bestimmt werden. Betrug

der Quotient OD 260/280 1,7 — 2,1, so konnte von reiner RNA gesprochen werden.
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2.5.19 Formaldehyd-Gelelektrophorese

DEPC-Wasser: 100-1000 pl DEPC ad. 1 | VE-Wasser; 0.N. 37°C; autoklavieren

Formaldehyd-Gel: 0,59 Agarose; 5ml 10x MOPS-Puffer; 7,5ml Form-
aldehyd 35%][v/v]

Loading buffer. 10 ml Formamid (deion.); 3,5 ml Formaldehyd 35% [v/v]; 2 ml 5x
MOPS-Puffer

10 x MOPS-Puffer: 0,2 M 3-N-Morpholin-Propan-Sulfonsdure (MOPS); 0,05 M
Natriumacetat; 0,01 M Na,EDTA, pH7

RNA-Dye: 50% [v/v] Glycerol; 1 mM Na,EDTA; 0,4% [v/v] Bromphenolblau; in DEPC-

Wasser

Eine elektrophoretische Auftrennung von RNA muss wegen ihrer Neigung zu
Sekundarstrukturen unter denaturierenden Bedingungen erfolgen. Formaldehyd bildet
Schiff” sche Basen aus, die die Bildung von Sekundarstrukturen der RNA verhindern.

Zuerst wurden 0,5 g Agarose zusammen mit 37,5 ul DEPC-Wasser aufgekocht. Anschliel3end
wurden 5 ml 10 x MOPS-Puffer hinzugegeben. Nach Abkihlen auf 60°C in einem Wasserbad
wurden 7,5 ml 35%iges [v/v] Formaldehyd hinzugegeben, was einem Volumen von 5,5%
[v/Vv] entspricht. Das Gel wurde unter RNase-freien Bedingungen im Abzug gegossen. Auf
das auspolymerisierte Gel wurde jeweils ca. 1 pg RNA aufgetragen. Die jeweilige Menge an
RNA wurde zuvor mit dem dreifachen Volumen an RNA-Probenpuffer und 1 pl
Ethidiumbromid (5 pg/ul) versetzt, aufgekocht und danach sofort auf Eis gestellt.
Anschliefend wurde noch 1/10 des Gesamtvolumens an RNA-Dye, der Bromphenolblau und
Glycerin enthalt und als Marker der Lauffront dient, hinzugegeben. Das Gel wurde bei 20 mA

laufen gelassen und zur Dokumentation auf einem UV-Tisch abfotografiert.

2.5.20 cDNA-Synthese Uber reverse Transkription

Fur die cDNA-Synthese wurde die Superscript Il RNase H Reverse Transkriptase (Invitrogen,
Karlsruhe, Deutschland) verwendet und 1 pg Gesamt-RNA eingesetzt.

1 pl Oligo dT-Primer (500 pg/ml), 1 pyl 10mM dNTP-Mix und 13 pl RNA / Wasser wurden 5
Minuten lang auf 65°C erhitzt und sofort auf Eis gestellt. Nach Zugabe von 4 ul First strand
buffer und 2 pl DTT wurde der Ansatz 2 Minuten lang bei 42°C im Thermocycler inkubiert.
Danach wurde 1 pl Superscript 11 Reverse Transkriptase hinzupipettiert. Der Reaktionsmix

wurde im Thermocycler fur 50 Minuten auf 42°C erhitzt, wonach eine Erhéhung der
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Temperatur auf 70 °C fur 15 Minuten folgte, um die Reaktion durch Denaturierung der
Reversen Transkriptase zu stoppen.
Im Anschluss wurde 1 pl der hergestellten cDNA in einer PCR mit R-Actin Primern (siehe

Tabelle unter 2.3.4) eingesetzt und auf einem 1,2%-igen Agarosegel getestet.

2.6 Quantitative Realtime-PCR

Bei der quantitativen Realtime-PCR handelt es sich um eine modifizierte Form der von MULLIS
(1986) entwickelten PCR, bei der die entstehenden Amplifikate fluoreszenzmarkiert werden.
Als Matrize dienten cDNAs, die durch reverse Transkription gleicher Mengen Gesamt-RNAs
aus jeweiligen Geweben generiert wurden. Am Ende eines jeden Zyklus wird die proportional
zur DNA ansteigende Fluoreszenz detektiert und kann anschliefend Uber eine Grafik und
anhand von parallel mitgefihrten Verdinnungsstandards quantifiziert und absoluten DNA-
Mengen gleichgesetzt werden. Die Fluoreszenzmarkierung wurde fir das NGB-Gen mit einer
Tagman Minorgroove Sonde durchgefihrt, wahrend fir alle anderen untersuchten Gene
keine spezifischen Sonden zur Verfigung stand. Hier wurde das QuantiTect SYBR Green PCR
Kit der Firma Qiagen verwendet.

Im Rahmen dieser Doktorarbeit wurde mit dem AB/ PRISM 7000 Sequence Detection System
gearbeitet. Um Pipetierfehler zu vermeiden, wurde stets mit einem Mastermix und
Duplikaten bzw. Triplikaten einer Probe gearbeitet. Vor jedem Pipettierschritt wurde gut
gevortext. Zusatzlich enthalten beide QuantiTect Kits einen internen Standard. Hierbei
handelt es sich um den Farbstoff ROX. Dieser liegt bei korrekter Aufteilung der
Duplets/Triplets in jedem Reaktionsgefal in gleicher Konzentration vor. Detektiert das Geréat
einen Unterschied in der ROX-Fluoreszenz, so wird dies mit der Fluoreszenz der
Sondenmarkierung bzw. des SYBR-Greens verrechnet. So koénnen
Konzentrationsunterschiede der Reagenzien bis zu einem gewissen Grad angeglichen

werden.

2.6.1 QuantiTect Probe PCR Kit

Zur Quantifizierung des NGB-Gens stand eine spezifische Tagman Minor Groove Binder
Sonde (MGB-Sonde) zur Verfligung, die in Kombination mit dem QuantiTect Probe PCR Kit
von Qiagen eingesetzt wurde. Die spezifische Ngb-Sonde lagert sich dabei an die
einzelstrangige DNA an. Sie besitzt eine 5" -Fluoreszenzmarkierung (Fluoreszenzfarbstoff: 6-

FAM) und einen 3" -Dark Quencher. Der Dark Quencher absorbiert wegen seiner raumlichen
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Nahe zum Fluoreszenzfarbstoff dessen Energie durch ,Fluoreszenz-Resonanz-Energie-
Transfer”, so dass die gesamte Fluoreszenz in Form von Warme und nicht von Lichtquanten
abgegeben wird. Die Bindung zwischen der Sonde und dem spezifischen Bereich der
Einzelstrang-DNA wird durch ein an den N-Terminus der Sonde gebundenes DPI;
(Dihydrocylopyrroloindol-Tripeptid) stabilisiert, das sich in die kleine Furche der DNA
einlagert (minor groove binder, MGB; Kutyavin et al., 2000). Durch dieses angehéngte DPI;
kann die MGB-Sonde im Gegensatz zur herkdbmmlichen 7agMan-Sonde (etwa 30 Basen) aus
noch weniger Nukleotiden (18-20 Basen) generiert werden, woraus eine noch hohere
Spezifitat resultiert. Im Fall von Ngb konnte ein kurzer, stark konservierter Bereich gefunden
werden, der einen speziesiibergreifenden Gebrauch der Tagman-Sonde fur Mensch, Maus
und Ratte erlaubt. Dieser Bereich tberspannt eine Exon/Intron-Grenze, damit Verunreinigen
durch genomische DNA nicht detektiert werden kdnnen.

Wahrend der Replikation wird die an die Einzelstrang-DNA gebundene Sonde durch die
doppelstrang-spezifische (HEID et a/., 1996) 5 -3” -Exonukleaseaktivitat der DNA-Polymerase
aus Thermus aquaticus abgedaut, so dass der Dark Quencher vom Fluoreszenzfarbstoff 6-
FAM separiert wird. Erst jetzt werden von dem angeregten Fluoreszenzfarbstoff Lichtquanten
abgestrahlt, die nach jedem Replikationszyklus vermehrt im Ansatz vorliegend, detektiert und
quantifiziert werden kénnen.

Da die Ngb-Tagman-Sonde bei diesem Verfahren sehr spezifisch ist, konnte ein Zweischritt-
PCR-Protokoll verwendet werden, bei dem sowohl die spezifische Anlagerung der Primer als
auch die Elongation durch die 7ag-Polymerase bei der gleichen Temperatur vonstatten
gehen.

Die Erstellung einer Dissoziationskurve war nicht nétig, da die Spezifitat der Messung durch

die Verwendung der Sonde erzielt wird.

2.6.2 ,QuantiTect SYBR Green PCR Kit"“ SYBR Green Assay

Bei allen untersuchten Genen, fur die keine funktionierende TagMan Sonde zur Verfligung
stand, wurde die Quantifizierung mit dem QuantiTect SYBR Green PCR Kit der Firma Qiagen
durchgefihrt. Diese Methode nach MORRISON et al. (1998; Review. Bustin, 2000) macht sich
die Eigenschaft von SYBR Green / zunutze, mit jeder doppelstrangigen DNA eine Bindung
einzugehen. Da dies jedoch unspezifisch geschieht, wurde im Anschluss jeder
Quantifizierungsreaktion eine Dissoziationskurve durchgefihrt. Erschien dort mehr als ein
peak, so lield das auf Primerdimere bzw. unspezifische Amplifikate schliel3en, die eine andere

Lange bzw. anderen GC-Gehalt aufweisen. Um genomische DNA-Amplifikationen des
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Zielgens zu vermeiden, sollte einer der beiden Primer auf einer Exon/Intron-Grenze liegen,
so dass er auf genomischer DNA keine spezifische Bindung eingehen kann.

Die Detektion der Fluoreszenz erfolgte normalerweise am Ende eines jeden Zyklus nach
Ablauf der Elongation bei 72°C, um bei einer Temperatur zu messen, bei der Primerdimere
schon denaturiert vorliegen, somit kein SYBR Green mehr binden kann. Bei Auftreten eines
weiteren unspezifischen Amplifikats, das auch durch eine erhéhte Annealingtemperatur nicht
zu vermeiden war, konnte die Detektionstemperatur bis auf 5°C unter die

Schmelztemperatur des Zielamplifikats angehoben werden.

2.6.3 Berechnungen und Formeln zur gPCR

2.6.3.1 Kopienzahl

Um eine absolute Quantifizierung der Amplifikate durchzufiihren, mussten die
eingesetzten Standards genau berechnet werden. Als Standards wurden Plasmide eingesetzt,
in die zuvor das zu amplifizierende Gen oder die entsprechende Zielsequenz des Amplikons
kloniert worden war. Die Basenanzahl von Plasmid und Integrat wurden addiert und die
Plasmidkonzentration photometrisch bestimmt. Geht man von einem durchschnittlichen
Basenpaargewicht von 660Da (=660 g/mol) aus, lasst sich die Anzahl der Molekile

folgendermaRen bestimmen: Anzahl Molekiile pro ng (= 10°g):

Avogadro'sche Zahl [Molekijl pro Mol]
durchschnittl. Basenpaargewicht [Da|x Plasmidlange [Bp]x 10°

6,022 x10%3

Anzahl Kopien = 5
Mol x 660 Da x x x 10

Anzahl Kopien / pl = Konzentration (Tﬁ)x %Igule

Die Standards wurden in den Versuchen in seriellen 10-fach Verdiinnungen zwischen 10% und
10" Molekiile pro Ansatz gemessen. Bei der anschlieRenden Auswertung mit der AB/ PRISM®
7000 Sequence Detection Software v1.2.3 wurde zunachst zur Bestimmung des
Hintergrundrauschens in einer linearen Ansicht eine sog. Baseline und danach der
Schwellenwert (=Threshold) zu Beginn der exponentiellen Phase der Amplifikation gesetzt.
Daraus ergaben sich Schnittwerte der Fluoreszenzkurven mit dem T7hreshold, die sog. Ct-
Werte (,, 7Threshold cycle”) die jeder (amplifizierten) Probe eine Zyklenzahl zuweisen (siehe
Abbildung 2-2). Die Expression der Gene wurde relativ zu einem Vergleichsgewebe (hier
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MF9/10) gemessen. Um Herauf- bzw. Herunterregulationen graphisch darzustellen, wurden

Saulendiagramme mit Hilfe des Computerprogramms Microsoft Excel erstellt.

2.6.3.2 PCR-Effizienz

Die PCR-Effizienz wurde Uber die Steigung der Eichgeraden berechnet. Die
Abweichungen der Einzelmesswerte der Standards von der Geraden — der R*-Wert — sollten
dabei moglichst gering ausfallen (R* > 0,99). Die Effizienz (E) der PCR ergab sich aus der

Formel:

( 1 A
Stesgung A

E=10

Ein Wert von 1,98 entsprach dabei einer PCR-Effizienz von 98%, ein Wert von Zwei einer
100%-igen Effizienz, also exakt einer Verdoppelung der PCR-Produkte pro Zyklus (siehe
Abbildung 2-3).

2.6.4 Normalisierung

Zur Normalisierung wurde ein externes Kontrollgen, das Housekeeping Gen mit dem zu
untersuchenden Gen verrechnet, um Schwankungen in der Qualitdt der cDNA bzw.
Pipettierfehler beim Ansatz des PCR-Laufes rechnerisch zu minimieren.

Der Gebrauch eines Housekeeping Gens setzte voraus, dass dieses Gen nicht differenziell
reguliert war. So musste fir jedes Organ und jeden physiologischen Zustand sowie
Entwicklungsstand in Voruntersuchungen geklart werden, ob sich ein Gen als Housekeeping
Gen eignete oder aber reguliert vorlag. War ein Gen gefunden, wurden zwei getrennte Laufe
in der g-PCR durchgefuhrt. Multiplexlaufe waren schon deshalb nicht méglich, weil nur eine
MGB-Sonde vorhanden war und SYBR-Green aufgrund der unspezifischen Bindung kein
Multiplex zul&sst.

Verrechnet wurden die absoluten Werte der MeanQuantity, die mit Hilfe der Software des
ABl PRISM 7000 Sequence Detection System ermittelt wurden. Zunéchst wurden der
Mittelwert aller Proben eines Entwicklungsstadiums und seine Standardabweichung
errechnet. Diese Mittelwerte konnten nun durch den Mittelwert des Housekeeping Gens
dividiert werden. Fur jedes weitere Entwicklungsstadium wurde der Bruch des
Normalzustandes durch die Mittelwerte des jeweils regulierten Gewebes dividiert bzw.

umgekehrt multipliziert. Die errechnete Standardabweichung wurde in die Angleichung an
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das Housekeeping Gen mit einbezogen, diente innerhalb eines Genes als Kontrolle und war
fir den Student-T-Test vonndten, mit dem die statistische Signifikanz der erhaltenen Daten

abgesichert wurde.

Testgewebe 5B Gewebe MF13 bis Adult

Kalibrator = Gewebe MF10
% z.B. % Einbeziehen des Housekeeping Gens (HKG)

ZielGen(P)
Testgewebe —AKGP) ®) MF10 = Norm
: MF13 bis Adult = Probe
Kalibrator Ziden(N)
HKG(N)
ZielGen(P)
= HKG(P) ZielGen (P) x HKG (N) 5 NGB (P) x H2A(N)
ZielGen(N) HKG (P) x ZielGen (N) H2A(P) x NGB (N)
HKG(N)

NGB(MF13vsAd) x H2A MF10
H2A(MF13vsAd) x NGB MF10

- MF10 wird als Grundexpression angesehen, zu der

die anderen Proben in Relation angegeben werden.

Abbildung 2-1: Berechnungsbeispiel

Gezeigt ist die Bestimmung der gemeinsamen Standardabweichung fir Werte, die zuvor aus dem
Zielgen und dem Kontrollgen errechnet wurden

StdHSK StdZielGen F= Faktor der Regulation
=F X2+ — x 2
HSK ZielGen

In Excel ist die Formel folgendermaRen einzugeben: =F*wurzel(((x/y)*2)+((a/b)*2))

Zur Berrechnung des Standard Error of Mean (SEM), also der Standardabweichung der
Mittelwerte, wird die nach gBASE errechnete Standardabweichung nochmals durch die

Wurzel der Probenzahl fir den jeweiligen Wert geteilt.

_ std

IN
Eingabe in Excel: =Std/wurzel(N)
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2.6.5 Normalisierung von cDNA mit PicoGreen

Um die cDNA-Synthese quantitativ Uberprifen zu kénnen und auftretende Schwankungen
aufzudecken, konnte eine PicoGreen-Messung durchgefihrt werden.

PicoGreen interkaliert nur in geloste, doppelstrangige DNA, nicht aber in RNA und kann dort
in Form von Fluoreszenz gemessen und quantifiziert werden (SAMBROOK et al., 1989). Diese
Fluoreszenz nimmt hierbei proportional zur DNA-Konzentration zu, beginnend bei der
niedrigsten noch messbaren Verdinnung (1ng/ml). Lediglich bei sehr hoher DNA-
Konzentration verlauft die Fluoreszenzanreicherung nicht mehr linear, sondern wird in
zunehmendem MaRe schwacher. Dieses Phdnomen wird als ,Signal Quenching” bezeichnet.
Dieser Bereich muss durch Verdinnungsreihen ausgelotet werden.

In dieser Arbeit wurde die PicoGreen-Messung nur stichprobenweise und zum Uberpriifen
von in der Q-PCR gemessenen Regulationen durchgefiihrt. Benutzt wurde das TBS-380 Mini-
Fluorometer der Firma Turner BioSystems, Kalifornien, USA.

Alle Arbeitsschritte wurden in einem abgedunkelten Raum durchgefiihrt, da sich PicoGreen
bei direkter Bestrahlung mit Licht zersetzt. PicoGreen wurde als konzentrierte Stocksolution
bei -20°C gelagert. Als Arbeitsldsung wurde PicoGreen 1:200 in 1xTE-Puffer verdinnt.

Vor jedem Gebrauch mufite das Mini-Fluorometers geeicht werden. Dies geschah mit TE-
Puffer, in dem auch die zu messenden cDNAs verdinnt wurden. Mit ihm wurde der Nullwert
gesetzt. Zusatzlich wurde ein Plasmid bekannter Konzentration eingesetzt, um das Gerat auf
einen festen ng/ml-Wert zu eichen. Nachdem die cDNAs auf Raumtemperatur und gut
gevortext waren, wurden sie 1:200 in TE-Puffer gel6st und wieder grindlich gevortext. Alle
Eichungen und Messungen fanden in einer 1:1 Verdlinnung mit der PicoGreen Arbeitslésung
und einem Gesamtvolumen von 60 pl statt. Nach dem Vortexen wurde das Gemisch in eine
Einweg-Glasklvette pipettiert und fir 10 Minuten inkubiert. In dieser Zeit konnte das
PicoGreen in die DNA interkalieren. Anschlieend fand die Messung der Fluoreszenz bei 520

nm statt (480 nm).
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2.6.6 Validierung der RT-PCR-Assays

Der gezeigte Amplification Plot soll exemplarisch die Messungen anhand des Ngb-Assays

darstellen (Abb. 3.12).
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Abbildung 2-2: Validierung Ngb RT-PCR

Darstellung der Amplifikation von NGB-Plasmidstandards (107 bis 103 Molekile) und Leerkontrollen
(NTCs) im NGB Assay. Die grune Linie ist der Threshold (Schwellenwert), der an den Beginn der
exponentiellen Phase der Amplifikation gesetzt wird. Die Kreise markieren die Schnittpunkte der
Steigungskurven mit dem Threshold, die Ct-Werte (Threshold cycle). Diese Werte weisen jeder Probe
eine Zyklenzahl zu.

Aus den Ct-Werten der Standards lasst sich die Standardkurve errechnen. Sie dient der
Berechnung der absoluten Matrizenmolekllzahlen und der PCR-Effizienz, hier in Abbildung
3.13 gezeigt. Die Effizienz der Amplifikation dieses Laufes betrug 98%, der R*>-Wert (Quadrat
des Korrelationskoeffizienten nach Pearson) lag bei 0,998. Der Schnittpunkt der Eichgeraden

mit der y-Achse lag bei einem (berechneten) Ct-Wert von 40,04.

“ Abbildung 2-3: Eichgerade der NGB-
Plasmidstandards eines NGB-TagMan

Laufes.
) Die Ct-Werte (y-Achse) sind gegen den
Logarithmus der Molekulanzahl

ik aufgetragen (x-Achse). Die Steigung von
—3,35 entspricht einer PCR-Effizienz von
15:-1 25 4 45 5 5.5 B 8.5 I3 98,4% (E - 10(3.‘,'..-:.))_
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Eine Schmelzkurvenanalyse zeigt, ob sich wahrend der PCR unspezifische Amplifikate und
Primer-Dimere gebildet haben. Bei der Durchfilhrung des NGB-Assays war dies nicht
vonnoten, da die TagMan-Sonde nur NGB-Amplifikate spezifisch detektierte. Als Beispiel wird
die Schmelzkurve eines NSE-Laufes gezeigt. In Abbildung 3.14 zeigen alle Kurven nur einen
deutlichen Peak beim Amplikon-spezifischen Tm-Wert von 82,1°C. Unten sind die beiden
Kurven der no template contro/ (NTC) zu sehen, die keinen Ausschlag erzeugen. Verlauft die

Schmelzkurve nicht so eindeutig und zeigt sie Ausbildungen von Primer-Dimeren oder

Diss=ociation Curve

0,80

0,60

0,40

0,20

0,00

-0,20
60 65 70 75 a0 a5 an a5

Abbildung 2-4: Schmelzkurven der Amplikons von NGB-Plasmidstandards und cDNAs.
Es gab pro Probe nur einen spezifischen Peak bei 81,9°C, also nur ein spezifisches Amplikon. Unten
verlaufen die NTCs, sie zeigen keinerlei Ausschlag.

unspezifischen Amplifikaten, lasst sich die Detektionstemperatur, also die Temperatur, bei
der nach jedem Zyklus die Fluoreszenzmessung vorgenommen wird, erhéhen. Dies ist nur
mdglich, wenn das unspezifische Amplifikat einen kleineren Tm-Wert hat als das spezifische
Amplikon. Unspezifische Amplika sollten aber komplett vermieden werden, da sie die
Effizienz der PCR beeintrachtigen, indem sie in Konkurrenz zur Amplifikation des
untersuchten Gens stehen. In Abbildung 3.15 ist der Assay zur Untersuchung der 18s-mRNA-
Expression gezeigt. Hier traten bei einem Tm von 77,1°C Primer-Dimere auf, die durch die
Erhdhung der Detektionstemperatur vom vorinstallierten Tm von 76°C auf 80°C aus der
Messung herausfielen. Méglich wird das durch die Eigenschaft des SYBR® Greens, nur in
gebundener Form in der kleinen Furche doppelstrangiger DNA von Licht anregbar zu sein.
Sind aber die Primer-Dimere auf Grund der hohen Temperatur schon geschmolzen, so
kénnen sie auch kein SYBR® Green mehr binden und werden nicht als vermeintliche

Amplifikate detektiert.

58



Material und Methoden

0,45

0,40

0,35

0,30

0,25

0,20

015

0,10

0,05

0,00

-0,05

18s: Schmelzkurve aller cDNAs

Dissociation Curve

Tm =77,1°C

Tm =84

3°C

B0

b

5 7 Temperatur [°CE0

a6

Abbildung 2-5: Schmelzkurve mit Primer-Dimeren.
Bei dem Assay zur Amplifikation der 18s-mRNA traten Primer-Dimere auf. Durch ein Anheben der
Detektionstemperatur auf 80°C schmolzen die Dimere bereits vor Erreichen dieses Wertes und wurden
nicht mit einberechnet

90

95

Die Abb. 3.16 zeigt die Schmelzkurve der amplifizierten Plasmidstandards. Zu beachten ist,

dass die Validierung des Assays nur mit Hilfe der Standards nicht alle Probleme eines Assays

aufzeigen kann. Die Bildung von Primer-Dimeren trat nur mit cDNAs als Template (Abb.

3.15), nicht aber in Schmelzkurven der Standardplasmide auf (Abb. 3.16).
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Abbildung 2-6: Schmelzkurve der 18s-Plasmide
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Bei der Schmelzkurve der 18s-Plasmide traten im Vergleich zu den cDNAs keine Primer-Dimere auf.
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2.7 In situ— Hybridisierung

2.7.1 Herstellung von 8%b-igem Paraformaldehyd (PFA)

Fur die Herstellung von PFA wurden 500ml einer 16%-igen PFA-Losung mit 500ml einer 2x
PBS-L6sung gemischt. Unter einem Abzug auf einem Magnetrihrer wurden 80g PFA in 500ml
A. dest gelost. Dies bedurfte ca. einer Stunde und konnte durch Erhitzen auf 60°C etwas
beschleunigt werden. In die entstandene Losung wurde tropfenweise 1N NaOH zugegeben,
bis die bis dahin tribe Lésung klar wurde. Durch Vereinigen der beiden Lésungen ergab sich
eine 8%-ige PFA Lbdsung in 1x PBS, deren pH-Wert noch auf 7,2 eingestellt wurde. Diese

Stammldésung war portioniert mehrere Monate bei -20°C lagerbar.

4% PFA: 4% [w/v] in 1 x PBS, pH 7,4

PBT: PBS + 2 mg/ml BSA + 0,1% Tween-20

Puffer 1: 100 mM Tris/HCI ; 150 mM NacCl; pH 7,5

PTW: 1 x PBS + 0,1% Tween-20

2 X SSC: 0,3 M NaCl; 0,03 M Nas-Citrat; 0,1% DEPC; pH 7,0
2 X SSC/FA: 50% [v/v] 4 x SSC; 50% [v/v] Formamid
Blocking/Puffer 2: Puffer 1 mit 1% [w/v] Blocking-Reagenz
anti-Dig-AP-Konjugat: 1:100 in Blocking / Puffer 2

NBT-Puffer: 100 mM Tris/HCL; 100 mM NaCl; 50 mM MgCl,; pH 9,5
NBT/BCIP-Substartlsg.: 45 pl NBT-Lsg, 35 pl BCIP-Lsg in 10 ml NBT-Puffer
Eindeckmittel: (50% [v/Vv] Glycerin in PBS)

Der Nachweis der mRNAs erfolgte durch nicht-radioaktive /n situ-Hybridisierung uber
Digoxigenin-markierte ssDNA-Sonden.

Die aufgetauten Gewebeschnitte wurden zunéachst fur 10 min in 4% PFA bei
Raumtemperatur fixiert und danach zweimal fir 5 Minuten in PTW und einmal in PBS
gewaschen. Die Digoxigenin-markierten Sonden (sense und antisense) wurden in 4x SSC /
Formamid im Verhaltnis 1:25 verdiunnt. 70ul der jeweiligen Sonde wurden direkt auf die
Schnitte pipettiert und diese mit einem Deckglas moglichst luftblasenfrei abgedeckt. Die
Inkubation erfolgte Uber Nacht bei einer Hybridisierungstemperatur von 42°C im Wasserbad.
Nach der Uber-Nacht-Inkubation wurden die Objekttrager mit 2x SSC gewaschen, bis die
Deckglaser abschwammen. Danach wurden die Schnitte erst 3x fir 5 min in 2x SSC bei

55°C, dann 20 Minuten in 0,1 x SSC bei 60°C gewaschen. Nun wurde fir eine halbe Stunde
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die RNA mit einem RNAse A-Mix (63ul RNAse A (10mg/ml) in 25ml 2xSSC) bei 37°C in einer
feuchten Kammer verdaut. Anschliefend wurde einmal mit 2x SSC bei Raumtemperatur
gewaschen und abschlielend in PBT gespdilt. Vor der Antikorperreaktion wurden die Schnitte
fir 15 Minuten in Blockingpuffer (P2) inkubiert. Die Blockierungslosung wurde vom
Objekttrager gewischt, ohne das Gewebe zu beschadigen. Die Nachweisreaktion erfolgte mit
AP (Alkalische Phosphatase)-konjugierten Maus-anti-Digoxigenin-F ., -Fragmenten. Dazu
wurden pro Schnitt 100ul der verdunnten anti-Digoxigenin-F,)-Fragmente (Boehringer
Ingelheim 1:100 in P2) auf die Schnitte pipettiert und fiir 30 Minuten bei Raumtemperatur in
der feuchten Kammer inkubiert. Die Gefrierschnitte wurden zweimal fur 5 min in PBT
gewaschen. Zur Substratreaktion erfolgte nach Waschen fur 5 min in NBT-Puffer (P3) eine
Inkubation von je 100ul NBT / BCIP-Substratlosung (1:5 in P3) im Dunkeln in der feuchten
Kammer, bis eine blauliche Farbung sichtbar wurde (ca. 20-35 min). AbschlieRend wurde die
Reaktion durch finfminitiges Waschen in 1x PBS gestoppt und mit 1-2 Tropfen PBS/Glycerin
[v/v] eingedeckt. Zur langeren Aufbewahrung wurden die Deckgldser mit Nagellack

versiegelt.

2.8 Northern Blot mit Hilfe eines ,,Cancerarrays”

2.8.1 Radioaktive Sondenmarkierung per Random Primed Oligo Labeling

nach Feinberg und Vogelstein (1983)

Die radioaktive Markierung der Sonde wurde wie folgt vorgenommen: 10pg DNA wurden zu
einem Gesamtvolumen von 11pl mit A. bidest aufgefiillt und je ein pl dGTP, dCTP und dTTP
zupipettiert. Nach Zugabe von 2ul Hexa-Nukleotidmix, der als Startpunkt der Neusynthese
eines DNA-Stranges durch das Klenow-Fragment der DNA-Polymerase | diente, wurde das
Gemisch bei 100°C fur 10 Minuten im Wasserbad denaturiert und anschlieBend sofort auf Eis
gestellt. Von nun an mussten alle weiteren Schritte im Isotopenlabor vorgenommen werden.

Zunachst musste der Blot prahybridisiert werden. Hierflr wurde die Membran fir 30 Minuten
bei 65°C in 10ml Hybridisierungslosung inkubiert. Fir diese Losung wurden 20ml Express-
Hyb (Clontech, CA, USA) auf 60°C erhitzt, mit 1,5mg Rinderthymus carrier-DNA, die vorher 5
Minuten denaturiert und auf Eis gestellt wurde, gemischt und gemeinsam auf Eis abgekunhlt.

Zu dem DNA-Mix wurden 3ul (35 uCi) o*P-dATP und 1ul Klenow-Enzym zugegeben, gut
gemischt, abzentrifugiert und fir 2h bei Raumtemperatur inkubiert. Nach der Inkubation

wurde das Oligo-Labeling durch eine Standardfallung von nicht eingebauten Hexa-
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Nukleotiden gereinigt. 160ul A. bidest, 20ul Dialysepuffer und 400ul eiskalter EtOH abs.
wurden zum Markierungsansatz gegeben, zunachst fir 30 Minuten bei -20°C gefallt und
anschlieffend fur 30 Minuten bei 13 000 rpm kihl zentrifugiert.

Der Uberstand wurde abgehoben, und die Radioaktivitat des Uberstandes und des Pellets
wurden gemessen. Hierbei sollte sich weitgehend alle Radioaktivitat im Pellet befinden. Das
Pellet wurde in 100ul A. bidest, 80ul Carrier-DNA und 50ul 20x SSC aufgenommen, fur 5
Minuten bei 95°C hitzedenaturiert und anschlieRend auf Eis gestellt. Die denaturierte Sonde
wurde mit 10ml Hybridisierungslésung versetzt und anstelle der Prahybridisierungslésung

zum Blot gegeben. Dieser wurde tber Nacht bei 65°C unter stdndigem Drehen hybridisiert.

BREAST UTERUS COLON STOMACH OVARY LUNG KIDNEY RECTUM THYROID

123 4 78 910 1314 15 16 19 20 2324 2728 3132 35 36 39 40
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Abbildung 2-7: Schematische Darstellung des Cancer Profiling Arrays (Clontech).

Der Blot verfugt Gber 241 Paare normalisierter cDNA von Tumoren (T) und dem dazugehérigen
Normalgewebe (N) einzelner Patienten. Umrandete Boxen beinhalten neben dem Normal- und
Tumorgewebe noch eine Metastasenprobe des Patienten. Rechts sind Negativ- und Positivkontrollen
aufgetragen, die neben einigen Krebszelllinien noch Hefe, E.coli und menschliche, genomische DNA
aufweisen. (CATALOG #: 7841-1)

Am néachsten Tag wurde die radioaktive Hybridisierungslésung abgegossen, fur weitere
Versuche weggefroren, und der Blot viermal in 200ml auf vorgewarmter Loésung 1 (2x SSC,
0,5% SDS) unter standigem Drehen bei 65°C gewaschen. Es folgte ein 30-minltiger
Waschschritt in 200ml vorgewarmter Lésung 2 (0,2 SSC, 0,5% SDS) bei 65°C und ein letztes
Waschen bei Raumtemperatur in 200ml 2x SSC, um das SDS komplett zu entfernen. Ohne
den Blot austrocknen zu lassen, wurde er in Folie eingeschweil3t und zur Belichtung einer

Phosphor Imager-Platte bzw. eines Rontgenfilms genutzt.
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2.8.2 Strippen des Blots

Um den Blot wiederverwenden zu kénnen, wurden die hybridisierten Sonden wieder
abgewaschen (strippen). Hierfir wurde der Blot fur 10 Minuten in 0,5%-igem SDS gekocht
und anschlieBend fir weitere 10 Minuten in der Losung abgekihlt. Sofern im Anschluss
daran noch Radioaktivitat messbar war, wurde dieser Schritt wiederholt. War die
Radioaktivitat abgewaschen, wurde der Blot wieder in Folie eingeschweilst und bei -20°C

gelagert.

29 ELISA

Die ELISA-Methode wurde zum Nachweis von anti-Ngb im Serum von Hamster und Maus

verwendet, die zuvor mit rekombinantem NGB immunisiert worden waren,

ELISA-Platte : Greiner # 655081 96well F-Bottom, Mikrodon, high.binding

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 )
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JOI0I01010I0I010)I01010)0.
J0)0J010]10)01I010]101010]0.
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Abbildung 2-8: Plattenbelegung
In Reihe 11 ist die Leerkontrolle, es wird kein rekombinantes Protein gecoated. In Reihe 12 befindet
sich der Blank, es wird mit rekombinantem Protein gecoated aber es wird kein anti-NGB aufgebracht.

Zunachst wurden die Reihen 1-10 und 12 gecoatet. Hierfur wurden 1ug/ml rekombinantes
Protein in PBS geldst. Von dieser Verdinnung wurden pro well 50ul G.N. bei 4°C inkubiert.
Nachdem die Platte dreimal mit PBS/0,05% Tween gewaschen wurde, konnten die freien
Bindungsstellen mit 150ul/well PBS/1%BSA zur Blockierung bei RT inkubiert werden. Durch
Ausklopfen wurde die Blockierungslésung entfernt. Die Probenauftragung erfolgte anhand
einer 1:2 Titrationsreihe. Hierfir wurden in die Reihen eins bis zehn 50ul PBS/1%BSA
vorgelegt. In Reihe elf wurden 100l einer 1:2000-Verdinnung (Serum 1:20) vorgelegt. Aus
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dieser Verdinnung wurden nun 50ul entnommen und in Reihe 1 Uberfuhrt. Aus Reihe 1
wurden 50p! in Reihe 2 gegeben und so fort.

Reihe 12 wurde mit 50pl PBS/1%BSA befillt und die Platte fir zwei Stunden bei RT
inkubiert. Nach zweimaligem Waschen folgte die Detektion mit einem Maus-anti-Rabbit 1gG
AK (Biotinyliert) [Dianova# 211-065-109] in einer 1:5000 Verdinnung fir eine %4 Stunde bei
RT.

Nach zweimaligem Waschen konnten die gebundenen 1gGs mit einem Streptavidin-
Peroxidase-Konjugat (1:2000 in PBS/1%BSA) eine 34 Stunde bei RT markiert werden.

Es folgten drei Waschschritte, bevor durch eine Farbreaktion die Menge der IgGs
nachgewiesen werden konnte. Hierfir wurde ein Substrat aus Substratpuffer und
Paraphenylen-Diamin mit 1pl/ml H,0, versetzt und 50ul in jedes wel/ gegeben. Bei einem
Farbumschlag in den ersten Reihen wurde die Reaktion mit Stoplésung beendet und die

Konzentration photometrisch bei 490nm gemessen.

Substrat: 1mg/ml OPD in Substratpuffer (OPD: ParaphenylenDiamin)
50pul/well
STOP-Lsg: 1m H,SO,
50ul/well
Substratpuffer: 0,2M NaH,PO,
0,1M tri-Na-Citrat
pH 5,0
Waschpuffer: 1xPBS / 0,05% Tween

2.10 Western-Blot

2.10.1 Probenvorbereitung fur die Proteinbestimmung

Fur die Bestimmung der Proteinexpression im Verlaufe der Entwicklung des Saugerhirns
wurde die Befruchtung der Balb/c Mause zeitlich abgestimmt und die Embryonen und Foten
an den Entwicklungstagen 15 und 19 entnommen. Aufgrund der geringen Gréf3e wurde im
Stadium F15 das Hirn nicht vollstandig freiprapariert. Dies war erst in Stadium F19 mdglich.
Eine weitere Probengruppe stellten Jungtiere am ersten Tag nach der Geburt (T1) dar. Fur
das Adultgewebe wurden die Muttertiere verwendet, das Hirn auf der Medianebene geteilt

und die Halften einzeln weiterverarbeitet.
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2.10.2 Proteinextraktion fur Western Blot

Der modifizierte Ripa-Puffer (2.10.4.9) wurde auf 100°C erhitzt. Das Gewebe wurde grob auf
Eis zerkleinert und pro 100mg ca. 1ml Ripa zugegeben. Daraufhin wurde das Gewebe mit
einem Sonifizierer moéglichst komplett zerkleinert. Hierbei wurde die Probe immer wieder auf
Eis gekduhlt.

AnschlieBend wurde eine Stunde bei 14000 rpm und 8°C zentrifugiert, der Uberstand in ein
neues Eppi tberfiihrt und dieser nochmals 45min bei 14000 rpm zentrifugiert. Der Uberstand
wurde erneut in ein neues Reaktionsgefall tberfuhrt und 1pl proteinase-inhibitor-cocktail

(roche) zugegeben. Der Proteinextrakt wurde in 1pg-Aliquots bei -20°C gelagert.

2.10.3 Proteinquantifizierung nach Bradford

Die Proteinquantifizierung nach Bradford beruht auf der Absorptionsanderung des Farbstoffs
Coomassie-Blau von 465nm auf 595nm nach unspezifischer quantitativer Bindung an
basische Aminosauren (BRADFORD M., 1976). Zur genauen Quantifizierung der Proteinmenge
wurde mit Hilfe einer BSA-Verdinnungsreihe eine Eichgerade erstellt.

Die BSA-Verdinnungsreihe wurde ausgehend von einer 400ug/ml Stammlésung angesetzt.

Pipettierschema:

BSA (ug/ml) Hl aus BSA-Verdiinnung pl H20dd

0 - 110

20 40 pl aus 100 pg/ml 160

30 45 pl aus 100 pg/ml 105
40 80 pl aus 100 pg/ml 120
50 60 pl aus 100 pg/ml 60

60 120 pl aus 100 pg/ml 80

80 160 pl aus 100 pg/ml 40
100 200 pl aus 400 pg/ml 600

Durchfuihrung

Die Proben wurden fir die Messung 1:20 und 1:40 verdinnt.

Pipettierschema
1:20 10 pl Pr. + 190 pl H,Odd
1:40 5pulPr. + 195 pl H,Odd
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Je 50pl der Standard-Verdunnungsreihe und der Probenverdiinnungen wurden in die wells
der Mikrotiterplatte gegeben; Wenn es die Anzahl der Proben zuliel, wurden jeweils
Doppelbestimmungen durchgefihrt.

Zwei Teile Roti®-Quant (5x) wurden mit 5,5 Teilen H,0dd verdiinnt und je 200pl zu den
vorgelegten Standards und Proben pipettiert.

Die Mikrotiterplatte wurde flr 5 min bei RT inkubiert und anschlieRend bei OD590 gemessen.
Fur die Verrechnung ( Bestimmung der Proteinmenge) mufite nun die OD595 fir jede Probe

gegen die eingesetzte Proteinmenge auftragen werden.

2.10.4 Glycin-SDS-PAGE,Western Blot mit anschlieBendem ECL-Nachweis

2.10.4.1 Gel gielR3en: fur 1 mm dicke Gele (Herstellung von SDS Gelen)

Die Glasplatten wurden mit Athanol 70% gereinigt und nach Anleitung des Herstellers
zusammengebaut und in den Gelgiel3stand geklemmt. Die gewtnschte Gelkonzentration fir
das Trenngel wurde ausgwahlt und nach Pipettierschema zusammenpipettiert. (Nach Zugabe
von TEMED und APS wurde wegen der beginnenden Polymerisation das Gel umgehend
gegossen. Das Trenngel sollte bis etwa bis 1,5 cm unter den Rand gehen. Der Rest der
Gellésung verblieb im Falkon und diente der Kontrolle der Auspolymerisierung.WEG) Das
Trenngel wurde mit Isopropanol 60% Uberschichtet. Nach erfolgter Polymerisation des
Trenngels (etwa 30 min) wurde das Isopropanol entfernt. Nach Sptlen mit H,O dd wurde die
Gelfront  mit  Filterpapierstreifen  getrocknet. Die  Sammelgel-Lésung  wurde
zusammenpipetiert, auf die Trenngelfront gegeben und der Kamm eingestzt. Nach dem
Auspolymerisieren wurde das Gel direkt beladen oder konnte in feuchtem Kichentuch

eingewickelt in einer Plastiktite bei 4°C gelagert werden.
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2.10.4.2 Pipettierschema Acrylamidgele

TG=Trenngel, SG=Sammelgel

Mengen fur 2 Gele (normal TG12% u SG4%)

6% 8% 10% 12% 15% 20% 4% 6%
TG TG TG TG TG TG SG SG
30% Acrylamid
mit BIS (0.8%) 1600 pl | 2134 pl | 2666 pl | 4000 pl | 5000 pl | 5334 pl | 800 pl | 800 pl
4 x Trenngel- 2000 pl | 2000 I | 2000 pl | 2500 pl | 2500 pl | 2000 pl [ ~ceoeeren | —oeenen
puffer
4 x Sammelgel-
ouffer | T | [ e | [ 1500 pl | 1000 pl
dd H,0 4354 pl | 3820 pl | 3288 pl | 3300 pl | 2500 pl | --------- 3600 pl | 2177 pl
TEMED 6 pl 6 pl 6 pl 6 pl 6 pl 6 pl 8 ul 8 ul
APS 100l | 200l |[100pl | 100pl | 100pl | 100l f30ul | 30wl

2.10.4.3 Proben auftragen: (SDS Gelelektrotphorese)

Vor dem Auftragen wurde die
Proteinlosung 1:1 mit Lammli-Puffer
(2x) versetzt, die Proben fur 3 min bei
95°C aufgekocht und auf Eis gestellt.
Das Gel wurde nach Anleitung in die
Laufkammer eingesetzt, diese mit
Elektrophoresepuffer befllt, die Proben
aufgetragen und die Kammer an die
Stromquelle angeschlossen. Bei Eintritt
der Laufmittelfront in das Trenngel
wurde die Spannung von bisher 110V
auf 200V erhoht. Nach dem Lauf wurde
das Gel in Blotpuffer aquilibriert.

(Far den Blot wurden die
Nitrocellulosemembran der PorengréfRe
0,2um und sechs Lagen Filterpapier

zurechtgeschnitten.)

Fiber pad

Filter paper
Membrane
Gel

Filter paper
Fiber pad

Gel holder
cassette

Bio-lce

cooling

unit (keep
frozen at -20 °C)

Buffer tank

Abbildung 2-9 Aufbau von Gelkammer und Blot
Gezeigt ist der schematische Aufbau der Mini Trans-Blot
Electrophoretic Transfer Cell von Bio-Rad.
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2.10.4.4 Coomassie-Farbung:

Die Detektionsgrenze dieser irreversiblen Farbemethode liegt bei 0,5-2 g Protein pro Bande.
Das Gel wurde mit Coomassie-Losung Ubergossen, 15 min auf dem Taumelschuttler
geschuttelt und im Anschluf? die Losung zurlick in die Flasche gegeben. Nach zwei kurzen
Waschschritten mit Entfarberldsung wurden die Waschintervalle von erst 5 min auf eine
Stunde erweitert. Ein weiterer Waschschritt wurde tber Nacht durchgefihrt.

Das Gel konnte in der Entfarbe-Losung aufbewahrt werden. Vor einem moglichen Trocknen
des Gels sollte dieses intensiv gewassert werden, da die Essigsdure zu einem Reien der

Gele fuhrt.

Coomassie Farbelbsung: (1000 ml)
0,1% Coomassie R 250 (1 g)

10% Essigsaure (100 ml Eisessig)
50% EtOH (500 ml)

mit H,Odd auf 1000 ml aufftllen

Entfarbeldsung fur Coomassie: (1000 ml)
7,5% Essigsaure (75 ml Eisessig)

25% EtOH (250 ml EtOH)

mit H,Odd auf 1000 ml aufftllen

2.10.4.5 Silber-Farbung

Die Detektionsgrenze liegt bei dieser Methode bei unter einem ng pro Bande. Hierzu wurde
das Gel in EtOH 509% fir 15 min fixiert, anschliefend kurz mit H,O44 abgespilt und 15 min
unter leichtem Schitteln in der Farbebelésung gefarbt. Das Gel wurde darauf in H,O
Uberfihrt 5 min gewaschen und im AnschluB3 in die Entwicklerlésung gegeben und inkubiert,
bis deuliche Banden zu sehen waren. Dann wurde die Reaktion umgehend durch Uberfiihren
in Stopperlésung beendet, das Gel dort 2 min geschwenkt und weitere 10 min in der L6sung

belassen. Daraufhin konnte es getrocknet oder in Stopperlésung aufbewahrt werden.

Farbeldsung: (Direkt vor Gebrauch ansetzen!)

Losung A: 0,8 g AgNO3 in 50 ml Erlenmeier geben, in 4 ml H,O4q I0sen
Losung B: 2,1 ml 1IN NaOH in einen 100 ml Erlen geben, + 1,6 ml NH3, mischen

Losung A wird langsam in Losung B gegeben, dabei den Kolben schwenken. Es bildet sich
ein brauner Niederschlag, der sich aber wieder 16st. (Falls nicht, vorsichtig mit NH;
nachtitrieren).

Erlenmeier bis zur 100 ml-Marke mit H,Odd auffillen.
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Entwickler: (Direkt vor Gebrauch ansetzen!)

250 mg Zitronensaure in 250 ml Erlenmeier geben, mit H,Odd auf 250 ml aufftllen.
Zitronensaure losen lassen.

0,8 ml Formaldehyd zugeben (37%), mischen.

Stopperl6sung:
50% Athanol oder Methanol

10% Essigsaure

2.10.4.6 Blot

Nachdem das Gel ca. 15 min und die Membran 5 min in Tank-Blotting-Buffer aquilibriert war,
konnte mit dem Blotaufbau nach Anleitung, siehe Abbildung 2-9, begonnen werden. Vor dem
Zusammensetzen wurden auch die Fiber-Pads und das Filterpapier jeweils mit Tank-Blotting-
Buffer getrankt und die Blotklemme mit dem Eisblock in die Kammer eingesetzt. Der Transfer
wurde bei 100V und 350mA fiir eine Stunde durchgefihrt.

Nachdem das System auseinandergebaut war, konnte der Proteintransfer durch eine
Ponceau-S-Farbung (siehe 2.10.4.7) der Membran Uberprift werden. Das Gel wurde
verworfen oder mittels Comassie-Farbung die Menge im Gel verbliebener Proteine bestimmt.
Die Membran wurde nun fur eine Stunde in 5% (w/v) NFDM in PBS Tween (0,1%) blockiert.
Im Anschluss wurde die Membran in Blockinglésung mit primarem Antikérper Gber Nacht bei
4°C inkubiert. Am n&chsten Tag wurde die Membran 2x kurz mit PBST gespult, einmal fur 15
min und noch 3x fir 5 min in PBST gewaschen, bevor die Inkubation mit sekundarem
Antikorper (ECL rabbit oder mouse 1gG, HPR-Linked) fur eine Stunde bei RT in PBST erfolgte.
Darauf wurde wieder 2x kurz mit PBST gespult, einmal fir 15 min und noch 3x fir 5 min in

PBST gewaschen. Nun konnte die Detektion in der Dunkelkammer durchgefihrt werden.

2.10.4.7 Ponceau S-Farbung

Hierfir wurde der Blot mit Ponceau-S-Losung (bergossen und 15 min auf dem
Taumelschittler geschuttelt.

Die Ponceau-S-Lésung wurde abgeschittet und die Membran wurde 2x kurz und 2x 5 min
mit VE-H,0O gewaschen. Die Banden sollten nun deutlich sichtbar sein.

Eine vollstandige Entfarbung fand beim Blocken in NFDM statt.

Ponceau-S-Farbelosung:

0,2 g Ponceau

1 ml Eisessig

ad 100 ml mit VE-Wasser auffillen
lagern bei 4°C und lichtgeschitzt
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2.10.4.8 Detektion: ECL-Nachweis

In der Dunkelkammer wurde die ECL Lésung zusammenpipettiert wie folgt

4 ml Reagenz A
+ 400 pl Reagenz B

und fur 2min auf der abgetropften Membran inkubiert. Nach dem AbgieRen der ECL Ldsung
wurde die Membran luftblasenfrei zwischen zwei Klarsichtfolien in eine Expositionskammer
eingelegt. Nach abgeschlossener Filmexposition wurde der Blot in PBS iberfiihrt und bei 4°C

bis zur weiteren Verwendung gelagert.

2.10.4.9 Rezepte SDS-Page und Western

Ripa-Puffer, modifiziert (fur Extrakte)

10 mM Tris 0,121 g
1 mM CacCl2 0,0147 g
0,5% NP-40 0,5 ml
0,5% Desoxycholinsaure 0,59
0,1% SDS 0,1g
150 mM NacCl 0,876 g
10 mM NaF 0,042 g

25 mM R-Glycerophosphat 0,612 g

pH 7,4, auf 100 ml
aliquotieren, -20 od -80°C

2 x Lammli-Puffer

125 mM Tris 757 mg od. 6,25ml1 M

4% SDS 29 od. 20 ml 10% iges

20% Glycerol 10 mi

10% R-MercaptoAthanol 5 ml

2 mM EDTA 29 mg od.0,2ml0,5M =

0,04% Bromphenolblau 0,02 g
pH 6,8 mit HCI

ad 50 ml mit Bidest
SDS-Trenngelpuffer 4x

1,5 M Tris 90,99
0,4% SDS 20g

ad 500 ml, pH 8,8
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SDS-Sammelgelpuffer 4 x

0,5 M Tris 15,13 g
0,4% SDS 1049

ad 250 ml, pH 6,8

10 x Elektrophoresepuffer

250 mM Tris 151,37 g
1,92 M Glycin 720,96 g
1% SDS 509
pH 8,4, ad 5 |
Tank Blotting Buffer
41
Tris 3,029 g 15¢
Glycin 11,261 g 56 g
20% Athanol 200 ml (noch nicht zugeben, da flichtig)
ad 11 ad 4|

pH sollte ohne Einzustellen ca. pH 8,3 betragen
Non Fat Dry Milk ftr ECL

Non Fat Dry Milk 2509
in 50 ml PBS/Tween

PBS 1x fur ECL

5x
11,5 g Na,HPO, 57,59
2,96 g NaH,PO, 14,8 g
5,84 g NaCl 22,2 ¢

pH 7,5, ad 1000 ml

PBST
PBS fir ECL + 0,1% Tween 20

1 ml Tween auf 1 | PBS
ECL-Detektion Reagenzien

Losung A: 200 ml 0,1M Tris, pH 8,6
50 mg Luminol
4°C
Losung B 11 mg p-Hydroxycoumarinsaure
10 ml DMSO
dunkel, RT

71



Material und Methoden

2.10.5 Strippen von Nitrocellulose-Membranen

Um auf einem Blot einen weiteren Nachweis mit einem anderen Antikérper durchzuftihren,
wurden die Antikdrper-Reste des vorherigen Nachweises entfernt. Hierfir wurde die
Membran fur 30 min bei 50°C unter leichtem Schwenken in Stripping-Puffer inkubiert und im
Anschluf? 2x 10 min in TBS-T (oder PBS-T, je nach vorher verwendetem Puffersystem)
gewaschen. Nun wurde wieder mit 5% (w/v) NFDM in PBS Tween (0,1%) blockiert und

weiter wie unter 2.10.4.6 verfahren.

Rezept Stripping-Puffer:

62mM Tris, pH 6,7
2% SDS
100mM B-MercaptoAthanol

Fur 100ml Stripping-Puffer:
0,757g Tris
2g SDS

0,7813g B-MercaptoAthanol
ad 100ml VE-H,0
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2.11 Zellbiologische Arbeitsmethoden

2.11.1 Zu beachtende Arbeitsbedingungen bei Eukaryontenzellkulturen

Alle Arbeitschritte der Praparation und Zellkultivierung erfolgten unter einer Sterilbank
mit sterilisierten Geraten, steril filtrierten, autoklavierten oder bereits steril gekauften
Substanzen, um eine Kontamination der Eukaryontenzellen mit Bakterien, Pilzen oder

Mycoplasmen zu vermeiden.

2.11.2 Kultivierung der Zelllinien

Zelllinie Medium

neuronale Priméarkultur Dulbecco’s MEM / Nut Mix F12
Hybridomazellen Hybridoma-SFM

alle weiteren Zelllinien auRer DK-MG Dulbecco’s Mod Eagle Medium
DK-MG RPMI 1640 Medium

Die Zellen wurden in 25 ml-Zellkulturflaschen mit 7 ml Medium kultiviert. Alle 3-4
Tage, wenn etwa 70-80% der Zellen konfluent waren, wurden die Zellen im Verhéltnis 1:4

verdunnt. Die Kultivierung der Zellen erfolgte in einem CO,-Begasungs-Brutschrank bei 37°C.

2.11.3 Inaktivieren von Fotalem Kéalberserum Albumin (FCS)

Diese Denaturierung ist unbedingt vor Gebrauch des Serums in der Zellkultur
durchzufuhren. Das bei -20°C gelagerte FCS wurde Uber Nacht im Kuihilschrank aufgetaut
und darauf auf Raumtemperatur erwarmt. In einem auf exakt 56°C vorgewarmten
Wasserbad wurde das FCS fur 30 Minuten inkubiert, wobei es alle funf Minuten leicht
geschwenkt wurde. Darauf wurde es aliquotiert und kihlte langsam im Kihlschrank ab.

Das FCS wurde bei -20°C gelagert.

2.11.4 Passagieren der Zelllinien

Medium: 10% [v/v] FCS; 200 U/ml Penicillin, 50 U/ml Streptomycin;
in DMEM-Medium

1 x PBS: 0,137 M NacCl; 0,0027 M KCl; 0,00115 M KH,POQOy,; 0,0065 M
Na,HPO,42H,0 in A. dest.

1 x Trypsinlsg.: 10 x Trypsin/EDTA-LOsung 1:10 in 1 x PBS
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Zum Passagieren der Kulturzellen in 25 ml-Zellkulturflaschen wurde zuné&chst das
Medium abgesaugt. Danach wurde mit 1-2 ml 1 x PBS kurz gewaschen. Durch Zugabe von
1ml Trypsinlésung losten sich die Zellen innerhalb von 1-2 min Inkubation bei 37°C vom
Flaschenboden ab. Zugabe von 4 ml Medium inhibierte die enzymatische Wirkung des
Trypsins. Die Zellsuspension wurde 1:4 verdinnt und in einer frischen Zellkulturflasche

ausplattiert ausgesat.

2.11.5 Beschichten der Deckglaschen

Poly-L-Lysin-L6sung: 10 pg Poly-L-Lysin / ml A. dest.

In jedes Loch (wel) einer 24-well-Platte wurde ein hitzesterilisiertes Glasplattchen
gelegt und 20 Minuten lang mit 0,7 ml poly-L-Lysin (10 pg/ml) inkubiert. Anschliel}end wurde
die Flussigkeit grindlich abgesaugt, da poly-L-Lysin toxisch wirkt. Die Plattchen sind mit
einer abgeflammten Nadel mittig positioniert worden und konnten anschlielfend 2 h

trocknen.

2.11.6 Kultivierung der Zelllinien auf Deckglaschen

Medium: 10%][v/v] FCS; 200U/ml Penicillin, 50U/ml Streptomycin; in DMEM-

Medium
Die Zellsuspension aus den Kulturflaschen wurde auf eine Konzentration von 10°

Zellen/ml mit Medium verdinnt und je 1 ml Suspension in einem wel/ der 24-we/FPlatte auf

ein Deckglas gegeben. Nach 4 Tagen wurden die Zellen fixiert.

2.11.7 Fixierung und Aufbewahrung von Kulturzellen

PEA (4%): 4% [w/v] PFA in 1 x PBS, pH 7,4
1 x PBS: 0,137 M NaCl; 0,0027 M KCI; 0,00115 M KH,PO,; 0,0065 M

Na,HPO,2H,0 in A. dest.

Die mit Zellen bewachsenen Glasplattchen wurden in Paraformaldehyd (PFA 4%)
Uberfuhrt, fir 10 Minuten fixiert und anschlieRend zweimal in 1 x PBS gewaschen.

In frischen 24-we/lPlatten wurden die Zellen in 1 x PBS bei 4°C gelagert.
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2.11.8 Herstellung primérer hippocampaler Zellkulturen

(modifiziert nach ALKONDON und ALBUQUERQUE, 1993)

Alle im folgenden verwendeten Tiere wurden im Tierstall des Instituts flr
Physiologische Chemie und Pathobiochemie der Johannes Gutenberg-Universitat, Mainz
gezichtet. Hippocampale Primarkulturen wurden aus CD-Ratten des Stadiums Fotaltag 19
(RF19) angelegt.

Da die Zellen nach Abschluss der Wachstumsphase immunhistologisch untersucht werden
sollten, ohne die Zellen vom Untergrund l6sen zu muissen und dabei die morphologischen
Merkmale zu zerstdren, wurden Glasplattchen in den wells untergelegt. Auf diesen waren die
Zellen transportabel und das Glas ermdglichte, im Gegensatz zu Kunststoff, nach der
Antikorperfarbung eine Untersuchung unter dem Fluoreszenzmikroskop. Zellen setzen sich
nicht gerne auf Glas ab, sondern bevorzugen organische Oberflaichen, wie z.B. den
Kunststoff der wel-Platten. Um den Zellen ein Festsetzen zu erleichtern, wurde das Glas mit

Poly-L-Lysin beschichtet.

2.11.8.1 Praparation der hippocampalen Region
1 x HbSS-Puffer: HbSS-Puffer (10 x) 1:10 in A. dest

Zur Herstellung einer hippocampalen Primarkultur wurden die Hippocampi fotaler
Ratten, Tag 18/19, verwendet. Alle Praparationsschritte wurden in einem separaten Raum
zur Zellkultur mit sterilem Besteck und sterilen Puffern durchgefihrt.

Ein trachtiges Muttertier wurde mit CO, betaubt, durch Uberstrecken des Kopfes devitalisiert
und auf dem Rucken liegend fixiert. Die Ventralseite wurde mit EtOH (70%) durchtrankt. Am
Unterbauch wurden nacheinander Haut und Bauchfell vorsichtig aufgeschnitten und die
Darmschlingen beiseite geschoben. Die beiden langen Uterushérner, die im Durchschnitt je
sechs bis sieben hintereinander aufgereihte Placenta-Anlagen mit FOoten enthielten, wurden
herausgenommen. Sie wurden in sterilem HBSS-Puffer aufgeschnitten, um die Foten mitsamt
ihrer Fruchtblasen zu entnehmen. Auf HOhe des Mutterkuchens konnte die Fruchtblase
eingeschnitten werden, ohne den Fotus zu verletzen. Der Schnitt wurde so weit fortgefuhrt,
bis der Fotus herausfiel. Mit einer gro3en Pinzette wurde ein Fotus auf BrusthOhe gehalten
und mit einer spitzen Schere das Rickenmark unterhalb des Hinterhauptlochs (Foramen
magnum) durchtrennt. Nun wurde ein erster Schnitt unterhalb der noch knorpeligen
Schadeldecke vom F.magnum bis zum Nasenrlcken gefuihrt. Dem folgten zwei Schnitte
rechts und links unterhalb der Ohren vom F.magnum in Richtung Augen. Die beiden
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entstandenen ,Lappen“ lieBen sich mit einer Pinzette nach vorne klappen, wodurch das
Gehirn freigelegt wurde. Das Gehirn wurde mit einer gebogenen, stumpfen Pinzette durch
Unterheben entnommen und in eine auf Eis stehende Petrischale mit HBSS-Puffer tUberfihrt.
Durch einen Kkleinen sagitalen Schnitt wurden die beiden Vorderhirn-Hemispharen
voneinander getrennt und von schrdg hinten einzeln vom Hirnstamm abgeschnitten. An der
Schnittflache war erstmals der Hippocampus sichtbar. Dieser wurde nach Entfernen der

Meningen vorsichtig herausprapariert.

2.11.8.2 Vereinzeln und Auszahlen der Priméarkultur

1 x Trypsinldsung: 10 x Trypsin-EDTA-L6sung 1:10 in DMEM

Alle weiteren Schritte wurden in der Zellkultur unter sterilen Bedingungen
durchgefuhrt. Mit einem Skalpell oder einer feinen Schere wurden die Hippocampi zerkleinert
und im Anschluss 30 Minuten in 1x Trypsin bei 37°C inkubiert. Die Proteasefunktion des
Trypsins lockert den Zellverband auf und macht eine spatere Vereinzelung der Zellen
maoglich. Der entstandene Zellklumpen wurde vorsichtig mit einer groRen Pipette eingesogen
und in 5 ml Zell-Medium gegeben, in dem er langsam nach unten sank. Dieser Waschschritt
wurde ein weiteres Mal wiederholt. Nun wurden die Zellen in 2 ml Medium aufgenommen
und mit z.T. Gber dem Bunsenbrenner verengten Pasteurpipetten dissoziiert.

Das Auszahlen einer 1:10 Verdinnung der Zellen wurde in einer Neubauer-Zahlkammer
durchgefiihrt. AnschlieBend wurden die Zellen in einer Dichte von 1-2x10° Zellen in einer 24-

wellPlatte mittig auf Glasplattchen ausplattiert.

2.11.8.3 Kultivierung der primaren hippocampalen Zellen

Medium: Dulbecco’s MEM / Nut Mix F12 (fir neuronale Primarkultur)
B-27 Supplement 2%[v/V]
L-Glutamin 2,0 mmol

200 U/ml Penicillin, 50 U/ml Streptomycin
Pro well in einer 24-well-Platte wurden 50 pl Zellsuspension (entsprach einer Dichte

von 1-2 x 10° Zellen) mittig auf die Glasplattchen pipettiert. AnschlieRend konnten die Zellen

U.N. im Inkubator allmahlich absinken.
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Am néachsten Tag sollten die Zellen vereinzelt liegen und keine Aggregate gebildet haben.
Nun wurden die wells mit 1 ml Medium sehr vorsichtig aufgefillt.

Alle zwei bis drei Tage wurde die Halfte des Mediums durch auf 37°C vorgewéarmtes, frisches
ersetzt.

Nach sieben Tagen konnten die ersten Kulturen fixiert werden, da die Neuronen weitgehend
alle Axone und Dendriten ausgebildet hatten. Mit 14 Tagen war das Maximum an
Neuritenwachstum erreicht. Die Fixierung und Lagerung erfolgte wie unter 2.11.7

beschrieben.

2.11.9 Transfektion von Zelllinien mit peGFP

Die Transfektion wurde mit FUGENE™

Transfection Reagent der Firma Roche in 3cm
Petrischalen mit Glasboden gemaR Protokoll durchgefiihrt, nach 12 Stunden fotografiert und
fir eine anschlieBende Antikorperanfarbung fixiert. Die Transfektion wurde mit
Unterstitzung von Jez Simpson am EMBL (European Molecular Biology Laboratory) in

Heidelberg durchgefinhrt.

2.11.9.1 pGFP- Funktionsprinzip

Zur intrazellularen Lokalisation der beiden Globine wurde die GFP-Methode verwendet
(CHALFIE et al, 1994). Hierbei wird die cDNA des zu untersuchenden Gens in einem
Expressionsvektor direkt vor bzw. hinter ein Gen ligiert, das fir ein grin fluoreszierendes
Protein (GFP) kodiert. Dieses Protein stammt aus der Qualle Aequorea victoria und besteht
aus 238 Aminosauren. Die hier verwendete Variante ist 27 kDa grol3, und seine Extinktion

liegt bei 488 nm bei einem Emissionsmaximum von 510 nm. Transfiziert
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Abbildung 2-10: Verwendete GFP-Vektoren der Firma CLONTECH Laboratories.

Sie unterscheiden sich in der Anordnung der multiple cloning site (MCS) zum fluoreszenzkodierenden
Gen (EGFP). Bei dem pEGFP-N1 Vektor ist die MCS N-terminal positioniert, wahrend sie bei dem
PEGFP-C1 Vektor am C Terminus des Gens liegt.

man dieses Plasmid in eine eukaryotische Zelle, fiihrt das zu einer Uberexpression des GFP-
Gens und des einklonierten Gens. Da die beiden direkt hintereinander liegenden Gene vom
selben Promotor transkribiert werden, missen die Gene im gleichen Leserahmen liegen und
das vordere Gen darf Uber kein Stoppcodon verfiigen.

Neu: Die Globingene und das GFP-Gen liegen in beiden Plasmid-Varianten innerhalb eines
Leserahmens direkt hintereinander und werden nicht durch ein Stoppcodon unterbrochen.
Ausgehend von dem CMV-Promotor des Plasmids wird ein Transkript erstellt, von dem ein

Fusionsprotein beider Gene translatiert wird (NgB-GFP, CyGB-GFP, GFP-NgB, GFP-CygB).

Die Proteine werden auch in einem Stiick zusammenhangend translatiert. Besitzt das zu
untersuchende Protein ein Signalpeptid, so lasst es sich in der Zelle anhand des anhaftenden

griun fluoreszierenden Proteins lokalisieren.

2.11.10Wegfrieren einer Zelllinie

Gefriermedium jeweiliges Zellmedium inkl. Antibiotika, FCS (2x)
Dimethylsulfoxide (DMSO)  10% [v/v]

Zur Lagerung wurde eine Zelllinie in flissigem Stickstoff weggefroren. Hierfir wurde
ein Einfriermedium angesetzt, das die doppelte Menge FCS des normalen Zellmediums und
10% [v/v] DMSO enthielt. DMSO wirkt toxisch auf die Zellen, verhindert aber ein Platzen der

Zellen beim langsamen Abkiihlungsprozess. Eine zu 80% konfluent gewachsene Zellkultur in
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einer 25 ml Flasche wurde wie zur Passage (siehe 2.11.4) gel6st. Die Zellsuspension konnte
nun in ein 15 ml Falcon dberfihrt und fir 2 Minuten bei 180 g und 4°C zentrifugiert werden.
Das Medium wurde abgesogen und das Zellpellet durch vorsichtiges Pipettieren in 5,4 ml
Gefriermedium aufgenommen. Da nun die vitalen Zellen mit dem DMSO in Kontakt kamen,
musste die Suspension zlgig auf drei Kryorohrchen & 1,8 ml verteilt und auf Eis gestellt
werden. Uber Nacht konnten die Zellen in einer Styroporbox bei -80°C komplett durchfrieren

und am néchsten Tag in den fllssigen Stickstoff Gberfihrt werden.

2.12 Herstellung von monoklonalen Antikorpern

Zur Gewinnung von monoklonalen Maus-Antikérpern gegen Neuroglobin wurden in
der AG Burmester, Zoologie, J.G. Universitdit Mainz, verschiedene Antigene zur
Immunisierung vorbereitet:

- 15meres Peptid (H,N-CLSSPEFLDHIRKVML-CONH,, AS: 55-70), an KLH gekoppelt

- rekombinantes Hsa NGB

- rekombinantes Hsa NGB an KLH gekoppelt
Die Immunisierung und Fusion wurde von Prof. Dr. Sigrid Saaler-Reinhardt, Institut fr
Physiologische Chemie, J.G.-Universitdt Mainz, durchgefuhrt und ist im Anhang detailliert

beschrieben.

2.12.1 Makrophagenisolierung

Die Makrophagen wurden einem nicht zu fetten BALB/c Mauseweibchen entnommen.
Die Praparation fand wegen der Infektionsgefahr mit Mycoplasmen in einem von der
Zellkultur abgesonderten Raum in einer sterilen Werkbank statt. Die devitalisierte Maus
wurde auf dem Riicken liegend an den Vorderbeinen fixiert und das Fell mit 70% Athanol
desinfiziert. Nachdem das Fell auf der Bauchseite entfernt war, wurde seitlich in die
Bauchdecke ein kleiner Schnitt gesetzt, durch den der Bauchraum mit einer Pipette dreimal
mit je 1ml 1xPBS gespult wurde. Dies wurde auf der gegeniberliegenden Bauchseite
wiederholt. Das aus dem Bauchraum aufgesogene PBS wurde in einem auf Eis stehenden
Falcon gesammelt. Die darin enhaltenen Makrophagen wurden gezahlt und anschlieRend
zentrifugiert. Aus einem adulten Tier erhalt man 1-5x10° Makrophagen, die in einer Dichte

von 1x10* Zellen/cm?2 ausgesat wurden.
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Die Makrophagen kénnen als Feederfayer fir schlecht wachsende Klone verwendet werden,
fir eine Fusion oder zur Herstellung von konditioniertem Medium. Zur Konditionierung lasst
man das Kulturmedium fir 5-7 Tage auf den Makrophagen, was zu einer Anreicherung des
Mediums mit Wachstumsfaktoren fuhrt. Nach dem Absaugen und Zentrifugieren kann es
aliquotiert und bei -20°C weggefroren werden. In ein 24er-wel// gibt man davon 1-2 Tropfen

in eine 25ml Kulturflasche 12 ml.

2.13 Die Produktion von mAk in Kulturiiberstanden

Die bei der Fusion erhaltenen Hybridomzelllinien sollten fir die Produktion
monoklonaler Antikdrper vermehrt werden. Bevor man das Volumen erhdhen konnte,
mussten folgende Kriterien erfillt werden:

1. Die Hybridomzelllinie muss monoklonal sein. Dies ist nur sichergestellt, wenn sie

mindestens einmal rekloniert wurde.

2. Die Zelllinie muss homogen sein. Um zu Uberprifen, ob annahernd 100% der

Zellen Antikdrper produziern, werden Cytozentrifugen-Praparate angefertigt.
3. Die Immunreaktivitit des Antikdrpers muss im ELISA und durch

Immunfluoreszenz und auf Gewebeschnitten nachgewiesen sein.

2.13.1 Reklonierung von Hybridomzelllinien

Bei einer Reklonierung wird jeweils eine einzige Zelle in ein wel// ausgesat und
kultiviert. Bei der daraus entstehenden Zellpopulation kann man von einer 100%-igen
Homogenitat ausgehen. Da eine einzelne Zelle das Medium nicht konditionieren kénnte und
die Hybridomzellen besser in Gesellschaft wachsen, wurde einen Tag vor der Reklonierung
ein Feederlayer aus Milzzellen ausgesat. Die Milzzellen sind um ein Vielfaches kleiner als die
Hybridomzellen, so dass sie leicht von der zu klonierenden Hybridomzelle zu unterscheiden

sind.

2.13.1.1 Herstellung eines Feederlayers

Medium: Hybridoma-SFM
FBS (fetal bovine serum) 10% [v/V]
L-Glutamin 2,0 mmol

200 U/ml Penicillin, 50 U/ml Streptomycin
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2.13.1.2 Steriles Praparieren einer weiblichen Milz

Hierfur wurde einer weiblichen BALB/c Maus die Milz steril entnommen. Die
devitalisierte Maus wurde auf dem Rucken liegend an den Vorderbeinen und dem rechten
Hinterbein fixiert. Der Bauchraum wurde sorgfaltig eréffnet und der Schnitt zur linken Seite
verlangert. Hinter/unter dem linken Leberlappen befand sich die Milz. Mit einer Pinzette liel3
sie sich anheben und basal durchtrennen. Das anhaftende Fettgewebe wurde vollstandig

entfernt und die Milz in Zellmedium Uberfihrt.

2.13.1.3 Ausplattieren der Milzzellen

Uber ein Becherglas wurde ein autoklaviertes Nylonnetz mit einer Porenweite von
60um gespannt. Die Milz wurde in kleine Stiicke geschnitten und mit einem StéRel aus dem
Inneren einer sterilen 5ml Spritze durch die Gaze passiert. Zum Spilen der Gaze wurden
10ml Medium ohne Zusatze verwendet und die zerriebenen Zellen nochmals durch
mehrmaliges Resuspendieren in einer Pasteurpipette vereinzelt. 500ul dieser
Milzzellsuspension wurden zu 9,5ml Kulturmedium gegeben und dieser Ansatz zu je 100ul
auf 96er well Platten verteilt. Dieser Verdinnung der Milzzellen liegt die Annahme zugrunde,
dass man bei einer Milzpraparation ca. 1x10° Zellen erhalte, so dass dann 5x10* Milzzellen
pro 96er well vorliegen. Die Zellen konnten sich nun Gber Nacht in der 96 we/fPlatte

absetzen.

2.13.1.4 Auszahlen und Ausplattieren der Hybridomzellen

Die gut gewachsenen Hybridomzellen eines 24er wells wurden vorsichtig abgespult
und gezahlt. Die Zellen wurden so weit verdinnt, dass sich 100 Zellen in 1ml Medium
befanden. Von dieser Zellsuspension wurde z.B. 1ml zu 9ml Medium gegeben und zu je
100pl auf die 96-wel/ Platten mit dem am Vortag vorgelegten Feederiayer verteilt. Statistisch
lag nun in jedem well eine Hybridomzelle vor. Je nach Homogenitat des Klons wurden 50,
100 und 200er Verdinnungen ausplattiert.

Nach 1-3 Tagen hatten sich um die einzelnen Zellen kleine Kolonien gebildet. Jedes we// mit
nur einem Klon und Tochterzellen wurde markiert.

Nach 5-6 Tagen wurde die Halfte des Mediums vorsichtig abgesogen und durch neues
ersetzt, wobei ein Aufwirbeln der Zellen erwiinscht wurde.

War ein wel/ zu mehr als 80% konfluent, so wurden die Zellen mit einer Pipette griindlich

abgesptlt und in ein 24er well Uberfihrt. Dieser Schritt wurde nochmals wiederholt. Das
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~Urwell wurde als backup auch wieder mit Medium aufgeftllt. Auf den 24er Platten wurden
nur das erste und vierte we// belegt, da der Klon beim nachsten Splitten auf we// 2 und 3

erweitert wurde.

2.13.2 Cytozentrifugen-Praparat

Um die Homogenitét der Zellkultur zu tiberpriifen, wurden 1-2x10° Hybridomzellen in
200-300ul Medium aufgenommen und mit einer Cyto-Zentrifuge (SHANDON) bei 2000U/min
5min. auf einen fettfreien Objekttrager aufgeschleudert. Das Praparat wurde nach dem
Trocknen flr 2 min. in Aceton bei RT fixiert und wieder trocknen gelassen. Nun konnte es
bei -80°C weggefroren werden. Die IgG-produzierenden Zellen konnten mit einem
fluoreszierenden anti-Maus-lgG-Sekundarantikorper markiert werden. Hierzu wurden
zunachst die unspezifischen Bindungsstellen durch eine Prahybridisierung mit 50ul
PBS+10%FCS fur 5min. blockiert. Nach einem Waschschritt in 1xPBS konnten die
Zellen in einer dunklen, feuchten Kammer mit anti-Maus-1gG fir 30 min inkubiert werden.
War der Antikorper in 1xPBS abgewaschen, wurden die Zellen in Glycerol/p-

Phenylendiamin (2.14.4) eingebettet und am Floureszenzmikroskop ausgewertet.

2.14 Immunhistologische Methoden

2.14.1 Aufreinigung polyklonaler Antikorper

1x PBS: 10x PBS 1:10 in VE-Wasser

10x PBS: 1,3 M NaCl; 0,07 M Na,HPO,2H,0; 0,03 M NaH,PO4*2H,0 ad. 1 | VE-
Wasser; pH 7,4

Glycinpuffer: 100 mM, pH 2,5-3,0

Tris: 1M Tris, pH 9,5

NaN3-Losung: 1mM NaNj3 in 1x PBS

Die Antikdrperaufreinigung der anti-NGB-Antikdrper bzw. anti-CyGB-Antikdrper
enthaltenden Kaninchen-Antiseren erfolgte mittels einer Peptid-Saulenaufreinigung aus dem
Sulfo Link Kit der Firma Pierce. Bei dem Uber Schwefelbriicken an die Saule gekoppelten
Peptid handelte es sich um rekombinantes Ngb bzw. Cygb. Nachdem die im Kuhlschrank
aufbewahrte Saule (Vol.: 1,2 ml) auf Raumtemperatur gebracht worden war, wurde sie mit 6
ml 1x PBS pH 7,4 equilibriert. Anschlielend wurde 1 ml Antiserum, das den gewlnschten

Antikorper enthielt, auf die Saule geladen. Sobald sich das Antiserum in die Gelmatrix
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eingelagert hatte, wurden zusétzlich 0,2 ml 1x PBS dazugegeben. Auf die nun vollstandig
beladene Gelmatrix wurde ein weiterer Milliliter PBS gegeben. Die Sdule wurde eine Stunde
bei Raumtemperatur mit dem Antiserum inkubiert. Danach wurde das Serum mit 16 ml 1x
PBS von der Saule gewaschen. Der Antikérper wurde mit 6 ml 100 mM Glycinpuffer pH 2,5—
3,0 eluiert und in 1 ml-Fraktionen gesammelt, die durch Zugabe von 50 pl 1 M Tris pH 9,5
neutralisiert wurden. Die Fraktionen wurden photometrisch bei OD,g gemessen. Die
Antikorper befanden sich in den Fraktionen mit der héchsten Extinktion, die typischerweise in
der 4.-6. Fraktion gemessen wurde. Den ausgewahlten Fraktionen wurde zur Stabilisierung
10 pl ImM Natriumazid (NaN3)-Losung zugegeben, was einer Endkonzentration von 0,01mM
NaNj; entspricht. Abschlie}end wurde die Saule mit 16 ml 1x PBS von Proteinresten gereinigt,
mit Aufbewahrungspuffer (NaNjz-Losung) equilibriert und bei 4°C im Kudhlschrank

aufbewahrt.

2.14.2 Nachweis der Proteinexpression auf immunologischer Basis

Bei der indirekten Immunhisto-Fluoreszenzfarbung binden Priméarantikérper innerhalb
eines Gewebes an ihre Epitope. Um die Primarantikdrper detektieren zu kdénnen, wird ein
fluoreszenzmarkierter Sekundarantikdrper verwendet. Der Zweitantikdrper bindet spezifisch
an die F.-Fragmente der Antikbrper aus einer bestimmten Spezies und kann somit
verschiedene Primdarantikorper, die in der gleichen Spezies generiert wurden, nachweisen.
Dieser Nachweis erfolgt nach Anregung bei der fiir den Fluoreszenzfarbstoff spezifischen
Wellenlange mit Hilfe eines Fluoreszenzmikroskops.

Zum Nachweis der Expression zweier verschiedener Proteine innerhalb des gleichen
Schnittes wurden im Rahmen dieser Arbeit Doppelfarbungen durchgefiihrt. Zuerst wurde
eine indirekte Immunfarbung mit einem der polyklonalen Antikérper aus dem Kaninchen
durchgefihrt (Tabelle 2-3 In dieser Arbeit verwendete primére Antikorper). Dieser Antikdrper
wurde im Anschluss mit dem rot fluoreszierenden, Cy3-markierten anti-Kaninchen-1gG-
Antikorper detektiert (Tabelle 2-4 In dieser Arbeit verwendete sekundare Antikorper).
Anschlieend wurde eine weitere Farbung mit einem Primarantikbrper aus der Maus
durchgefiihrt (Tabelle 2-3 In dieser Arbeit verwendete primare Antikdrper). Die Detektion
des zweiten Primarantikdrpers erfolgte mit Hilfe des griin fluoreszierenden, FITC-markierten
anti-Maus-1gG-Antikorpers (Tabelle 2-4 In dieser Arbeit verwendete sekundare Antikorper),

der die F.-Fragmente des priméren Antikérpers erkennt.
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2.14.3 Indirekte Doppel-lmmun-Fluoreszenzfarbung

Erste Indirekte Immunfluoreszenzfarbung: (mit polyklonalen anti-Ngb- und anti-Cygb-
Antikérpern). Nach dreimaligem Waschen (einmal kurz, zweimal 10 Minuten) in 1xPBS
wurden die Schnitte 20 Minuten lang mit PBS/FCS 10% [v/v] bei Raumtemperatur in einer
feuchten Kammer prainkubiert, um unspezifische Bindungen zu vermeiden. Anschlieflend
wurden die Objekttrager rund um die Gehirnschnitte mit einem Kosmetiktuch abgewischt.
Von den in PBS/FCS 10% [v/v] verdiinnten Primarantikorpern wurden jeweils 70 pl auf die
Schnitte pipettiert. Die Schnitte wurden in einer feuchten Kammer im Kuhlschrank (4°C) tber
Nacht mit dem Primarantikorper (polyklonaler anti-Ngb- bzw. anti-Cygb-Antikorper aus dem
Kaninchen) inkubiert.

Die Detektion des Priméarantikdrpers erfolgte mit Hilfe eines Cy3-markierten anti-Kaninchen-
IgG-Sekundarantikdrpers. Nach dreimaligem Waschen der Schnitte in 1x PBS wurden sie mit
70 ul in PBS/FCS 10% verdinntem Sekundarantikérper inkubiert. Die Inkubation erfolgte
eine Stunde lang bei Raumtemperatur in einer feuchten, dunklen Kammer. Anschlieffend
wurde wieder dreimal in 1x PBS gewaschen, um ungebundene Immunglobuline zu
entfernen.

Zweite Indirekte Immunfluoreszenzfarbung: (mit monoklonalem anti-GFAP-
Antikérper) Vor der Inkubation mit dem zweiten Primarantikérper (monoklonaler anti-GFAP-
Antikérper aus der Maus; (Tabelle 2-3 In dieser Arbeit verwendete primare Antikorper),
mufiten die Gefrierschnitte fur 10 Minuten bei —20°C in Methanol fixiert werden. Diese fur
den GFAP Antikorper vorgeschriebene Fixierung fihrte bei den Globinnachweisen zu starken
Artefakten und wurde daher erst zu diesem Zeitpunkt durchgefiihrt. Nach dreimaligem
Waschen in 1x PBS wurden pro Schnitt 70 ul des in PBS/FCS 10% [v/v] verdinnten
Primarantikdrpers aufgetragen. Nachdem die Schnitte (ber Nacht bei 4°C mit dem
Primarantikdrper inkubiert wurden, erfolgten drei Waschschritte in 1xPBS. AnschlieRend
wurden die Schnitte bei Raumtemperatur in einer feuchten, dunklen Kammer fur eine Stunde
mit einem FITC-markierten anti-Maus-1gG-Sekundarantikdrper (Tabelle 2-4 In dieser Arbeit
verwendete sekundére Antikdrper) inkubiert. Zur Entfernung ungebundener Immunglobuline

wurden die Schnitte dreimal in 1x PBS gewaschen.
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2.14.4 DAPI-Farbung im Anschlul3 an indirekter Immunfarbung

PFA 4%: PFA 8% [v/v] in 1x PBS
1x PBS: 10x PBS 1:10 in VE-Wasser
10x PBS: 1,3 M NaCl; 0,07 M Na,HPO,x2H,0; 0,03 M NaH,PO,x2H,0 ad. 1 | VE-
Wasser; pH 7,4
Prainkubationslésung: 1x PBS / FCS 10% [v/v]
DAPI-L6sung: 50 pg/ml DAPI-Stammlésung 1:100 in 1x PBS / FCS 10% [v/V]

Einbettmedium: p-Phenylendiamin, 1 mg; phosphatgepuffertes Glyzerol,1ml 50%

[v/v]
Zur Kernfarbung mit DAPI (4 ,6-Diamidino-2-Phenylindol-Dihydrochlorid-Hydrat)
wurden je 70 ul 1x Dapi-Losung (1 X in PBS/FCS 10%) direkt auf den Schnitt oder die Zellen

pipettiert und 10 min im Dunkeln in der feuchten Kammer bei Raumtemperatur inkubiert

(entspricht 0,5 pg/ml). Die Verbindung lagert sich bevorzugt an AT-reiche Regionen in der
kleinen Furche der DNA an. Heterochromatische Bereiche des Zellkerns werden dabei starker
angefarbt als euchromatische, wodurch die Farbung stets heterogen erscheint. Danach
wurden die Praparate dreimal fur finf Minuten in 1x PBS gewaschen.

Ein Einbettmedium fir die fluoreszenzmarkierten Gewebe und Zellen sollte effizient
ein allzu schnelles Ausbleichen der Fluoreszenz unter dem Mikroskop verhindern. Hierzu

enthielt es das anti-fading-Mittel Paraphenylendiamin.

p-Phenylendiamin 1 mg
phosphatgepuffertes Glyzerol1ml 50% v/v

Zur Herstellung des phosphatgepufferten Glyzerols wurden 1mM NaCl / 1mM Na2HPO4
und 1mM NaCl / ImM NaH2PO4 so vermischt, bis ein pH-Wert von 8,0 erreicht wurde, ohne
HCl oder NaOH zu verwenden. Nun wurde das p-Phenylendiamin darin gelést und danach
das Glyzerol zugegeben.

Das fertige Einbettmedium konnte lichtgeschitzt bei -20°C flr einige Monate gelagert
werden. Wenn es nach Lichteinfluss oder langer Lagerung eine violette Farbung

angenommen hatte, war es unbrauchbar.
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2.14.5 Einbetten der Zellkulturpréaparate

Bei Zellkulturen, die auf Deckglaschen gewachsen waren, wurde auf einen Objekttrager
ein Tropfen Einbettmedium vorgelegt und mit Nagellack versiegelt. Um die Fluoreszenz
mdglichst intensiv und lange aufrechtzuerhalten, wurden die Schnittpraparate bei 4°C im

Kuhlschrank, vom Licht abgeschirmt, gelagert.

2.15 Mikroskopie und Fotodokumentation

Die indirekten Immun-Fluoreszenzfarbungen der hippocampalen Primarkulturen
wurden an einem Stereomikroskop (Firma Zeiss: Axiophot) der AG Saaler-Reinhardt (Institut
fur physiologische Chemie) ausgewertet und photographisch dokumentiert. Die pEGFP-
transfizierten Zellen wurden am EMBL Heidelberg mit einem Konfokalmikroskop der Fima
Zeiss digital erstellt und mit Photoshop nachkolloriert mit Ausnahme der pEGFP/Antikorper-
Doppelfarbungen, die auch mit dem Axiophot erstellt wurden. Mit Hilfe der
Epifluoreszenzeinrichtung des Mikroskops und dreier verschiedener Filter konnten die
Praparate ausgewertet werden. Um die mit FITC (Fluoreszein lIsothiocyanat)-markierten
Bereiche innerhalb der Praparate zu betrachten, wurde ein Filter, der alle Wellenlangen
auBer 495 nm absorbiert, verwendet. Da diese Wellenlange im griinen Bereich des
Spektrums liegt, zeigen Strukturen, die vom FITC-markierten Sekundarantikérper detektiert
wurden, eine grine Fluoreszenz. Um die Fluoreszenz von Cy3 (Indigocarbocyanin 3)
betrachten zu konnen, wurde ein Filter ausgewahlt, der durchlassig fur Licht der Wellenlange
530-570 nm ist. Dieser Teil des Spektrums ist rot, was folglich zu einer roten Farbung aller
durch Cy3 markierter Strukturen fihrt. Die Zellkerne der Gewebeschnitte waren mit DAPI
angefarbt worden, was durch Licht der Wellenlange 300-380 nm angeregt wird. Je nach Art
des Filters kann der Fluoreszenz eine unterschiedliche Farbe zugewiesen werden, da alle
Wellenlangen unterhalb von 400 nm im ultra-violetten Bereich sind und somit im fur den
Menschen nicht sichtbaren Spektrum liegen.

Alle indirekten Fluoreszenzfarbungen der Primarkulturen und der
PEGFP/Antikorperdoppelfarbungen wurden mit einem 40x Ol-Immersionsobjektiv betrachtet.
Bereiche, die in Hinsicht auf die Themenstellung interessant waren, wurden hintereinander
mit den drei verschiedenen Filtern abfotografiert. Die Filme wurden von der Firma Prisma als
Farbdiapositive entwickelt. Mit Hilfe eines Diascanners ( Nikon Coolscann 4000) der Firma

Nikon wurden die Fotos gescannt.
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Die Dokumentation der HE-Schnitte erfolgte mit Hilfe eines Phasenkontrastmikroskops der
Firma Zeiss aus der AG Technau. Es wurde stets ein 10x Objektiv verwendet. Das Mikroskop
enthélt eine Digitalkamera, so dass alle angefertigten Fotos in digitalisierter Form vorlagen.
Die Bearbeitung aller verwendeten Fotos erfolgte mit dem Bildbearbeitungsprogramm
Photoshop CS3.
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3 Ergebnisse

3.1 Quantitative Messung der Globin-Expression wahrend der Entwicklung des

Saugergehirns

3.1.1 Validierung der Assays flur die quantitative Real Time RT-PCR (qRT-PCR)

Vor dem Einsatz der Proben in der qRT-PCR wurde die Funktionalitéat aller Assays getestet.
Fur NGB stand eine minor groove binder TagMan-Sonde zur Verfligung, alle weiteren Gene
wurden mit SYBR® Green quantifiziert. Zu diesem Zweck wurden Plasmide vorgegebener
Kopiezahlen (Plasmidstandards), Leerkontrollen (NTCs — Mo Template Controls) und cDNA-

Proben eingesetzt. Eine Ubersicht aller Primer-Sequenzen ist in Tabelle 2-2 zu finden.

Tabelle 3-1: gPCR-Assays mit Gen, Nachweismethode und Quelle

Gen Nachweis Quelle
Neuroglobin (Ngb) TagMan Sonde Gerlach / Laufs
Cytoglobin (Cygb) SYBR® Green Gerlach / Laufs
Histon H2a SYBR® Green ROBERTS ET AL., 2002
Neurofilament light (AVF-L SYBR® Green Laufs
Neuronenspezifische Enolase (Nse) SYBR® Green Laufs

Die NGB- (und CyGB-)Primer einschliellich der Sonden wurden zusammen mit Frank Gerlach
(Diplomarbeit 2002 ,Molekulare Charakterisierung der Globingene Neuroglobin und
Cytoglobin bei Spalax ehrenbergl) entwickelt und sowohl fir TagMan®-Sonden- wie auch

SYBR® Green-Assays verwendet. Die weiteren Assays wurden selbst erstellt und getestet.

3.1.2 mRNA-Expressionsanalyse im Verlauf der Entwicklung des Saugergehirns

Die Analyse der Expression beider Globine wahrend der Entwicklung des Mause-
Nervensystems wurde bereits in der Diplomarbeit von H. WITAN immunhistologisch
durchgefuhrt (W1TAN 2003). Im Rahmen der vorliegenden Arbeit sollte die mRNA Expression
wahrend der Entwicklung quantitativ untersucht werden. Hierzu wurden Foten verschiedener
Entwicklungsstadien prapariert. Das friheste praparierte Fétalstadium war MF10 (10,5-11

p.c.). Bei diesen Tieren wurde die komplette craniale Region zur RNA-Extraktion verwendet.
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Ab dem Fotalstadium MF15 (14,5-15 p.c.) wurde nur das Hirn praparativ entfernt und die
RNA extrahiert. Weitere Stadien waren MF19 (19-20 p.c.), der Tag vor der Geburt und T1,

Tabelle 3-2: Probenzahl pro Entwicklungsstadium
Die Tabelle zeigt die Anzahl der Féten, die pro Entwicklungsstadium untersucht wurden.

Stadium Probenzahl
MF10 6

MF15 6

MF19 9

T1 8

Adult 3 (6 Halften)

der Tag nach der Geburt. Zum Vergleich der Grundexpression wurden Hirne von drei adulten
Tieren prapariert, die linke und rechte Hirnhalfte aber getrennt zur RNA-Extraktion
verwendet. Fur alle Stadien wurde von mindestens sechs Tieren die RNA einzeln mit dem
RNeasy MiniPrap (Qiagen) prapariert. Die Qualitdt der gewonnenen RNA wurde auf einem
Agarosegel getestet und anschlieend je 1ug RNA zu cDNA revers transkribiert.

Die Normalisierung der Proben erfolgte durch Angleichen der RNA-Konzentration vor der
reversen Transkription. Hierbei wird hauptsachlich die rRNA gemessen, die in den
kommerziellen RNA-PréparationsKits 95% der Gesamt-RNA ausmacht (BUSTIN ET AL 2002).
Der erste Entnahmezeitpunkt der Féten lag im Entwicklungsstadium MF10. Die Probenzahl
lag bei sechs. Die Probendubletts gruppierten fir Ngb um die Zyklen 32/33.

Die sechs Proben der Tiere des MF15 erreichten den Schwellenwert bei Zyklus 31. Im
Stadium MF19 waren es neun Féten bei Zyklus 26/27. Die nachste Praparation erfolgte am
Morgen nach der Geburt (T1). Der Wurf bestand aus acht Jungtieren und die NGB-
Expression lag mit einem ct-Wert von 26 knapp Uber dem Wert der Féten des Stadiums
MF19.
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Abbildung 3-1: NGB-Assay aller untersuchter Entwicklungsstadien.
Die NGB-Expression liegt in Foten des Stadiums MF10 bei einem Ct-Wert von 32/33 und steigt bis zu
den Adulttieren auf den Wert 25 an. N>6; *p<0,01; **p<0,001

Die RNA Extraktion der drei Adulthirne, bei der jede Halfte einzeln prapariert worden war,
wurde aufgrund von Problemen mit verstopfenden minipréap-Saulen und der RNA Qualitat in
einem groReren Volumen durchgefuhrt (RNeasy-midiprap, Qiagen). Alle Proben lagen darauf
bei einem Ct-Wert von 25. Einen Vergleich aller Stadien zeigt Abbildung 3-1. Hierflr wurden
zur besseren Ubersicht nicht alle Proben in den Amplification Plot mit aufgenommen. Die
NGB-Expression stieg in der Entwicklung stetig an. Im frihesten untersuchten Stadium MF10
lag Ngb bei 2325 gemessenen mRNA Kopien. Bis zum MF15-Wert stieg die Expression um
den Faktor 2,4 auf 5615 Kopien an. Zum Entnahmezeitpunkt MF19 folgte ein starker Anstieg
der Ngb-mRNA auf 143.000 Kopien, was einer Steigerung um den Faktor 55 entspricht bzw.
vom vorherigen Stadium MF15 um einen Faktor von 25,5. Bis zum Stadium T1 nach der
Geburt nimmt die Kopienzahl auf 224.100 Kopien zu, was einem Anstig um den Faktor 90
vom Fotalstadium MF10 gleichsteht bzw. um den Faktor 1,6 zum Stadium MF19. In den
folgenden sieben Wochen der nun jungadulten M&use, stieg die Expression nochmals auf
349.800 mRNA-Kopien an. Im Vergleich zum Fotaltag 10 stellt dies ein Anstieg um den
Faktor 150 dar, zum Tagl nach der Geburt um den Faktor 1,6. Die Verrechnung mit dem
ausgewahlten Haushaltsgen Histon HZa fuhrte zu einem ausgeglichenerem Anstieg der Ngb-

Expression.
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NGB NGB vs Histon
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SKopien: 2325 5615 143062 224124 349816  2Kopien: 2325 3383 70823 226388 309572
Faktor: 1,0 24 55,5 89,9 150,0 Faktor: 1,0 14 27,4 90,5 132,4

Abbildung 3-2: Ngb Expression im Hirn wéahrend der Entwicklung der Maus
Expressionsstarke von Agb relativ zum Entwicklungsstadium MF10. Darunter sind die absoluten
Molekilmengen in 50ng revers transkribierter Gesamt-RNA und der Faktor der Regulation dargestellt.
Im rechten Diagramm wurden die gemessenen Werte mit den Daten des nicht regulierten Gens Histon
H2a verrechnet. Bei den Standardabweichungen des rechten Diagramms handelt es sich um SEM-
Werte (standard error of mean), die nach dem QqBASE manual ermittelt wurden. N>6; *p<0,01;
**p<0,001

Vom Entnahmezeitpunkt MF15 zu MF19 steigt die Expression nun um den Faktor 19,6. Uber
den Zeitraum der Geburt erhoht sich die Ngb mRNA-Menge um den Faktor 3,2 und vom Tag
der Geburt bis zum Adulttier nochmals um den Faktor 1,4. Verglichen zum Fétaltag 10
entspricht der Wert der Adulttiere einem Anstieg um den Faktor 132.

Bei Cytoglobin zeigte der Amplification Plot einen ahnlichen Verlauf mit einem steten Anstieg
bis zum Adultstadium. Die relative Expressionsstarke zum Tag MF10 ist in Abbildung 3-3:
dargestellt. Cygb ist auch schon ab dem Tag MF10 nachweisbar, doch nur in etwa 1/10 der
Kopienzahl, die bei ANgb meRbar war. Der Anstieg wahrend der Embryonalentwicklung
verlauft nicht so steil wie bei Agb, so dass zwischen dem Tag MF10 (228) und den
gemessenen mRNA-Kopienzahlen in den Adulthirnen (4107) nur ein Zuwachs um den Faktor
18 vorliegt. Auch bei Cygb fihrt die Verrechnung der gemessenen Werte mit A2a zu einem
gleichméaRigeren Verlauf des mRNA-Zuwachses. Deutlich wird dies vor allem bei dem
MeRwert am Tag MF19. Dieser liegt vor der Verrechnung mit 2110 Kopien etwas tber dem
des Geburtstages T1 mit 2055 Kopien. Der Verlauf der Cygb-Expression nach Normalisierung
mit HZa korreliert mit der Messung des Cygb-Proteins und spiegelt sich auch in der Literatur

wider (MAMMEN ET AL 2006).
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CyGB CyGB vs Histon
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Abbildung 3-3: Cygb Expression im Hirn wéhrend der Entwicklung der Maus
Expressionsstarke von Cygb relativ. zum Entwicklungsstadium MF10. Darunter sind die absoluten
Molekilmengen in 50ng revers transkribierter Gesamt-RNA und der Faktor der Regulation dargestellt.
Im rechten Diagramm wurden die gemessenen Werte mit den Daten des nicht regulierten Gens Histon
HZa verrechnet. Bei den Standardabweichungen des rechten Diagramms handelt es sich um SEM-
Werte (standard error of mean), die nach dem QqBASE manual ermittelt wurden. N>6; *p<0,01;
**p<0,001

Geht man bei einer neuronalen Zelle von einem gesamt-RNA Gehalt von 15pg aus (vergl.
LoDISH ET AL., 2001), so laRt sich anndhernd die mRNA Kopienzahl pro Zelle bestimmen.
Diese Werte sind der Tabelle 3-3: Die mRNAs pro Zelle und die Faktoren der relativen
Regulation der einzelnen Gene zu ihrem Grundwert im Stadium MF10. zu entnehmen. Da fur
das Gen Cygb bekannt ist, dass es nur in sehr distinkten Zellen im S&ugerhirn exprimiert

wird, mussen die Zahlen kritisch diskutiert werden (SCHMIDT ET AL., 2004).

Tabelle 3-3: Die mRNAs pro Zelle und die Faktoren der relativen Regulation der einzelnen
Gene zu ihrem Grundwert im Stadium MF10.

Der Berechnung der mRNA pro Zelle liegt die Annahme zugunde, eine neuronale Zelle habe einen
gesamt-RNA Gehalt von 15pg (vergl. LODISH ET AL., 2001).

Gen Ngb Cygb NSE NF-L
Stadium RN Faktor MRNA: Faktor MRNA: Faktor MRNA: Faktor
Zelle Zelle Zelle Zelle
MF10 0,70 1 0,07 1 0,05 1 13,72 1
MF15 1,68 2,41 0,11 1,66 0,36 7,48 20,80 1,52
MF19 42,92 55,49 0,63 9,22 5,15| 107,75 78,53 5,72
T1 67,24 89,76 0,62 8,98 4,92| 102,82 41,05 2,99
Adult 104,96 | 150,44 1,23 17,95 27,91 | 583,78 69,12 5,04
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Zusatzlich zu der Normalisierung der Proben auf die Gesamt-RNA/cDNA sollte fur
entsprechende Normalisierungsschritte ein nicht reguliertes sogenanntes Referenzgen (oder
Haushaltsgen bzw. housekeeping gene) identifiziert werden. Hierbei handelt es sich um ein
Gen, das ungeachtet der physiologischen Umstande immer die gleiche Expressionsstérke
zeigt. Dies stellt eine weitere Mdoglichkeit dar, gemessene Expressionsschwankungen der
Zielgene zu verifizieren und sicherzustellen, dass es sich nicht um Artefakte handelt, die auf
unterschiedliche RNA Qualitaten bzw. Mengen zuriickzufiihren sind. In der Literatur konnte
kein Haushaltsgen ermittelt werden, das zur Untersuchung der mRNA-Expression wahrend
der Saugerhirn Entwicklung mit der Realtime g-PCR erfolgreich verwendet werden konnte.

e Verrechnet wurden die Werte von Ngb und Cygb mit der ermittelten Expression von
Histon HZa. Dieses Gen war von allen getesteten potentiellen Haushaltsgenen das
stabilste. In der Publikation wurde dieses Gen bei der Entwicklung von
praimplantierten Rinderembryonen untersucht (ROBERT 2002). Dort wurde Histon HZa

als gleichmaRig exprimiertes Gen beschrieben.

Histon

*k
*
I I ** **
0

MF10 MF15  MF19 T Adult

Faktor: 1 1,66 2,02 0,99 1,13

Abbildung 3-4: Histon H2a-Expression im Hirn wahrend der Entwicklung der Maus
Expressionsstarke von Cygb relativ zum Entwicklungsstadium MF10. Darunter sind die Faktoren der
Regulation dargestellt.

Da zum Zeitpunkt der RNA-Gewinnung und cDNA-Synthese noch kein geeignetes
Haushaltsgen ermittelt war, wurde standardmaRig fur die reverse Transkription ein
Poly-T-Primer verwendet. Histon HZa zahlt aber zu den Genen, deren mRNA kein
Poly-A-Ende besitzt. PCR-Tests mit anschlielender Sequenzierung der Amplifikate
zeigten jedoch, dass bei der reversen Transkription mit Poly-T-Primern auch Histon-

MRNA zu cDNA umgeschrieben wurde. Zudem konnte die in der Realtime gPCR
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amplifizierte HZ2a Sequenz erfolgreich kloniert und sequenziert werden. Q-PCR-Tests

belegten eine niedrige aber konstante Expression.

NF-L NF-L vs Histon
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Faktor: 1 1,5 5,7 3.0 5,0 Faktor: 1 09 2.8 3,0 4.4

Abbildung 3-5: NF-L-Expression im Hirn wahrend der Entwicklung der Maus
Expressionsstarke von NF-L relativ zum Entwicklungsstadium MF10. Darunter sind die Faktoren der
Regulation dargestellt. Im rechten Diagramm wurden die gemessenen Werte mit den Daten des nicht
regulierten Gens Histon HZa verrechnet. Bei den Standardabweichungen des rechten Diagramms
handelt es sich um SEM-Werte (standard error of mean), die nach dem QBASE manual ermittelt
wurden. N>6; *p<0,01; **p<0,001

WARRINGTON, beschreibt Neurofilament-Light (AMF-L) als eines von 47 Genen, das
sowohl in fotalem wie auch adultem menschlichem Gewebe gleich stark exprimiert
werde (WARRINGTON ET AL., 2000). ANF-L ist eines von drei Stltzproteinen der
Nervenzellen. Das Gen gdbe durch seine Spezifitat fir Neuronen gleichzeitig einen
Hinweis auf deren Stoffwechselaktivitat bzw. Zuwachs wahrend der Entwicklung des
Nervensystems (CHARRON ET AL., 95). Die Untersuchung ergab jedoch Uber den
Verlauf der Entwicklung einen schwachen Expressionsanstieg um den Faktor 5. Flr
eine Normalisierung der Proben als Haushaltsgen war A/F-L nicht zu gebrauchen.

Als weiteres potentielles Haushaltsgen wurde die Neuronenspezifische Enolase (NSE)
getestet. Sie sollte als neuronenspezifisches Gen auch den Verlauf der
Neuronenentwicklung widerspiegeln. Dieses Gen ist Uber den Verlauf der
Saugerhirnentwicklung jedoch sehr stark reguliert und somit fur eine Verrechnung
ungeeignet. Zudem wurde sie mittlerweile auch in Fibroblasten nachgewiesen
(SENSENBRENNER ET AL.,1997; DELOULME ET AL.,1996). ANSE zeigte wahrend der
Entwicklung einen noch ausgepragteren Zuwachs an Expressionsstarke als Ngb und

Cygb. Zu berucksichtigen ist bei diesem Anstieg die zusatzliche mengenmaéalige
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Verschiebung der Neurone zu den sich ab Tag 15/16 ausbildenden Gliazellen. Diese
verfugen uber kein NSE, bilden aber im ausgewachsenen Tier einen Anteil von 50-

80% am Gesamtvolumen des Gehirns (MAGISTRETTI ET AL., 1999)

NSE NSE vs Histon
800 800
600 600
400 400
200 . = 200 -
I N 1w W
MF10 MF15 MF19 T1 Adult MF10 MF15 MF19 T1 Adult
Faktor: 1 7.5 107,8 1028  583,8 Faktor: 1 4.4 53,3 1036 5139

Abbildung 3-6 NSE-Expression im Hirn wahrend der Entwicklung der Maus
Expressionsstarke von NSE relativ zum Entwicklungsstadium MF10. Darunter sind die Faktoren der
Regulation dargestellt. Im rechten Diagramm wurden die gemessenen Werte mit den Daten des nicht
regulierten Gens Histon HZa verrechnet. Bei den Standardabweichungen des rechten Diagramms
handelt es sich um SEM-Werte (standard error of mean), die nach dem QBASE manual ermittelt
wurden. N>6; *p<0,01; **p<0,001
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3.1.3 Quantifizierung der Protein-Expression von Cygb wahrend der

Entwicklung des Saugergehirns

Fur die Bestimmung der Proteinexpression im Verlaufe der Entwicklung des Saugerhirns
wurden die Hirne von Foten der Entwicklungsstadien MF15 und MF19, Neugeborenen (T1)
und Adulttieren entnommen. Der Gesamtproteinextrakt wurde auf einem SDS-Gel
aufgetrennt, auf einen Western-Blot transferiert und im AnschluR mit einem polyklonalen
Anti-Cygb Antiserum detektiert (anti-Cygb-1N, polyklonal Hsa-Peptid 2-16, Eurogentec,

Belgien). Zur Kontrolle gleichmaRiger Beladung der Spuren wurde beta-Actin nachgewiesen.

24 e
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Abbildung 3-7: Cytoglobin und 3-Actinexpression in den Maus-Entwicklungsstadien MF15,
MF19, T1 und Adult.

Aufgetragen wurden 150ug Gesamtprotein aus Kompletthirnen. Deutlich ist eine Zunahme der
Intensitat der Banden im Verlauf der Entwicklung zu erkennen. Das rekombinante (rek) Cygb-Protein
entspricht 100ng. Die Bande bei 24 kDa entspricht der zu erwartenden GroRe fur Cygb.
Rekombinantes Aktin-Protein wurde nicht aufgetragen. Die erwartete Lauffront liegt bei 42 kDa.

Deutlich kann man bei den aufgetragenen Proben einen Anstieg der Proteinexpression im
Vergleich der Stadien gegeneinander erkennen. Zwischen den Individuen eines Stadiums ist
die nachgewiesene Proteinmenge gleich. Klar setzen sich alle drei Adultproben in der
Expressionsstarke ab.

Die Quantitative Auswertung der Western Blot-Signale ist in Abbildung 3-8 dargestellt. Der
Anstieg bezogen auf den geringsten Wert (MF15) betragt zu MF19 1,5-fach, zum Tag nach
der Geburt (T1) 2,4-fach und zum Adulttier 4,3-fach. Der groRe Zuwachs vom T1 zum
Adulttier betragt 1,8-fach. Die Messwerte verdeutlichen den optischen Eindruck der starken

Zunahme an CyGB im Verlauf der Entwicklung des Saugerhirns bis zum Adulttier.
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Abbildung 3-8: Quantifizierung der CyGB Expression
Mit dem Programm ,KODAK 1D Imaging software“, V3.6.5 wurden die Banden der Westernblots
quantifiziert und die Globinexpression auf die Expression des 3-Actins normalisiert.

Cytoglobin  zeigt einen konstanten Anstieg der Expression im Verlauf der
Embyonalentwicklung Uber den Tag der Geburt bis zum Adulttier.

Beta-Actin sollte in allen Proben in gleicher Starke vorhanden sein. Schwankungen innerhalb
einer Gruppe bzw. zwischen Entwicklungsstadien weisen auf Pipettierfehler oder
Ungenauigkeiten bei der Konzentrationsbestimmung durch Bradford hin und k&nnen mit
Cygb verrechnet werden.

Der Westernblots wurde mit dem Programm ,KODAK 1D Imaging software“, V3.6.5

quatifiziert und die Globinexpression auf die Expression des B-Actins normalisiert.

3.1.4 Quantifizierung der Protein-Expression von Ngb wahrend der Entwicklung

des Saugergehirns

Die Untersuchung der Ngb-Expression stellte auf Grund des Fehlens eines im Western Blot
konstant funktionierenden anti-Ngb-Antiserums ein grofes Problem dar. In unz&hligen
Untersuchungen konnte ein durchaus klar definiertes Expressionsmuster erarbeitet werden;
ein Blot mit jeweils drei Proben pro Stadium konnte dennoch nicht generiert werden. Auch
bei Ngb wurde in Ubereinstimmung mit den Daten der gPCR der Anstieg der

Proteinexpression eindeutig nachgewiesen.
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Abbildung 3-9: Neuroglobin und R-Actinexpression in den Maus-Entwicklungsstadien
MF15, MF19, T1 und Adult.

Aufgetragen wurden 100ug Gesamtprotein aus Kompletthirnen. Wie bei Cygb nimmt die Menge an
gemessenem Protein von MF15 bis hin zum Adulttier kontinuierlich zu. Das rekombinante Ngb-Protein
entspricht 100ng. Die erwartete Bande fir Ngb liegt bei 17 kDa. Rekombinantes Aktin-Protein wurde
nicht aufgetragen. Die erwartete Lauffront liegt bei 42 kDa.

Auch fir den Ngb-Nachweis wurde anschliefend eine Vergleichsfarbung mit anti-beta-Actin
durchgefihrt. Die leichten Schwankungen, vor allem die etwas schwachere Auspragung der
Adulten beta-Actin-Bande muB in die Auswertung fur Ngb mit einbezogen werden, verstarkt
aber nur den klaren Nachweis einer erhdhten Ngb-Expression im Hirn adulter Mause im
vergleich zu Neugeborenen bzw. Féten.

Der Anstieg bezogen auf den geringsten Wert (MF15) betragt zu MF19 1,4-fach, zum Tag
nach der Geburt (T1) 1,8-fach und zum Adulttier 2,5-fach. Der Zuwachs von T1 zum
Adulttier betragt 1,3-fach. Die Messwerte verdeutlichen den optischen Eindruck der
konstanten Zunahme an NGB im Verlauf der Entwicklung des Saugerhirns bis zum Adulttier.

Im Vergleich zu CyGB verlauft der Anstieg bei NGB flacher.
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Abbildung 3-10 Quantifizierung der NGB Expression
Mit dem Programm ,KODAK 1D Imaging software“, V3.6.5 wurden die Banden der Westernblots
quatifiziert und die Globinexpression gegen die konstante Expression des R-Actins verrechnet.
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3.2 Immunhistologische Detektion der Ngb/Cygb Expression in Neuronen

Untersuchungen der mRNA-Expression von ANgb an adulten Maus-Gehirnschnitten mit
der Methode der mRNA-/n situ-Hybridisierung hatten den Hippocampus als eine Region
identifiziert, die im Vergleich zum umliegenden Gewebe ein erhdhtes Mall an Agb aufwies
(BURMESTER ET AL., 2000). In dieser Arbeit sollte die Frage geklart werden, ob die beiden
Globine neuronenspezifisch exprimiert werden oder auch in den umgebenden Gliazellen
vorhanden sind, um Uber eine zellspezifische Expression Rickschlisse auf ihre Funktion
ziehen zu konnen.

Im Rahmen dieser Arbeit wurde zu dem Versuchstier Ratte gewechselt und dessen
hippocampale Region kultiviert, um eine groRere Zahl Neurone pro Préparation zu erhalten.
Es wurden pranatale Ratten (Ratte Fotal 17/18) prapariert, da Neurone in diesem Stadium
der Entwicklung noch nicht den Grofteil ihrer Neuriten ausgebildet haben. Dies fuhrt dazu,
dass sie nach dem Herauslosen aus dem Zellverband umgehend neue Fortsatze bilden, um
sich mit den umliegenden Zellen neu zu verbinden (ALKONDON ET AL., 1994). Postnatal
verlieren Neurone diese regenerative Fahigkeit mit zunehmendem Alter.

Ein weiterer Vorteil des Entnahmezeitpunktes stellt die zahlenméaRige Verteilung von
Neuronen und Gliazellen dar. Obwohl die Gliogenese fast zeitgleich mit der Neurogenese
beginnt, sind anfangs nur Radialgliazellen vorhanden, an deren Auslaufern entlang die
entstehenden Neurone und Gliazellen aus der Subventrikularzone wandern. Wahrend die
Haupt-Mitosephase der Neuronen, die sich durch einen exponentiellen Zuwachs in der
Subventrikularzone auszeichnet, am PC17 schon vorbei ist, steht diese fiir die Astroglia noch
am Anfang. Ab PC16 lalRt sich auch erstmals das Glial Fibrillary Acid Protein (GFAP)
nachweisen. GFAP ist ein Astroglia spezifisches Protein aus dem die Intermediarfilamente
gebildet werden. Diese verleihen den Astroglia eine gewisse strukturelle Festigkeit, so dass
sie Nervenzellen mechanisch unterstitzen kénnen. Durch den immunhistochemischen
Nachweis von GFAP kdnnen Astrogliazellen eindeutig identifiziert werden (BIGNAMI UND DAHL,
1974; LEVITT UND RAKIC, 1980).

Da die Neurone zum Zeitpunkt RF17/18 schon postmitotisch waren, nahm lhre Zahl nicht
mehr zu, wéhrend die mitpraparierten Gliazellen auch in Kultur teilungsféhig blieben. Nach
13 Tagen war die Generierung der Neurite weitgehend abgeschlossen. Ein weiterer Verbleib
in Kultur hatte nur eine Vermehrung der Gliazellen und ein Uberwuchern der Neuronen zur
Folge gehabt. Zu diesem Zeitpunkt lag in der Zellkultur etwa eine Verteilung von 80%
Neuronen zu 20% Gliazellen vor, wobei an den Randern der Deckglaschen noch weitgehend

gliafreie Bereiche vorhanden waren. Dies war auch lichtmikroskopisch sichtbar. Die Neurone
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hatten sich dabei eher zu Clustern zusammengelagert und waren durch ihr bipolares
Erscheinungsbild klar von den fibrillaren Gliazellen, die im Verlauf der Kultivierung dartiber
eine zweite flache Zellschicht gebildet hatten, zu unterscheiden.

In den fixierten Primarkulturen wurde immunhistologisch die Expression von Ngb mit einem
polyklonalen anti-Ngb-Antiserum aus Kaninchen nachgewiesen, der gegen ein synthetisches
Maus Ngb-Peptid gerichtet war (WYSTUB ET AL., 2003; Mmu Peptid 55-70). Fur die Detektion
von Cygb wurden zwei polyklonale Cygb-Antiseren verwendet, die gegen die rekombinanten
Bereiche Hsa Peptid 66-80 und Hsa Peptid 92-106 gerichtet erzeugt wurden (SCHMIDT ET AL.,
2003). Als Sekundarantikorper wurde stets Cy3-markierter anti-Kaninchen-1gG-Antikorper
verwendet. Indirekte Doppelfarbungen mit einem monoklonalen anti-Neurofilament (NeuN)
Antikoérper aus der Maus oder einem monoklonalen anti-Glial Fibrillary Acid Protein (GFAP)-
Antikérper aus der Maus ermdglichten die Unterscheidung der verschiedenen Zelltypen der
Kultur. Diese monoklonalen Antikdrper wurden mit einem FITC-markierten anti-Maus-1gG-
Sekundarantikdrper aus dem Schaf nachgewiesen. Parallel zu jeder Antikérperfarbung
wurden Negativkontrollen ohne den Primarantikbrper durchgefiihrt. Eine Auswertung der
Versuche fand nur statt, wenn sowohl die Negativkontrollen mit Cy3-markiertem anti-
Kaninchen-1gG-Antikdrper als auch die Kontrollen mit FITC-markiertem anti-Maus-1gG-
Sekundarantikorper kein Signal zeigten. In der FITC-Kontrolle konnte oft ein leichter
Hintergrund detektiert werden, da der FITC-markierte anti-Maus-lgG-Sekundarantikorper
extrazellulare Strukturen unspezifisch erkennt. Diese Hintergrundfarbung lief3 sich jedoch klar
von einem positiven Signal unterscheiden. Kreuzreaktionen der beiden Sekundarantikorper
konnten in Vorbereitung auf die immunhistologischen Doppelfarbungen durch Vorversuche
ausgeschlossen werden. Die Spezifitat der Globinseren wurde in Kompetitionstests, bei
denen durch Zugabe des rekombinanten Proteins zum Antiserum das Signal auf den Proben
komplett geblockt wird, im Rahmen der Publikationen SCHMIDT ET AL., 2003, WYSTUB £T7 AL.,

2003 und SCHMIDT ET AL, 2004 erfolgreich nachgewiesen.

3.2.1 Detektion der Ngb-Expression

Da das Gehirn eine zellulare Heterogenitéat aufweist, die sich hauptsachlich aus Neuronen,
Astrozyten (Astroglia), Oligodendrozyten (Oligodendroglia), Mikroglia und Fibroblasten,
Kapillaren und Endothel zusammensetzt, war eine Typisierung der Ngb-positiven Zellen
notwendig. Hierfir wurden immunhistologische Doppelfarbungen durchgefuhrt, bei der

zelltypspezifische Epitope mit monoklonalen Antikdrpern markiert wurden.
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Die Verwendung eines anti-NeuN-Antikorpers sollte Aufschluss dariiber geben, ob es sich bei
den Ngb-positiven Zellen um Neurone handelt. Anti-NeuN (Neuronal Nuclei) ist gegen ein
160 kDa grolies neuronenspezifisches, DNA-bindendes Protein gerichtet. Dieses wird im
Nukleus exprimiert, wodurch der Antikdrper eine kernlokalisierte Detektion zeigt. Es ist in
allen neuronalen Zellen des zentralen und peripharen Nervensystems vorhanden, soweit die
Zellen postmitotisch sind. Eine Ausnahme bilden Purkinje-, Photorezeptor- und Mitralzellen,
in denen das Protein nicht nachgewiesen werden konnte (SARNAT ET AL, 1998).

Die anti Ngb/anti NeuN-Doppelfarbung der Primarkultur zeigte ein eindeutiges
Verteilungsmuster. Anti-Ngb farbte in den positiven Zellen das Cytoplasma perinukleér an
(Abbildung 3-11 A, D), wéahrend anti-NeuN in den gleichen Zellen den Kern markierte
(Abbildung 3-11 B, E). Gut wurde diese klar abgegrenzte Farbung der beiden Antikorper in
einer Bilduberlagerung sichtbar (Abb 3-1 C, F). Es wurde damit auf Proteinebene bestatigt,
dass Neurone der Gehirnregion des Hippocampus Ngb exprimieren. Um zu klaren, ob nur
Neurone detektiert wurden oder auch andere Zelltypen Ngb positiv sind, wurde ein anti-
GFAP Antikoérper verwendet. Dieser monoklonale Antikdrper ist gegen das 50 kDa grofe

Protein der Intermediarfilamente gerichtet, welches ausschliefflich in Astrogliazellen

NGB NeuN overla

Abbildung 3-11: Doppelfarbung mit anti-Ngb und anti-NeuN

Doppelfarbung einer hippocampalen Priméarkultur mit anti-Ngb-Antikérper (A, D) zeigt eine Anfarbung
des Cytoplasmas. Der Kern ist ungeféarbt. Der neuronenspezifische anti-NeuN-Antikdrper féarbt die
gleichen Zellen wie anti-Ngh, markiert hierbei aber den Kern der Zelle (B, E). Noch deutlicher wird die
Anfarbung der Neurone in der Uberlagerung sichtbar (C, F). Barr 50 um
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exprimiert wird. In der Entwicklung ist dieses Protein in Astrozyten ab dem Fotaltag 16/17
nachweisbar. Da zum Zeitpunkt der Préparation die Astrogenese bereits begonnen hatte,
konnten weitgehend alle Gliazellen der vorliegenden priméren Zellkultur nachgewiesen
werden. Die Bildung der Oligodendrozyten in der SVZ setzt erst ab der Geburt ein und ist der
Astrogenese zahlenmaliig weit unterlegen, weshalb auf einen gesonderten Nachweis mit
Oligodendrozyten-Markern wie PDGF-R, NG2 oder MBP? verzichtet wurde (HARDY UND
REYNOLDS, 1991; LEVISON ET AL., 1993; MILLER, 1996).

Die anti Ngb/anti GFAP-Doppelfarbung zeigte eine klare Unterscheidung der beiden
markierten Zellgruppen. Sowohl morphologisch, als auch anhand unterschiedlicher
Zellschichten der Kultur konnten die Neurone von den Gliazellen unterschieden werden. Die

Neurone wurden vom anti-Ngb-Antikorper in der typischen zytoplasmatischen Weise

markiert, wahrend die Gliazellen klar Ngb negativ waren. Diese wurden mit ihren fibrillaren

NGB GFAP

Abbildung 3-12: Doppelfarbung mit anti-Ngb und anti-GFAP.

Die Farbung einer hippocampalen Priméarkultur mit anti-Ngb (A, D) zeigte eine perinukleare
Markierung. Die Verwendung eines anti-GFAP Antikdrpers detektierte die mitpraparierten Gliazellen
der Kultur (B, E). Diese unterschieden sich klar von den Ngb-positiven Zellen (Pfeile). In der
Uberlagerung wurde noch einmal deutlich, dass die Ngb-positiven Neurone in einer unteren
Zellschicht, die GFAP-positiven Astrozyten in einer dartber liegenden Schicht wuchsen (C, F). Barr 20
pm.

2 PDGF-R: platelet-derived growth factor receptor; NG2: chondroitin sulfate proteoglycan, ein Typ |
Membranprotein fur frihen Nachweis; Myelin-Basisches Protein (MBP) fir ausdifferenzierte
Oligodendroglias im Adulthirn.
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Auslaufern mit anti-GFAP komplett angefarbt (Abbildung 3-12 B, E). Auf den FITC-markierten
Bildern und auf den beiden Uberlagerungen (Abbildung 3-12 C, F) ist gut zu sehen, dass die
Gliazellen eine Zellschicht Uber der unteren Zellschicht der Neuronen gebildet haben.
Abbildung 3-12 B zeigt eine Region, in der fast ausschliellich Neuronen vorhanden sind,
wahrend Abbildung 3-12 E auf dem selben Kulturgldschen einen Bereich zeigt, in dem die
Astroglias die am Glas festsitzenden Neuronen in einer dartberliegenden Zellschicht
Uberwachsen. Schwach ist die Struktur der unmarkierten Neurone unter den Gliazellen in
Abbildung 3-12 B und E zu erkennen (Pfeile), die sich jedoch klar von den GFAP positiven
Gliazellen unterscheiden lassen und lediglich auf eine Hintergrundfarbung des FITC-
Antikorpers beruhen. Bestatigt wurde dieses Ergebnis durch eine Untersuchung an einem
Schnittpraparat eines zuvor perfundierten Mausehirns. Durchgefuhrt wurde die Praparation
und anschlieBende Farbung von Prof. Stefan Reuss, Universitatsmedizin, Mainz. Der
Ausschnitt zeigt eine Region aus dem Hippocampus (Abbildung 3-13). Der anti-Ngb-
Antikérper wurde mit Cy3 markiert (rot). Die Neuronen sind Ngb-positiv, das Signal ist rein
cytoplasmatisch. Die Gliazellen sind auch hier mit anti-GFAP markiert, der
Sekundarantikdrper FITC erscheint auf diesem Bild fast weil3. Die Gliazellen sind, wie auch in
der Primérkultur (Abbildung 3-12), Ngb negativ.

Abbildung 3-13: Doppelfarbung auf
histologischem Schnitt

Immunhistologischer Schnitt durch den
Hippocampus einer adulten Maus. Das Tier wurde
zuvor perfundiert. Der anti-Ngb Antikérper markiert
nur die Neuronen. Der Kern ist frei, das Signal ist
perinukledr und rein zytoplasmatisch. Die Gliazellen
sind Ngb-negativ. Mit anti-GFAP Antikdrper und
dem Sekundarantikérper FITC erscheinen sie weil.
(Foto: Prof. S. Reuss, Universitatsmedizin, Mainz)
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3.2.2 Detektion der Cygb-Expression

Um zu untersuchen, ob in den hippocampalen Primarkulturen auch Cytoglobin exprimiert
wird, wurde eine Doppelfarbung mit einem anti-Cygb-Antiserum und dem monoklonalen
anti-GFAP-Antikorper durchgefuhrt. Hierbei zeigte sich ein stark vom Ngb abweichendes
Verteilungsmuster. Bei den angefarbten Zellen handelt es sich um die gleiche Primarkultur,
die auch zum Nachweis der Ngb-Expression verwendet wurde.

Auf der Abbildung 3-14 A bis C ist eine Region gezeigt, die fast ausschlieRlich Gliazellen
beinhaltet. Die Anfarbung mit dem anti-Cygb Antiserum (Abbildung 3-14 A) zeigt eine
Anfarbung der Kerne, wie auch eine leichte Farbung in den Auslaufern der Zellen. Die
Verwendung des anti-GFAP Antikorpers in Abbildung 3-14 B zeigt, dass es sich bei den
angefarbten Zellen hauptséachlich um Gliazellen handelt. Hierbei sind sowonhl
protoplasmatische Astrozyten (Pfeil) als auch fibrillare Astrozyten (Faserglia) zu sehen
(Bildmitte rechts). Die zentrale Region in den Zellen ist ausgespart, da GFAP nicht im Kern
exprimiert wird. In der Uberlagerung beider Abbildungen (Abbildung 3-14 C) wird dies noch
einmal verdeutlicht. Die mit Pfeil markierte Zelle ist in den Abbildungen D bis F noch einmal
vergrofRert dargestellt. Hier fallt auf, dass ein zweiter Kern vorhanden ist. Es konnte anhand
der anti-Cygb-Farbung nicht geklart werden, ob es sich um zwei Gliazellen handelt oder um
ein darunter liegendes Neuron. Auch die anti-GFAP-Farbung in Abbildung 3-14 E zeigt
lediglich, dass nur der rechte Kern die typische Aussparung aufweist, wie sie die Gliazellen in
Abbildung 3-14 B zeigten. Abbildung 3-14 C macht deutlich, dass der mit Pfeil markierte Kern
unterhalb der Zelle liegt.

Die Abbildung 3-14 G bis L zeigen Regionen, die eine hohe Dichte an Neuronen aufweisen.
Dies lasst sich mangels anti-Neu-N-Farbung nur anhand der Morphologie im Vergleich zu den
anti-NeuN-Anfarbungen der Abbildung 3-11 belegen. Wie bei den Nachweisen auf Ngb,
clustern hier die Neurone zu einem Zellklumpen. In Abbildung 3-14 G liegen viele Kerne dicht
zusammen, angefarbt durch das anti-Cygb-Antiserum. Ein Schleier aus Cytoplasma-
Anfarbungen verwischt das Bild des Zellhaufens. Mit dem anti-GFAP-Antikorper werden
vereinzelt liegende Gliazellen angefarbt, die eine Zellschicht Uber den Neuronen gebildet
haben (Abbildung 3-14 H). Die beiden mit Pfeilen markierten Zellkerne (Abbildung 3-14 G-I)
liegen in der unteren Zellschicht, die, wie schon bei den Doppelfarbungen mit Ngb, aus

Neuronen besteht (Abbildung 3-12) und sich unterhalb der Gliazellschicht befindet.
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CyGB

J — K

Abbildung 3-14: Doppelfarbung mit anti-Cygb und anti-GFAP

Doppelfarbung der Priméarkultur mit anti-Cygb-Antiserum (erste Spalte) und GFAP (zweite Spalte). In
der dritten Spalte sind die Photos der Spalten eins und zwei Uibereinander gelegt. Die Abbildung A bis
C zeigen eine gliareiche Region. Ein klares kernlokalisiertes Signal konnte mit dem anti-Cygb-
Antiserum nachgewiesen werden. D bis F zeigen die mit Pfeil markierte Region aus A. Wegen
fehlendem neuronalem Marker konnte hier nicht eindeutig geklart werden, ob es sich um eine
Gliazelle handelt, die vor dem Kern eines Neurons liegt (Pfeil). G bis L zeigen neuronenreiche
Regionen. Die Kerne waren auch hier Cygb positiv. Die Neurone wurden anhand ihrer Morphologie im
Vergleich zur anti-NeuN-Féarbung (Abbildung 3-11) bestimmt (Pfeile in G und J). Die mit dem anti-
GFAP markierten Gliazellen wuchsen in einer Ebene (ber den Neuronen (H und K). Dies wird
besonders in den Uberlagerten Abbildungen | und L sichtbar. Barr A-C, G-L 50um; D-F 20pm.

Die leichte Grunfarbung des markierten Kerns ist lediglich ein Artefakt, der durch die
unspezifische Bindung des Sekundarantikorpers FITC verursacht wurde (Abbildung 3-14 H).
In den Bildern Abbildung 3-14 J bis L ist ein grofRerer Ausschnitt der Zellkultur gezeigt, auf

dem gut die beiden Schichten der unterschiedlichen Zelltypen zu erkennen sind.
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Das anti-Cygb-Antiserum markiert hauptsachlich die Kerne der Neurone, zeigt aber auch eine
leichte Anfarbung ihrer Zellauslaufer und des Cytoplasmas (Abbildung 3-14 J). Die Anfarbung
des anti-GFAP-Antikorpers verdeutlicht, dass die Gliazellen in einer Schicht Uber den
Neuronen wachsen (Abbildung 3-14 K).

Die Untersuchung weist Cytoglobin in der priméren hippocanpalen Zellkultur in Neuronen
nach, wobei auch der Kern angefarbt ist. In Regionen mit Neuronen und Gliazellen ist eine
eindeutige Zuweisung, wessen Kerne Cygb-positiv sind, nicht moglich. Die Gliazellkerne

scheinen auch Cygb-positiv.
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3.3 Nachweis von NGB in immortalisierten Zellkulturlinien

Um das Ergebnis der Untersuchungen an primaren Hippocampalzellen zu erweitern,
wurde die Expression von NGB in immortalisierten Zelllinien untersucht. Hierbei wurden
Zelllinien verwendet, die aus Tumorgewebe neuronalen Ursprungs bzw. aus entarteten
Gliazellen entstanden sind.

Die Proteinexpression wurde in den aus Neuroblastomen erzeugten Zellen der Linien Neuro-
2a (N2a; ACC 148), und SH-SY5Y (ACC 209), sowie an der aus einer Nebenniere
abgeleiteten Zelllinie PC-12 (ACC 159) durchgefiihrt. Auch wenn die Zelllinie PC-12 aus dem
Phdochromozytom-Gewebe der Nebennierenrinde entnommen wurde, zeigt sie eine

Differenzierung nach der Gabe von NGF (nerve growth factor). Die morphologische

-

-
* _

Abbildung 3-15 NGB-Immunfluoreszenz auf immortalisierten Zellkulturlinien

N2a (A), PC-12 (B) und SH-SY5Y (C) zeigen die fur Ngb typische perinukledre Farbung des
Cytoplasmas. Die Zelllinien GAMG (D), DK-MG (E), HelLa (F) und Vero (G) sind ungefarbt und zeigen
nur ein leichtes unspezifisches Muster, das negativ zu werten ist. Barr 20um.

Veranderung fuhrt zur Ausbildung von Auslaufern, Neuriten vergleichbar. In der

Untersuchung zeigten die beiden Neuroblastomzelllinien N2a und SH-SY5Y sowie die
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Ph&ochromozytom-Linie PC-12 eine typische perinukledre Anfarbung mit freiem Zellkern. Die
vier weiteren gestesteten Zelllinien stammen von Glioblastomen (GAMG, ACC 242; DK-MG,
ACC 277), einem Cervixkarzinom (HelLa, ACC 57) und einer Affenniere (Vero, ACC 33) ab und
wiesen nur ein unspezifisches, diffuses Farbemuster auf, das als negativ gewertet wurde.

Die Untersuchungen an den Zelllinien bestatigten die Ergebnisse an der hippocampalen
Primarkultur. NGB wird auch in Zelllinien neuronalen Ursprungs exprimiert. Zelllinien mit der

Herkunft aus Glioblastomen exprimieren kein NGB.
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3.4 Intrazellulare Lokalisierung von NGB und CyGB mittels GFP-

Fusionskonstrukten

Fur das Verstandnis der Funktion der Globine ist entscheidend, sich einen Einblick in
die zelluldre und intrazelluldre Lokalisation der Proteine zu verschaffen, da diese mit der
Funktion korreliert. Um die beiden Globine intrazellular lokalisieren zu kénnen, wurden die
jeweiligen cDNAs in einem Plasmid N-terminal, bzw. C-terminal des Gens flr ein grin
fluoreszierendes Protein ligiert (Green Fluorescent Protein /| GFP; CHALFIE ET AL., 1994).
Dieses Gen stammt aus der Qualle Aequorea victoria und ist mit einem Grlnfilter am
Fluoreszenzmikroskop sichtbar. Das Fusionsprotein soll innerhalb der Zelle durch seine griine
Fluoreszenz die Lokalisation von NGB bzw. CyGB anzeigen.

Die pEGFP+Globin-Konstrukte wurden in Hela-Zellen transfiziert. Als Kontrolle wurde ein
leerer pEGFP-Vektor verwendet (Abbildung 3-16). Ohne einen Globin-Fusionsteil war GFP im

Cytoplasma und Kern sichtbar.

Abbildung 3-16: Testtransfektion mit leerem pEGFP-Vektor

Das Protein kann auf Grund seiner geringen Gréf3e von 27 kDa frei in den Kern diffundieren und war
sowohl im Cytoplasma als auch im Kern nachzuweisen. Die Transfektion wurde an Hela-Zellen
vorgenommen.

Als Zelllinien wurden Hela, Vero und N2a verwendet. HeLa (ACC 57) aus dem Zervixtumor
der 1949 verstorbenen Henriette Lachs und die aus Affenniere stammende Linie Vero (ACC
33) galten als unkompliziert und leicht zu transfizieren. Neuro2a (N2a, ACC 148), entstammt
dem Neuroblastom einer Maus und sollte vor allem Uber die Lokalisation des NGBs neue
Erkenntnisse liefern. Mit einer Transfektionsrate von etwa 5-10% waren die Transfektionen
allesamt erfolgreich, doch lieR sich bei keiner Zelllinie bzw. Fusionskonstrukt eine eindeutige
Lokalisation feststellen. Abbildung 3-17 zeigt je ein Beispiel fur pEGFP-Konstrukt (Reihe) und
Zelllinie (Spalte). Bei allen Linien erschienen die GFP-CyGB-transfizierten Zellen in einem

diffusen Signal. In den Zellen der Linien HelLa und Vero konnte man Organellen, eventuell
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N2a

CyGBN1  CyGBCl

NGB C1

NGB N1

Abbildung 3-17: Transfektion dreier Zelllinien mit pEGFP-Vektor und einkloniertem
Globin.

Als Zelllinien wurden HelLa (humanes Cervixcarzinom), Vero (Affenniere) und N2a (Neuroblastom
Maus) verwendet. Transfiziert wurden je Vektor mit C-terminal zum EGFP liegendem Globin (Reihe
eins und drei) und mit N-terminal kloniertem Globin (Reihe zwei und vier). Die Abb. A bis F zeigen
Zellen, die mit pEGFP-CyGB transfiziert wurden. Die Zellen zeigen im Zytoplasma ein diffuses Signal
des GFP-Proteins. Einige Organellen sind signalfrei (Pfeil in D). Der Kern Uberstrahlt das Zytoplasma.
Vor allem in der Zelllinie Vero erschienen im Kern eine bis mehrere freie Regionen, vermutlich Nucleoli
(Pfeil in B und E). In den N2a-Zellen zeichnete sich der Kern aufgrund der kugeligeren Morphologie
der Zellen nicht so deutlich ab. Die mit GFP-NGB transfizierten Zellen (G bis L) waren in ihrer
Erscheinung nicht von den GFP-CyGB-tragenden Zellen (A bis F) zu unterscheiden. Auch in den N2a-
Zellen waren trotz runderer Erscheinung die Nucleoli zu erkennen (Pfeil in L).

Vakuolen, erkennen, die frei von GFP waren (Pfeil in Abbildung 3-17 D und E). Der Kern

zeigte ein starkeres Signal als das Cytoplasma. Vor allem in den Vero-Zellen erschienen im
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Nukleus eine bzw. mehrere Regionen, vermutlich Nucleoli, die kein Signal aufwiesen (Pfeil in
Abbildung 3-17 B und H). Die mit GFP-Ngb transfizierten Zellen zeigten ein zu den GFP-
CyGB-tragenden Zellen identisches Muster (Abbildung 3-17 G-L). Unterschiede der
Signalverteilung waren lediglich morphologischer Art, nicht aber zwischen den beiden
Uberexprimierten Globinen. So veranderten die transfizierten N2a-Zellen ihr adhéarentes
flaches Erscheinungsbild und wurden etwas kugeliger. Dadurch trat der Kern nicht so
deutlich in Erscheinung wie in den Zelllinien HeLa und Vero (Abbildung 3-17 C, F, I, L). Die
Nucleoli waren aber auch hier als dunklere Flecken zu erkennen (Pfeil in Abbildung 3-17 L).
Die intrazellulare Lokalisation innerhalb von Mitochondrien, anderen Zellorganellen und an
Membranen konnte weitgehend ausgeschlossen werden. Dies passt zur bislang in Schnitten
diverser Gewebe beobachteten cytoplasmatischen Lokalisation von Ngb. Im Falle von Cygb
konnte keine reine Kernlokalisation beobachtet werden.

In dem verwendeten pEGFP-N1-Vektor der Firma Clontech liegt N-terminal des GFPs ein
Startcodon. Dies wirde eine alleinige Expression des GFP ermdglichen und kdnnte eine

Erklarung fir das unspezifische griine Signal darstellen.

= =z 0O

> D O
(@] z Z

=55
» | Abbildung 3-18 Westernblot anti-GFP Nachweis

~36 Aufgetragen wurden Lysate von transfizierten Hela Zellen. Transfiziert
wurden Cygb mit GFP, Ngb mit GFP und ein Plasmid, in dem das GFP vor
dem NGB einkloniert ist. In allen drei Féllen ist nur eine Bande entstanden.
Dies zeigt, dass GFP nicht ohne das jewilige Globin in der Zelle exprimiert
vorliegt. In diesem Fall wére eine Bande bei 27 kDa entstanden.

30s

Zur Kontrolle und Absicherung der Ergebnisse wurde eine weitere Transfektion an HelLa-
Zellen vorgenommen, um diese auf einem Westernblot zu testen. Eine Antikdrperfarbung mit
einem anti-GFP-Antikodrper sollte AufschluR dartber geben, ob Globin-GFP-Fusionsprotein
exprimiert wurde oder GFP zuséatzlich allein in den Zellen vorliegt. Transfiziert wurden
Plasmide, in denen das CyGB N-terminal also vor dem GFP positioniert ist, ebenso NGB N-
terminal vom GFP und ein Plasmid, in dem das GFP vor dem NGB einkloniert ist. Der Blot
zeigt in allen drei Transfektionen nur eine Bande. Diese liegt in Hoéhe der erwarteten 44 kDa

bzw. 48 kDa. Es ist keine Bande auf Hohe der GFP-GroRRe von 27 kDa zu erkennen. Die
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unspezifisch wirkende griine Fluoreszenz ist somit nicht auf einzelnes GFP zurtickzufihren.
Die Zellen exprimieren in allen Féllen das Fusionsprotein.

Einschrankend zur Aussagekraft des Experiments muss gesagt werden, dass das EGFP einen
storenden Einfluss auf die korrekte Faltung und somit die Funktionalitat der Globine haben
konnte. Das EGFP ist mit 27 kDa etwa ein Drittel groRer als die relativ kleinen Proteine NGB
mit 17 kDa und CyGB mit 20,9 kDa (BURMESTER ET AL., 2000, 2002). Um den Abstand der
beiden in den Fusionskonstrukten kombinierten Proteine zueinander zu vergréern, wurde

ein Spacer, bestehend aus 18 zusatzlichen Basenpaaren, zwischen die beiden Gene kloniert

(DAHM ET AL., 2001). Das Ergebnis der durchgeftinrten Transfektion ist in Abbildung 3-19 zu

Hela Vero N2a

CyGB N1+

NGB N1+

Abbildung 3-19: Transfektion dreier Zelllinien mit pEGFP-Vektor, Spacer und Globin.
Gezeigt sind nur die N-terminalen Konstrukte. Der eingefiigte Spacer hat zu keiner Veranderung der
GFP-Verteilung innerhalb der Zelle gefihrt (vgl.Abbildung 3-17).

sehen. Das Erscheinungsbild der transfizierten Zellen glich denen des vorherigen
Experiments (Abbildung 3-17). Die Fluoreszenz war im Kern stark vorhanden, einzelne
Nucleoli waren sichtbar und, die restliche Zelle zeigte ein diffuses Signal mit deutlich dunkler
erscheinenden Vakuolen und anderen Organellen. Die eingefligten sechs Aminosauren
hatten zu keiner veranderten Lokalisation der Proteine gefihrt.

In immunhistologischen Tests mit anti-NGB-Antikorpern konnte in HeLa und Vero kein NGB
nachgewiesen werden, wahrend sich in N2a ein cytoplasmatisches Signal darstellte
(Abbildung 3-15; LAUFS ET AL., 2004). Der Anti-CyGB-Antikdrper zeigte in allen drei Zelllinien

ein rein cytoplasmatisches Signal (eigenes Labor, unverdffentlichte Daten). Um die
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Kernlokalisation der Fusionsproteine mit den Aussagen der Immunhistologie gegeneinander
zu prufen, wurde mit HelLa-Zellen eine Transfektion mit anschlielender Antikérperfarbung
durchgefuhrt. Zum Einsatz kamen sowohl die Konstrukte ohne (-) als auch die mit Spacer
(+). Zum Globinnachweis wurden die polyklonalen Antikérper anti-Ngb-TB5b (WYSTUB ET AL.,
2003) und anti-Cygb-2M (SCHMIDT ET AL, 2004) verwendet.

f cy3 overla

CyGB N1+

CyGB N1-

NGB N1+

Abbildung 3-20: Transfektion von HelLa-Zellen mit pEGFP-Vektor und Globin mit (+) und
ohne (-) Spacer.

Die GFP-Farbung zeigte mit allen Konstrukten (NGB-N1 nicht gezeigt) das vorher beschriebene
Muster. Der anti-CyGB-Antikorper zeigte deutlich die Uberexpression des CyGBs in GFP-CyGB+ Spacer
transfizierten Zellen (B), die untransfizierten Zellen konnten im Vergleich nur ein sehr schwaches
Signal erzeugen (Pfeil in B). Die Verwendung des anti-CyGB-Antikdrpers konnte nachweisen, dass die
Lokalisation des GFP nicht mit der des CyGBs ubereinstimmte. Das GFP-Signal erscheint in der
transfizierten Zelle vor allem im Kern, wahrend CyGB rein cytoplasmatisch nachgewiesen wurde (A-C).
HelLa-Zellen mit dem Konstrukt ohne Spacer (CyGB-N1) konnten nicht alle Cygb Uberexprimieren. Die
Detektion der GFP-Expression war identisch, wahrend nicht alle Zellen fahig waren, CyGB zu
Uberexprimierenn (Pfeil in E). Sie zeigten ein ahnlich schwaches Signal wie untransfizierte Zellen
(oberer Bildrand in E). Das GFP im Zytoplasma uberstrahlte in diesen Zellen noch die Fluoreszenz des
CyGBs (Pfeil in F). Die GFP-NGB Konstrukte zeigten fur GFP das beschriebene Muster. Mit dem anti-
NGB-Antikdérper konnte weder in den transfizierten (Pfeil in H) noch in den untransfizierten Zellen NGB
nachgewiesen werden. Nur eine starke Uberbelichtung erméglichte, dass die Zellen in Bild H sichtbar
wurden.
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Das Ergebnis der Transfektion entsprach der unspezifischen Kern- und Zytoplasmaanfarbung
der vorangegangenen Untersuchungen (Abbildung 3-17 und Abbildung 3-19). Gezeigt wird
daher nur eine reprasentative Auswahl. Die Abbildung 3-20 A zeigt eine transfizierte Hela-
Zelle mit GFP-CyGB-Konstrukt inklusive Spacer, Abbildung 3-20 D zwei Zellen ohne Spacer.
In Abbildung 3-20 G sind drei Zellen mit GFP-NGB-Konstrukt mit Spacer dargestellt. Die
zweite Spalte zeigt das Ergebnis der Antikorperfarbung. In Abbildung 3-20 B liel} sich die
transfizierte deutlich von der untransfizierten Zelle (Pfeil) unterscheiden. Das Protein lag
auch in der CyGB-uiberexprimierenden Zelle rein cytoplasmatisch vor. Die untransfizierte
Zelle (Pfeil) erschien wegen der starken Fluoreszenz der transfizierten Zelle nur sehr schwach
positiv. Deutlich war zu erkennen, dass die Verteilung des GFP nicht mit der des CyGBs
korrelierte. In der Uberlagerung beider Bilder fluoreszierte der Kern griin, die perinukleére
Region rot (Abbildung 3-20 C). Die anti-CyGB-Antikorperfarbung der transfizierten Zellen, die
in ihrem Konstrukt keinen Spacer enthielten, zeigten eine weitere Besonderheit: Nicht alle
Zellen, die erfolgreich transfiziert waren, Uberexprimierten CyGB. In Abbildung 3-20 D sind
zwei GFP-positive Zellen gezeigt. In der anti-CyGB-Farbung schien nur die eine Zelle CyGB zu
Uberexprimieren. Die andere war nicht als transfizierte Zelle zu erkennen (Pfeil in Abbildung
3-20 D und E) und zeigt ein ahnlich schwaches Signal wie die untransfizierten Zellen am
oberen Bildrand.

Die Transfektion mit den GFP-NGB-Konstrukten zeigte fir GFP wieder das in Abbildung 3-17
und Abbildung 3-19 beschriebene Verteilungsmuster (Abbildung 3-20 G). Der anti-NGB-
Antikérper konnte weder in den transfizierten (Pfeile in Abbildung 3-20 H), noch in den
untransfizierten Zellen ein positives Signal erzeugen. HelLa-Zellen sind NGB-negativ (LAUFS ET
AL. 2004). Um die Zellen dennoch fir das Foto sichtbar zu machen, wurde die Belichtung so
erhoht, dass das unspezifische Hintergrundrauschen des Zweitantikdrpers Cy3 sichtbar
wurde. Die Belichtungszeit der Abbildung 3-20 B und Abbildung 3-20 E héatte in diesem Fall

ein rein schwarzes Bild erzeugt.
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3.5 Veranderung der Globinexpression unter dem Einfluss von oxidativem

Stress.

Die Globine Agb und Cygb besitzen auf Grund ihres Hamzentrums die Fahigkeit,
Sauerstoff und andere gasformige Liganden zu binden. Dies kann einer Zelle in
verschiedenen physiologischen Zustdénden dienen. Eine denkbare Aufgabe ware die
Detoxifizierung von ROS (reactive oxygen species). Um zu untersuchen, ob sich der Gehalt
von ANgb oder Cygb unter oxidativem Stress verandert, wurden Primarkulturen vom Kortex
der Ratte und vom Cerebellum der Maus mit Paraquat behandelt und per gRT-PCR die
Genexpression quantifiziert. Die RNAs wurden dem Institut freundlicherweise von Frau Dr.

Gabriele Schmuck vom Pharma Research Center der Bayer AG zur Verfigung gestellt.

Tabelle 3-4: Neurone aus dem Kortex, Ratte
Liste aller zur Verfiigung gestellten Proben. x markiert die zur Quantifizierung verwendeten Proben.

1000uM 500uM 250uM 100uM 50uM 10uM VO
0 min 0 0 0 0 0 0 X
15 min 0 0 0 0 0 0
30 min X 0 X 0 X 0
45 min 0 0 0 0 0 0
60 min X 0 X 0 X 0
90 min 0 0 0 0 0 0
6 h X 0 0 0 0 0

Tabelle 3-5: Neurone aus dem Cerebellum, Maus
Liste aller zur Verfiigung gestellten Proben. x markiert die zur Quantifizierung verwendeten Proben..

1000uM 500uM 250uM 100uM 50uM 10uM VO

0 min

15 min

30 min

45 min

60 min

90 min

2h

3h

4h

5h

XXX [X|X[X|X[X|X|O]|O
X |[O|X |O|X |[O|X |[O]|O|O|O
O|0O|O0 X |O|O|X |[O|X|O]|O
ojo|jo|jlo|ojo|o|o|o |O |O
Ol0o|0O X |O|O|X |[O|X |O|O
oOjo|j0o|jl0o|0O(0O|O|O|O |O|O

6 h

Zur Normalisierung sollten die erhaltenen Daten wieder mit einem Housekeeping Gen
verrechnet werden. Bei den mit Paraquat behandelten Priméarkulturen wurde das oft als
unreguliertes Haushaltsgen beschriebene ,Ribosomal 18s‘ verwendet (CONEJO UND GARCIA,

2001; BAR ET AL., 2003). Alle Proben, sowohl des Kortex wie auch des Cerebellums, schnitten
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den Schwellenwert im selben Ct (Abbildung 3-21). 18s st fur eine Normalisierung der Proben

ein geeignetes Haushaltsgen.

Delta Bnvs Cycle
1.0e+001

1.0e+000

1.0e-001

1.0e-002

1 3 8 7 8 11 13 18 17 189 21 23 25 27 29 31 33 35 3T 38 41 43 45

Abbildung 3-21: Quantitative Bestimmung der Z8s-mRNA in allen Paraquatproben.
Sowohl die Proben des Cerebellums wie auch die des Kortex gruppierten im Ct 16 und bestatigten 18s
als geeignetes Housekeeping Gen.
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3.5.1 Quantifizierung der Ngb m-RNA nach Behandlung mit verschiedenen

Paraquatkonzentrationen.

Die qRT-PCR zeigte, dass die NMgb-mRNA im Kortex keiner Regulation unterlag. Alle zehn
Proben, die zwischen 30 Minuten und einer bzw. 6 Stunden mit jeweils 50uM, 250uM oder
1000uM Paraquat behandelt worden waren, lagen auf dem gleichen Ct-Wert von 26/27 wie
auch die Kontrolle, die keiner Paraquatbehandlung unterzogen worden war (Abbildung:
3-22).

_us Cycle Kortex Cerebellum

1.0e+001 1.0e+001

1.0e+000 1.0e+000

1.0e-001 1.0e-001

Ui

1.0e-002 1.0e-002
19202122 2324 2526 27 2828 3031 323334 35 36 37 38 38 40 272829 3031 323334 35 3637 383040

Abbildung: 3-22: Quantitative Bestimmung der Ngb-mRNA im Kortex und Cerebellum.

Alle getesteten Proben des Kortex gruppierten um dem Ct 26/27. Die Konzentrationen erstreckten sich
von 50uM, 250uM bis 1000uM Paraquat. Die Einwirkdauer lag zwischen 30 Minuten, einer Stunde und
6 Stunden. Die Kontrolle lag im Bereicht der behandelten Proben.

Die Kontrolle und die niedrig dosierten Proben des Cerebellums gruppierten bei einem Ct-Wert von 32.
Nach 30min/1000uM sank die Konzentration um einen Ct, wéhrend die 3h/1000uM-Probe 1 %2 und die
6h/1000uM-Probe 3 ¥4 Cts spater den Schwellenwert erreichte.

Im Probenpoo/ aus dem Cerebellum waren im Gegensatz zum Kortex mehr RNAs vorhanden,
die langer als 1 2 Stunden mit Paraquat behandelt worden waren. Die Kontrolle und alle
Proben niedriger Dosierung gruppierten bei einem Ct von 32 und schienen keinerlei
Regulation zu zeigen. Erst bei einer Konzentration von 1000pM Paraquat und 3 Stunden
Einwirkzeit wurde die Ngb-mRNA-Menge geringer (Abbildung: 3-22). Die 3h/1000puM-Probe
schnitt den Schwellenwert 1 %2 Cts nach der Kontrolle und die 6h/1000puM-Probe erst 3 1~
Cts spater bei Ct 35/36.

Die ersten Laufe der gRT-PCR zeigten, dass sich die mRNA-Menge von Agb nur nach
intensiver Paraquatbehandlung mit hoher Konzentration und langer Einwirkzeit im

Cerebellum verringerte. In Form eines Balkendiagramms ist der relativ zur Kontrolle
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gemessene Riuckgang an Ngb-mRNA in Abbildung: 3-23 dargestellt. Die ersten zehn Proben
sind alle mit 1000uM Paraquat behandelt worden, wobei die Dauer der Einwirkzeit nach
rechts ansteigt. Die mit 500uM Paraquat behandelten Proben wurden an der rechten Seite
gruppiert. Nach einer halben Stunde nahm die ANgb-mRNA zunéchst ab, um wieder leicht
anzusteigen und bei einer Stunde den hdchsten Wert mit Faktor 1,55 zu erreichen, der leicht

Uber dem Ausgangswert der Leerkontrolle lag. Bei langerem Versuchsverlauf nahm die

NGB/18s log
10

Vo 1000/30 1000/45 1000/60 1000/90 1000/2h 1000/3h 1000/4h 1000/5h 1000/6h 500/1h  500/2h  500/4h  500/6h

0,1

Abbildung: 3-23: Ngb-mRNA nach Behandlung mit Paraquat, Cerebellum

Primarkulturen aus dem Cerebellum von Mausen, nach der Behandlung mit Paraquat. Das Diagramm
zeigt den Verlauf der Zu- und Abnahme an Agb-mRNA nach der Behandlung mit 1000uM bzw. 500pM
Paraquat Uber einen Zeitraum von einer halben bis zu sechs Stunden. Nach einer anfénglichen
Abnahme stieg die mRNA-Menge leicht Gber den Ausgangswert der Leerkontrolle VO, um bei langerem
Verlauf um das Dreifache reduziert zu werden. Die schwécher konzentrierten Proben rechts zeigten
das gleiche Verhalten in etwas abgeschwéachter Form. Verrechnet wurden die gemessenen Werte mit
dem Housekeeping Gen Ribosomal18s.

MRNA-Konzentration kontinuierlich ab, erreichte nach etwa zwei Stunden den Ausgangswert
und fiel in den folgenden vier Stunden um Faktor drei. Die Proben mit 500uM Paraquat
zeigten einen ahnlichen, etwas abgeschwachten Verlauf. Eine hohe Dosis Paraquat wirkte
sich auf die Agb mRNA-Expression negativ aus, je langer die Behandlung andauerte. Die
Tabelle der gemessenen Werte ist im Anhang zu finden.

Noch deutlicher zeigt eine verdnderte relative Darstellung die Abnahme der mMRNA-
Konzentration. Hierbei wurde der Ausgangswert gleich Null gesetzt. Von den Werten gréRRer
Eins wurde Eins subtrahiert, von den Werten kleiner Eins das Reziprok verwendet und mit
minus Eins multipliziert. Die erhaltenen Werte sind nicht mehr mathematisch korrekt, doch
erzeugen die positiven Schwankungen einen gleich starken Ausschlag wie die negativen, da
sich deren Bereich nicht mehr nur von Eins bis Null erstreckt, sondern ausgehend von Null
den gleichen Ausschlag in den negativen Bereich der rationalen Zahlen ermoglicht
(Abbildung: 3-24).
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Abbildung: 3-24: Verédnderte Darstellung der Ngb-mRNA Konzentration

Nach der Behandlung der Priméren Zellkultur aus dem Cerebellum mit Paraquatbehandlung. Die
Gleichsetzung des Ausgangswertes VO mit Null ermdglicht eine Darstellung, bei der auch die
ermittelten Werte zwischen 1 und O einer rationalen negativen Zahl zugeordnet werden kénnen und
somit einen optisch vergleichbaren Negativbalken erzeugen. Hierfiir wurden die Werte Uber 1 mit 1
subtrahiert und von Werten kleiner 1 das Reziprok verwendet und mit minus 1 multipliziert.
Verrechnet wurden die gemessenen Werte mit dem Housekeeping Gen Ribosomal 18s.

Zum Vergleich sind in Abbildung: 3-25 die Expressionsdaten der Kortexproben aus fotalen
Ratten dargestellt. Auch hier fuhrte eine Paraquatdosis von 1000pM nach einer Stunde zu
einer leicht erhéhten ANgb-mRNA-Expression, doch blieb die starke Konzentrationsabnahme
wie bei den Proben aus dem Cerebellum aus. Die ANgb-mRNA-Expression wurde im Kortex

von Paraquat auch nach einer Versuchsdauer von sechs Stunden nicht beeinflusst.

Cortex NGB/18s log
10

Vo 50/30m 250/30m  1000/30m  50/60m 250/60m  1000/60m  50/6h 250/6h 1000/6h

0,1

Abbildung: 3-25: Ngb-mRNA nach Behandlung mit Paraquat, Kortex

Primarkulturen aus dem Kortex von Ratten nach der Behandlung mit Paraquat.

Die gemessenen Schwankungen liegen nicht im statistisch relevanten Bereich. Auffallig ist, dass auch
eine Versuchsdauer von sechs Stunden bei einer Gabe von 1000puM Paraquat zu keiner Veranderung
der NMgb-mRNA Expression fuhrte. Verrechnet wurden die gemessenen Werte mit dem Housekeeping
Gen Ribosomal 18s.
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3.5.2 Quantifizierung der Cygb-mRNA nach Behandlung mit verschiedenen

Paraquatkonzentrationen.

Die gleiche Untersuchung wurde fur Cygb durchgefiihrt, wobei keine Zu- oder Abnahme der
MRNA-Konzentration festgestellt werden konnte.

Eine Behandlung der Zellen mit Paraquat und der daraus entstehende oxidative Stress
scheint keinen Einfluss auf die mRNA-Expression von Cygb zu haben (Abbildung: 3-26). Es
zeigte sich, dass Cygb im Vergleich zu Ngb starker im Cerebellum transkribiert wird,
wohingegen die mRNA von ANgb starker im Kortex nachgewiesen werden konnte (Abbildung:
3-22).

Delta Bnvs Cycle
1.0e+001

1.0e+000

1.0e-001
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Abbildung: 3-26: Quantitative Bestimmung der Cygb-mRNA im Cerebellum und Kortex.
Die Paraquatkonzentrationen und die Einwirkdauer hatten keinen Einfluss auf die Cygb-mRNA. Alle
Proben des Cerebellums gruppieren bei Ct 30, wahrend die Proben aus dem Kortex den Schwellenwert
bei einem Ct von 31/32 erreichen.
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3.5.3 Quantifizierung der mRNA Expression von Antioxidanz-Enzymen in
neuronalen Primarkulturen nach einer Behandlung mit verschiedenen

Paraquatkonzentrationen.

Ngb und Cygb kdnnten auf Grund ihrer Fahigkeit, Sauerstoff zu binden eine detoxifizierende
Wirkung besitzen, wie sie von anderen Enzymen bekannt ist. Zwei Antioxidanz-Enzyme sind
die Cu/Zn Superoxid Dismutase (SOD) und die Glutathion Peroxidase (GPx). Diese Enzyme
verzeichnen einen Anstieg an Aktivitdt bei verstarktem ROS-Vorkommen, und transgene
Mause, die das jeweilige Gen Uberexprimieren, zeichnen sich dadurch aus, dass sie die Gabe
von Paraquat mit weniger neurodegenerativen Symptomen Uberstehen als nicht transgene
Versuchstiere (KHAN ET AL., 03; THIRUCHELVAM ET AL., 05). Da sich die Daten in der Literatur
nur auf Proteinebene und deren Aktivitat beziehen, sollte getestet werden, ob sich die beiden
Gene bei auftretendem oxidativem Stress durch Paraquat &hnlich in ihrer mRNA-Expression
verhalten wirden wie zuvor Ngb.

Beschrankt wurde die Testreihe auf die Proben, die mit 1000uM Paraquat behandelt worden
waren, da nur diese bei den vorangegangenen Agb-Tests eine signifikante Veranderung der
Expression gezeigt hatten (Abbildung: 3-22). Hinzugefligt wurden auch die drei hoch
dosierten Proben aus dem Kortex der Ratte (Abbildung: 3-27 und Abbildung: 3-28).

Die Cu/Zn SOD zeigte einen &hnlichen Verlauf in den Proben des Cerebellums wie ANgb
(Abbildung: 3-27). Die Konzentration an Cu/Zn SOD-mRNA nahm zunéchst leicht ab, um

nach einer Stunde einen im Vergleich zu VO erhéhten Wert um Faktor 1,3 zu erreichen.

i Cu/ZnSOD vs. 18s log

1—-4---'.llll— —
VO 30min 45min 60min 90min 2h 3h 4h 5h 6h Vo 30 1h 6h
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0,18 |

Abbildung: 3-27: Quantifizierung der Cu/Zn SOD mRNA nach Behandlung mit Paraquat.
Das Diagramm zeigt den Verlauf der Zu- und Abnahme an Cu/Zn SOD-mRNA im Cerebellum nach der
Behandlung mit 1000uM Paraquat tber einen Zeitraum von einer halben bis zu sechs Stunden. Nach
einer anfanglichen Abnahme stieg die mRNA-Menge leicht Gber den Ausgangswert der Leerkontrolle
VO, um bei langerem Verlauf um das Dreifache reduziert zu werden. Die Proben aus dem Kortex der
Ratte, rechts, zeigten keine ausgepragte Regulation. Die erh6hte mRNA-Expression nach einer Stunde
war sowohl im Cerebellum als auch in den Untersuchungen von ANgb beobachtet worden. Verrechnet
wurden die gemessenen Werte mit dem Housekeeping Gen Ribosomal 18s.
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Nach andauernder Paraquatbehandlung nahm die Cu/Zn SOD-mRNA kontinuierlich bis auf
Faktor 3 unter VO ab. Die Proben aus dem Kortex der Ratte zeigten wieder keine signifikante
Veradnderung, wobei auch wieder die leichte Konzentrationserhbhung bei dem
Einstundenwert vorhanden war.

Die Proben zeigten bei der Untersuchung auf die GPx-mRNA-Konzentration wieder einen
Verlauf, der dem des ANgb ahnelte, jedoch war die Auspragung noch schwécher als bei der
Cu/Zn SOD (Abbildung: 3-28). Die Expression der GPx-mRNA zeigte nach einer halben
Stunde auch eine leichte Abnahme, der nach einer Stunde der hochste gemessene Wert
folgte. Dieser lag aber nur bei einem Faktor von 1,5. Die folgende Abnahme fiel auch
gedampfter aus und erreichte den niedrigsten Wert mit einem Faktor von nur 2 unter dem
Ausgangswert von VO schon nach vier Stunden. Eine weitere Behandlung der Zellen mit
Paraquat fuhrte zu keiner weiteren Abnahme an GPx-mRNA, sondern die Konzentration stieg
wieder leicht an. Die Proben aus dem Kortex der Ratte zeigten auch den bei den anderen
Messungen festgestellten Anstieg nach einer Stunde, doch wurden auch nach sechs Stunden

Behandlung mit Paraquat keine signifikant negativen Werte erreicht.

GPx vs. 18s log
10

e B

Vo 30min 45min 60min 90min 2h 3h 4h 5h 6h Vo 30 1h 6h
cort cort cort cort

0,1

Abbildung: 3-28: Quantifizierung der GPx mRNA nach Behandlung mit Paraquat.

Das Diagramm zeigt den Verlauf der Zu- und Abnahme an GPx-mRNA im Cerebellum nach der
Behandlung mit 1000uM Paraquat tber einen Zeitraum von einer halben bis zu sechs Stunden. Nach
einer anfanglichen Abnahme stieg die mRNA-Menge leicht Gber den Ausgangswert der Leerkontrolle
VO, um bei langerem Verlauf unter den Ausgangswert von VO zu sinken. Der Verlauf &hnelt dem der
Cu/Zn SOD, ist aber nicht so ausgepragt. Nach 4 Stunden erreichte die GPx mRNA Konzentration ihren
niedrigsten Wert, der aber nur um Faktor 2 reduziert war. Danach fielen die Messwerte nicht weiter
ab, sondern néherten sich wieder dem Ausgangswert von V0. Die Proben aus dem Kortex der Ratte,
rechts, zeigten keine ausgepragte Regulation. Die erhéhte mRNA-Expression nach einer Stunde war
sowohl im Cerebellum als auch in den Untersuchungen von Agb beobachtet worden. Verrechnet
wurden die gemessenen Werte mit dem Housekeeping Gen Ribosomal 18s.
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3.6 Expression von NGB und CyGB in Krebsgewebe

Um zu untersuchen, ob die Expression von NGB oder CyGB wahrend der
Tumorgenese einer Regulation unterliegt, wurde ein Cancer Profiling Array™ (Clontech)
verwendet. Auf diesem Blot sind cDNAs von 241 Krebspatienten gespottet. Er ermdglicht es,
die Anwesenheit bzw. die unterschiedliche Menge von Gentranskripten in einem breiten
Spektrum von Krebsgeweben zu prufen, wobei jedoch keine neuronalen Gewebe vertreten
sind. Die cDNAs des Blotfilters wurden aus Gesamt-RNA von normalem, malignem und in
einigen Féllen metastasierendem Gewebe eines Patienten synthetisiert. Zusatzlich verfigt
der Cancer Array Uber eine Reihe Positiv- und Negativkontrollen und eine Anzahl cDNAs von
Krebszelllinien. Als radioaktiv markierte Sonde wurde in beiden Versuchen die komplette CDS
der Gene verwendet. Die Detektion erfolgte nicht Gber einen Rontgenfilm, sondern mit Hilfe

eines Phosphoimagers (FujiFilm, Dusseldorf).

3.6.1 Hybridisierung des Human Cancer Profiling Arrays mit einer NGB-Sonde

BREAST UTERUS COLON STOMACH OVARY LUNG KIDNEY RECTUM THYROID
7 8 9 10 13 14 15 16 19 20 23 24 21 3132 35 36 39 40
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Burkit's lymphoma, D.
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Lung carcinoma
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Burkitt's lymphoma, R.

Yeast total RNA
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E. coli DNA
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Human genomic DNA
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Abbildung 3-29: NGB-Nachweis auf Cancer Profiling Array (Clontech)

Darstellung des mit einer NGB-spezifischen Sonde hybridisierten Cancer Profiling Arrays. Der Blot
verflugt Uber 241 Paare normalisierter cDNA von Tumoren (T) und dem dazugehérigen Normalgewebe
(N) einzelner Patienten. Umrandete Boxen beinhalten neben dem Normal- und Tumorgewebe noch
eine Metastasenprobe des Patienten. Rechts sind Negativ- und Positivkontrollen aufgetragen, die
neben einigen Krebszelllinien noch Hefe, £.coliund menschliche genomische DNA aufweisen.
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Bei der Hybridisierung mit der NGB-spezifischen Sonde konnte kein Nachweis auf NGB-
Transkripte erbracht werden. Auch nach langer Expositionszeit (5 Tage) war Kkein
spezifisches Signal detektierbar. Bei den in Abbildung 3-29 sichtbaren Signalen handelt es
sich lediglich um unspezifischen Bindungen, die durch die lange Exposition auf der
Phosphoimagerplatte in den Vordergrund traten. Einzig bei der Human genomic DNA-
Kontrolle war ein leichtes Signal sichtbar (roter Pfeil). Dieses Signal tritt in starkem Malie nur
auf, wenn es sich bei dem untersuchten Gen um ein highly abundant gene oder um ein
Mitglied einer Multigenfamilie handelt. Da die Globine eine Multigenfamilie bilden, scheint
hier die Sonde auch andere Globingene markiert zu haben. Die cDNA aller Zelllinien, die am
rechten Rand aufgetragen waren, zeigten kein Hybridisierungssignal. Da es sich bei diesen
Zelllinien um keine neuronalen Gewebe handelt, passt dies zum NGB-Expressionsmuster.
NGB konnte erwartungsgemall auf diesem Blot in keinem Normalgwebe nachgewiesen

werden und unterlag auch in Tumorgewebe keiner starken Induktion oder Hochregulierung.

3.6.2 Hybridisierung des Human Cancer Profiling Arrays mit einer CyGB-Sonde

Ein anderes Ergebnis erbrachte die Hybridisierung des Cancer Profiling Arrays mit einer
CyGB-spezifischen Sonde. Im Gegensatz zum vorherigen Test waren fast alle Gewebeproben
positiv, wenn auch von keiner sehr starken Hybridisierung gepragt. Die Aufteilung der
Proben lasst sich nun gut erkennen.

Brust, Uterus, Darm, Lunge und Magen zeigten ein einheitlich positives Signal. Ovar, Niere,
Mastdarm und Schilddriise waren nicht gleichméRig detektiert, wobei sich die Schwankungen
nicht innerhalb eines Paares zeigten. Prostata und Diinndarm erschienen sowohl fur die
Normal- als auch fir die Tumorproben negativ. Von Cervix und Bauchspeicheldriise war nur
ein Probenpaar vorhanden, die beide eine Hybridisierung aufwiesen. Die Kontrollen
erschienen wie bei der NGB-Sonde alle negativ bis auf die genomische, menschliche DNA
(roter Pfeil), was wie bei NGB auf die Zugehorigkeit zur Genfamilie der Globine
zurickzufihren ist. Auch bei diesem Test waren fir die Anwendung des Phosphoimagers mit
mehreren Tagen sehr lange Expositionszeiten ndtig, um ein Signal zu erzeugen. CyGB schien
in den Geweben nur in geringem MafRe vorhanden zu sein. Im Zusammenhang mit einer
Tumorbildung oder Metastasierung war keine erhéhte bzw. erniedrigte Expression zu

erkennen.
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BREAST UTERUS COLON STOMACH OVARY LUNG KIDNEY RECTUM THYROID
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Abbildung 3-30: CyGB-Nachweis auf Cancer Profiling Array (Clontech)

Darstellung des mit einer CyGB-spezifischen Sonde hybridisierten Cancer Profiling Arrays. Einheitliche
Markierung bei Brust, Uterus, Darm, Magen und Lunge. Ovar, Niere, Mastdarm und Schilddruse zeigte
in einigen Probenpaaren kein Signal. In der rechten Kontrollreihe war kein Signal detektierbar bis auf
die leichte Hybridisierung der menschlichen genomischen DNA (roter Pfeil).
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3.7 Herstellung von monoklonalen anti-NGB Antikorpern aus der Maus.

Um Uber einen spezifischen Antikérper zu verfligen, der in gréBeren Mengen zur
Verfigung steht, sollte in Kooperation mit Prof. Dr. Sigrid Saaler-Reinhardt, Institut fur
Genetik, Univ. Mainz und Marc Schmidt, Institut flr Zoologie, Univ. Mainz, ein monoklonaler
Antikdrper gegen Neuroglobin hergestellt und charakterisiert werden.

Nach der Fusion der B-Lymphozyten immunisierter Mause mit den Myelomzellen konnten auf
zwanzig 96er-wells 205 Klone gezahlt werden. Von allen Klonen wurden die Uberstande in
einem ELISA (Enzyme-linked Immunosorbent Assay) auf rekombinantem Ngb getestet. Acht
Klone erreichten hierbei einen postiven Wert Uber eins in Relation zu einer mitgeflhrten
Kontrolle. Desweiteren wurden die Uberstande auf pranatalen Hirnschnittpraparaten
getestet, wobei drei Klone hierbei gute Ergebnisse zeigten, ohne eine starke Reaktion im
ELISA. Tabelle 3-6 fuhrt alle positiv getesteten Klone auf, wobei die Klone im ELISA einen
Wert Uber 1 erreichen sollten. Auf einem Western-Blot, auf dem Gesamtproteinextrakt aus
dem Hirn einer Maus transferiert wurde, zeigte unter den getesteten Bedingungen kein Klon
eine Detektion. Auf einem Dot-Blot zeigten alle Klone ein positives Ergebnis, soweit es
getestet wurde. Die indirekten Immunfarbungen pranataler Hirnschnitte des Stadiums MF16-

18 und adulter Hirnschnitte wurden als positiv vermerkt, sofern eine deutliche perinukleare

Tabelle 3-6: Charakterisierte monoklonale HsaNGB-Priméarantikorper.

Aufgelistet sind alle Klone, die bei einer Methode durch eine positive Reaktion auffielen. += gutes
Resultat; (+)= bedingt anwendbar; —= nicht verwendbar; n.d., nicht durchgefihrt; IIF, indirekte
Immunfarbung; NE, Neuroepithel. Fett markiert sind positive Klone. 1) durchgefuhrt von M.Schmidt,
AG Burmester, 2) durchgefiihrt von S.Reuss.

Klonname ELISA? Westelrn- Dot-Blot* lIEPranatalce IIF Adulter Hirnschnitt?
Blot Hirnschnitt

6E1 0,35 | — n.d. n.d. NE (+) (+)
9D11 1,0 | (+) — (+) NE — +
9G3 3,6 + — + NE (+) —
9G10 3,1 + — + Blutgefale +, NE (+) —
10A8 1,6 | (+) — n.d. Zellkern Zellkern
11B12 1,9 + — n.d. NE + +
13F7 30| + - (+) NE + ++
17B12 3,3 + — + Zellkern Gefalle
18E10 3,4 + — + NE ++ Gefale
18G2 nd. | — n.d. + NE + ++
19F12 0,24 | — n.d. — — (+)
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Farbung der Neuro-Epithelzellen detektiert werden konnte, also das Farbemuster dem vorher
produzierter polyklonaler anti-NGB-Antiseren entsprach (WYSTUB ET AL., 2003). Drei Klone
hatten hohe ELISA-Werte, doch in der Immunfarbung markierten die Antikorper lediglich

Blutgefalie und Zellkerne.

Abbildung 3-31: Cytospinpréaparate Immunglobulin produzierender Hybridomzellen.
Gezeigt sind die funf Klone, die in Tabelle 3-6 fett dargestellt sind. A/B 9G3; C/D 11B12; E/F 13F7;
G/H 18G2; | 9D11. In Bild A ist eine Immunglobulin produzierende Hybridomzelle markiert, in B eine
negative. Der Klon 13F7 (E/F) zeigte vor der Reklonierung die gréfite Homogenitat. Klon 9D11 (1)
hatte nach dem Auftauen seine Fahigkeit, 1gG zu produzieren, weitestgehend verloren. Die
unterschiedliche Farbung entstand durch die Nutzung zweier verschiedener Sekundarantikérper (grin:
FITC; rot: Cy3)

Als vielversprechend wurden die Klone 9D11, 9G3, 11B12, 13F7 und 18G2 eingestuft und fur
die Reklonierung verwendet (in Tabelle 3-6 fett dargestellt). In vier Durchlaufen wurden alle
funf Klone ein- oder mehrmals rekloniert und ingesamt 2400 Subklone ausgesaht, von denen
120 im ELISA getestet und ihre Homogenitat auf einem Cytozentrifugenpréaparat Uberpruft
wurden. Stark positive Klone wurden wieder auf perfundierten Adulthirnschnitten und Kryo-

Fotalschnitten auf ihre Immunreaktivitat untersucht. Abbildung 3-31 zeigt die Zellen 3-4
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Tage nach dem Auftauen vor der Reklonierung auf einem Cytospinpréparat. In Bild A ist eine
IgG-produzierende und in B eine negative Hybridomzelle markiert. Bis auf den Klon 13F7
(Abbildung 3-31 E/F) waren die Zellen nicht sehr homogen. Der Klon 9D11 hatte seine
Fahigkeit, Immunglobulin zu produzieren, nach dem Auftauen fast vollstandig verloren
(Abbildung 3-31 1). Die Subklone wurden auf Grund des ELISA-Wertes vorsortiert und
anschliefend per Cytospin und Gewebeschnitten aus dem Mausehirn immunhistichemisch
getestet. Einige Klone lagen auch nach einer zweiten Reklonierung nicht homogen vor.
Obwohl die Subklone aus einer einzigen Zelle stammten, produzierten nur vereinzelte 1gG.
Die Uberstande vieler Klone zeigten trotz ELISA-Werten von (ber 1,5 kaum noch Farbungen
auf Gewebeschnitten, oder sie veranderten ihr Farbemuster. Die funf Klone mit den besten
Ergebnissen Uber die verschiedenen Messmethoden verteilt, sind in Tabelle 3-7 aufgefiihrt.
Die drei fett markierten Klone wurden zur Expansion der Kultur und spéateren

Antikorperherstellung ausgewahlt.

Tabelle 3-7: Reklonierte Subklone und ihre Charakterisierung.

Fett dargestellte Klone wurden nach dem Reklonieren weiter kultiviert und in groRBeres Volumen
Uberfuihrt. Der Cytospinwert bezieht sich auf die Homogenitat und die Intensitat der Immunglobulin-
Produktion. ("= ¥ +; (+)=nicht konstant positiv)

1 . Fotal Hirn Fotal Hirn quer Adult Hirn
Klonname ELISA Cytospin 13/14 14/15 perf.2
9G3/3B9 2,51 +++ +* (+) 2(+)
13F7/3E4 1,88 + ++ + -/+
13F7/2A2 1,93 +" ++* + (+)
13F7/3B3 1,47 ++ ++ +" (+)
13F7/3C7 1,19 ++ ++* ++ +

Leider konnte bis heute kein Klon gefunden werden, der auch nach einer Vergré3erung des
Kulturvolumens seine Homogenitat und sein spezifisches Farbemuster beibehalten hatte. So
detektierte der Uberstand des Klones 9G3/3B9, der immer die héchsten ELISA-Werte aufwies
und auch im Cytospin sehr homogen erschien, nach der schrittweisen Expandierung des
Volumens auf schlieflich 1000ml am Ende nur noch Gefale im Neuroepithel. Weitere

Versuche wurden eingestellt.
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Abbildung 3-32: Farbemuster des Klons 9G3/3B9 nach der VergroRerung des Volumens
auf 1000ml.

Trotz eines hohen ELISA-Wertes und sehr guter Homogenitat veranderte sich das Farbemuster des
Klons und markierte im Neuroepithel der adulten Maus hauptsichlich Gefélle. Foto: S.Reuss; Barr
50um
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4 Diskussion

Allen Globinen ist eine prosthetische Gruppe, der Eisenprotoporphyrin-1X Komplex gemein,
der ihnen die reversible Bindung gasférmiger Liganden wie O,, CO und ‘NO ermdéglicht.
Hiermit tragen sie zur adaquaten Versorgung des Organismus mit Sauerstoff und damit zur
aeroben Energieversorgung bei (WEBER ET AL., 2004; WITTENBERG UND WITTENBERG, 2003;
MERX ET AL, 2001). Doch werden weitere Funktionen von Globinen tibernommen. Als Beispiel
seien hier die Flavohamoglobine, die "NO abbauen und so detoxifizierend wirken oder die
Protoglobine in Archaebakterien, die bei der O,-Detoxifikation und dem Elektronentransport
involviert sind, genannat (GARDNER ET AL., 1998; FREITAS ET AL., 2004). Um die bislang
ungeklarten Funktionen von Ngb und Cygb gezielter diskutieren zu kdnnen, muss geklart
werden, in welchen Zelltypen diese Globine gebildet werden, wo sie intrazellular lokalisiert
sind und wie ihre Gene wahrend der Entwicklung von S&dugetieren und nach Stressexposition

in Zellkulturen reguliert werden.

4.1 Zellulare und Intrazelluléare Lokalisation von Neuroglobin

Im Rahmen dieser Arbeit konnte Ngb in einer primaren hippocampalen Zellkultur
embryonaler Rattenhirne immunhistologisch in Neuronen nachgewiesen werden. Das
Farbemuster war rein zytoplasmatisch und perinukledr. Die Doppelfarbung mit dem
Neuronenmarker NeuN und dem Gliamarker GFAP zeigte eine ausschlieBliche Expression in
Neuronen und nicht in Gliazellen. Ngb-Nachweise in immortalen Zelllinien zeigten zudem,
dass Linien neuronalen Ursprungs, wie Neuroblastome (N2a, SH-SY5Y), Ngb exprimieren,
wahrend Linien nicht-neuronalen Ursprungs, wie Niere und Cervixkarzinom (Vero, HelLa) und
Glioblastomlinien (GAMG, DK-MG), klar negativ sind. Die Neuronenspezifitat der Expression
steht in Ubereinstimmung aber auch in scheinbarem Gegensatz zu Arbeiten anderer Autoren.
OsToJic untersuchte in der Mausretina die Expression von Ngb in Neuronen, Astrozyten und
Gliazellen (OstoJic ET AL., 2006). Die Ngb-Expression beschréankte sich auch hier auf die
Neurone. CHEN hingegen publizierte erstmals Daten, wonach Agb-mRNA auch in
Astrozytenkulturen aus neugeborenen Maushirnen und das Ngb-Protein kolokalisiert mit
GFAP in kultivierten Astrocyten nachgewiesen werden konnte (CHEN ET AL., 2005). Die

quantitativen PCR-Daten dieser Arbeit zeigen jedoch Spuren einer Amplifikation von Agb erst
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im 38. von 40 2Zyklen, kurz vor der no-template-control. Das Farbemuster der
immunhistochemischen Nachweise entspricht mit der Anfarbung sowohl des Zytoplasmas als
auch des Astrocytenkerns keiner bisherigen Publikation Gber Ngb. Dies kdnnte auch einen
Artefakt darstellen, bei dem die chemische Fixierung des Gewebes die Verdnderung des
Epitops verursacht und so zu einer Kreuzreaktion der Antikdrper fihren kann. Die Ergebnisse
der Veroffentlichung von CHEN ET AL. sollten daher mit Vorsicht bewertet werden. EMARA
untersuchte Glioblastomzelllinien (GBM, glioblastoma multiforme) und konnte einerseits dort
Ngb-mRNA und Protein nachweisen, andererseits auch eine durch Hypoxie induzierbare
Expressionssteigerung /17 vivo wie in vitro erzielen (EMARA ET AL., 2009). Der Nachweis von
erhohten Ngb-Mengen in hypoxischen und nekrotischen Tumorregionen in Xenografts wird
von EMARA als Argument fir einen sauerstoffabhédngigen Regulationsmechanismus gewertet
als Teil der Abwehrstrategie der GBM-Zellen, um dem hypoxischen Umfeld zu widerstehen.
Zum Nachweis von Ngb in Glioblastomen merken die Autoren selbst kritisch an, dass der
Ursprung der GBM-Zelllinien nicht eindeutig geklart ist, und obwohl sie als astrozytare
Tumorlinien klassifiziert sind, exprimieren sie neuronale wie auch Gliamarker (REBETZ ET AL.,
2008).

Einen von meinen Untersuchungen abweichenden Befund zur Ngb-Lokalisation im Gehirn
lieferte auch die Untersuchung der Hirne tieftauchender Saugetiere. Die Klappmutzenrobbe
wies eine starke Ngb-Expression in den Astrogliazellen, kaum jedoch in den Neuronen auf
(MITZ ET AL., 2009). Die Gesamtmenge an Ngb im Hirn war mit der terrestrisch lebender
Sauger vergleichbar (MITz ET AL., 2009). Ngb ist wie auch das mitochondriale Enzym
Cytochrom-c-Oxidase ein Marker fir oxidativen Metabolismus, und beide Proteine werden in
Neuronen landlebender Nager gemeinsam exprimiert (SCHMIDT ET AL 2003; HANKELN ET AL.,
2005). Die Expression von Ngb und Cyt c ist dabei auf die Neurone beschrankt, wohingegen
die Astrogliazellen keine Expression aufweisen. Im Hirn der Klappmiutze ist jedoch auch die
Expression von Cyt c¢ in die Astrogliazellen verschoben, was flr eine veranderte Lokalisation
des gesammten aeroben Stoffwechsels von den Neuronen hin zu den Astroglias spricht. Die
gemeinsame Verlagerung der Expression beider Proteine bei tieftauchenden Saugetieren
deutet darauf hin, dass die Astroglia hier den Hauptteil des verfligbaren Sauerstoffs
verbrauchten. Ngb koénnte hierbei den oxidativen Metabolismus unterstutzen (MITz ET AL.,
2009; HANKELN ET AL., 2005; BURMESTER UND HANKELN 2009). Hierauf weisen auch
Untersuchungen an der Retina, dem Organ mit der héchsten Ngb-Expression, hin. Die Ngb-
Lokalisation korreliert mit der Verteilung der Cyt-c-Oxidase und den Mitochondrien in den
Segmenten mit der hdchsten Sauerstoffumsatzrate (Ganglienzellen, innere und &auBere

plexiforme Schicht, Innensegmente der Photorezeptorzellen). Neuroglobin kénnte an der
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facilitated oxygen diffusion von der Zellmembran zu den Mitochondrien hin beteiligt sein
(BENTMANN ET AL., 2005). Subzellulér ist die Verteilung stark an Kapillaren gebunden. Hier
konnte Ngb mit seiner hdheren O,-Affinitat als Hb in den Kapillaren aber einer niedrigeren
Affinitat als die Cytochrom-c-Oxidase der Atmungskette in den Mitochondrien eine Sauerstoff
Transportfunktion Ubernehmen (SCHMIDT ET AL, 2003; SCHMIDT ET AL., 2004).
Untersuchungen an der avaskularen Retina des Meerschweinchens bestarken diese These.
Sie zeichnet sich dadurch aus, dass Mitochondrien lediglich in den Innensegmenten der
Photorezeptorzellen vorhanden sind, dem Bereich, der fir 90% des O,-Konsums
verantwortlich ist (CRINGLE ET AL., 2002). Auch Ngb ist hier auf dieses Segment, also die
stoffwechselaktive Region, beschréankt (BENTMANN ET AL., 2005). Aus den eigenen Resultaten
sowie auf Basis der Aussagen oben angefuhrter Publikationen liegt eine

Sauerstoffversorgungsfunktion von Ngb nahe.

4.2 Zellulare und Intrazelluléare Lokalisation von Cygb

Fur Cytoglobin zeigte die primare hippocampale Zellkultur unter anderem einen
Nachweis in den Neuronen des Hippocampus. Die Anfarbungen wiesen jedoch neben der
zytoplasmatischen Farbung auch ein Cygb-Signal im Kern auf. In Fibroblasten und
ontogenetisch verwandten Zelltypen, wie Osteoblasten, Chondroblasten und Sternzellen,
wird Cygb bisher als rein zytoplasmatisch beschrieben (NAKATANI ET AL., 2004; SCHMIDT ET AL.,
2004). Die Kernlokalisierung von Cygb ist parallel zu meiner Arbeit flr neuronale Zellen auch
in Gehirnschnitten und der neuronalen Retina beschrieben worden (SCHMIDT ET AL., 2004;
SCHMIDT ET AL., 2005). Die funktionelle Bedeutung der Kernlokalisation von Cygb im
Nervensystem ist hingegen noch nicht geklart.

Die Farbung der hippocampalen Primarkultur mit Cygb-Antiserum in der vorliegenden Arbeit
wies auch auf eine Cygb-Lokalisation in Gliazellen hin (Abbildung 3-14). Allerdings ist die
Farbung aufgrund der unterschiedlichen Ebenen von Neuronen und Gliazellen schwer zu
bewerten und sollte, um ein klareres Ergebnis zu erzielen, mit einer gleichzeitigen
Kernfarbung bzw. einem Neuronenmarker wiederholt werden. MAMMEN postuliert, dass
Gliazellen uber kein Cygb verfigen (MAMMEN ET AL., 2006). Auf perfundierten
Schnittprgparaten von Maushirnen ist Cygb in nur wenigen distinkten Zellpopulationen

nachgewiesen worden, die weniger als 10% der Neurone ausmachten. Eine Gliafarbung ist
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hierbei nicht beobachtet worden (REUSS ET EL., IN VORBEREITUNG). GEUENS beschrieb eine
ubiquitére Verteilung des Cygb-Proteins in den Zellkernen der meisten Neurone, nicht aber
im Zytoplasma, wobei hier als bisher einzige Publikation eine Kernlokalisation von Cygb auch
in Hepatozyten der Leber, Glomerulizellen der Niere und in Zellen des Pankreas postuliert
wurde (GUENS ET AL., 2003). WysTuB (2007) konnte anhand von Tests verschiedener
Antikorper, bei denen auch der Atikérper aus der Publikation von GUENS ET AL., 2003
Verwendung fand, zeigte, dass unter hiesigen Laborbedingungen zeigten alle Cygb-Antiseren
auf neuronalem Gewebe ein Signal distinkter Neuronen im Zytoplasma wie auch im Zellkern,
wahrend der Nukleus ungefarbt blieb. Auch die Anfarbungen der Kerne in nichtneuronalem
Gewebe waren nicht nachvollzienbar und entsprachen nicht den zytoplasmatischen
Nachweisen anderer Publikationen (NAKATANI ET AL., 2004; SCHMIDT ET AL., 2004; TATEAKI ET
AL., 2004). Sie lassen sich am ehesten auf methodisch bedingte Artefakte zurtickflhren.
Prinzipiell wurde eine Kernlokalisierung von Globinen jedoch auch schon im Pfeiffrosch
(Odontophrynus americanus) und der Riesenkrote (Bufo ictericus) gezeigt (CIANCIARULLO ET
AL., 1999). Bei diesen Amphibien besitzen die Erythrocyten einen Zellkern. In den
euchromatischen Regionen des Nukleus konnte durch Immunfluoreszenz Hamoglobin
nachgewiesen werde. Aufgrund des hohen Molekulargewichtes ist eine Diffusion durch die
Kernmembran unwahrscheinlich, so dass die Autoren einen Einschluss des Proteins wahrend
zahlreicher mitotischer Zellteilungen postulierten (CIANCIARULLO ET AL., 1999).

Durch den Nachweis, dass Cytoglobin nur in distinkten Zellpopulationen im Saugerhirn
vorkommt, scheidet eine Funktion als genereller Sauerstoffspeicher bzw. -versorger aus.
Naheliegender waére eine Funktion als O,-Lieferant flr spezifische, enzymatische,
sauerstoffkonsumierende Funktionen, wie im Falle der NO-Synthase (GOTTI ET AL, 2005;
WysTuB 2007).

4.3 Intrazelluldre Lokalisation von Ngb und Cygb als GFP-Fusionsprotein

Die Kenntnis der intrazellularen Lokalisation eines Proteins ist von grolRer Bedeutung,
um Uber die Korrelation von Expressionsort und eventuellem Zielkompartiment in der Zelle
Ruckschlisse auf seine Funktion ziehen zu kdnnen. Die intrazellulare Lokalisation von Ngb
und Cygb wurde auch mittels GFP-Fusionsexpression analysiert. Die griine Fluoreszenz des

GFP war fur beide Fusionsproteine sowohl im Zytoplasma als auch im Kern der Zellen
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sichtbar. Dies spricht fiir eine freie Diffusion zwischen dem Zytoplasma und dem Zellkern. Ein
gezielter Transport des Fusionsproteins in den Kern oder in Organellen bzw. Membranen
scheint daher nicht vorzuliegen. Dies entspricht auch bioinformatischen Vorhersagen. Eine /n

silico-Bestimmung der Lokalisation mit dem Programm PSORTII (http://psort.ims.u-

tokyo.ac.jp/) ergab fiir Cygb eine Wahrscheinlichkeit von 94% und fir Ngb von 89%, dass
sich diese Proteine im Zytoplasma befinden. Es wurden von dem Programm auch keine
Kernimportsignale ermittelt. Eine Vorhersage fir die Aminosauresequenz inklusive des GFP-
Anteils veranderte das Ergebnis nicht.

Um auszuschlieRen, dass die korrekte Lokalisation der Globine von dem GFP-Anteil behindert
wird, wurden sowohl N- wie auch C-terminale Fusionskonstrukte kloniert. Dies resultiert bei
manchen Proteinen in unterschiedlichen Expressionsmustern, da das GFP die Proteinfaltung
behindern und so die Wirkung von Signalpeptiden hemmen kann (SIMPSON ET AL., 2000). Im
Fall von Ngb und Cygb ergaben beide Varianten keinen Unterschied. Auch das Einfligen
eines spacers von sechs Aminosauren zwischen den beiden Proteinen, der eine Behinderung
der Proteinfaltung vermeiden sollte (DAHM ET AL., 2001; PLANCON ET AL., 2001), fuhrte zum
gleichen Expressionsmuster.

Die Grolie der Fusionsproteine liegt mit 44 kDa fur Ngb-GFP und 48 kDa fir Cygh-GFP noch
im GroRenbereich der Proteine (60 kDa), die ohne Signalpeptid durch die Kernporen
diffundieren kdnnen (RABUT ET AL., 2004; WEIS, 2003). Ein Nachweis per Westernblotanalyse
konnte sicherstellen, dass die Zellen das jeweilige Fusionsprotein in der erwarteten GroR3e
exprimieren. Die nachgewiesene GFP-Kernfarbung konnte namlich auch durch eine
proteolytische Spaltung des Fusionsproteins in der Zelle entstehen, nach der das GFP alleine
in den Kern diffundieren kdnnte. Eine solche Proteolyse ware jedoch als zusatzliche Bande
auf dem Westernblot sichtbar gewesen. Der Grund fur die Tatsache, dass Cygb per Ak-
Farbung nur im Zytoplasma, als Fusionsprotein hingegen auch im Kern, nachweisbar war,
konnte auf eine veranderte Faltung im Kern zurlickgefiihrt werden. Die Veranderung der
Tertiarstruktur konnte das Epitop fur den Ak veréandern und somit die Bindungsstelle
zerstoren (Abbildung 3-20).

Vielleicht kdnnte die Kopplung der Globine mit nur wenigen AS langen, Uber Antikorper
nachweisbaren 7ags, eine abschlieBende Klarung der Lokalisation erbringen. HA oder Myc
sind Beispiele fur solche 7ags, die auf Grund ihrer geringen GroRRe keinen Einfluss auf die
Proteinfaltung haben. Falls kein negativer Einfluss auf die Faltung vorliegt, kbnnte man das
Globin-GFP-Fusionsprotein noch durch ein weiteres Protein, wie z.B. der GST (Glutathion-S-

Transferase), vergroBern und somit die passive Diffusion bei der Untersuchung der
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Lokalisation ausschlieBen, um gezielt aktiven Transport in den Zellkern oder andere
Organellen zu untersuchen.

Bei Pflanzen ist ein Fall publiziert, bei dem ein Globin prAdominant im Kern nachgewiesen
wurde. In Alfalfa-Zellen konnte das Hamoglobin (Mhbl) vor allem im Kern, zum Teil aber
auch im Zytoplasma, nachgewiesen werden (SEREGELYES ET AL., 2000). Auch dieses Globin
weist kein nukledres Transportsignal auf, und eine Diffusion durch die Kernmembran ist
aufgrund seiner geringen GroRRe von 18kDA denkbar (QUADRINI AND BIEKER, 2002). Mhb1l zeigt
eine Kolokalisation mit NO-Synthase, die wiederum das Ham als O,-Donor bendtigt (RIBEIRO
ET AL., 1999; HAUSLADEN AND STAMLER, 1998). Dies spricht flr eine Funktion des
kernlokalisierten Hamoglobins in der NO-Signaltransduktionskaskade. Zudem ist das Alfalfa-
Hamoglobin in der Lage, unter NADPH-Verbrauch schédliche Mengen NO abzubauen
(SEREGELYES ET AL., 2004).

Die Ergebnisse dieses Versuchs kénnten einen Hinweis darauf geben, dass Cytoglobin in der

NO-Signaltransduktionskaskade die Funktion eines O,-Donors tibernehmen.

4.4 Ngb wahrend der Entwicklung des Saugerhirns

Neuroglobin z&hlt zu den am hodchsten konservierten Proteinen innerhalb der
Sdugetiere. Dies legt eine essentielle Funktion im Organismus nahe. Von entscheidender
Bedeutung fiur die Klarung der Funktion des Proteins kann das Wissen Uber den Zeitpunkt
geben, wann das Globin erstmals in der Entwicklung eines Embryos nachweisbar ist und wie
die Expression im Verlauf der Embryogenese und der Geburt verlauft. Fir die Untersuchung
von Neuroglobin wéahrend der Hirnentwicklung bei Saugetieren wurden von getimten Maus-
Embryonen und -Foten das Hirn prapariert und sowohl die mRNA als auch der
Gesamtproteinextrakt prapariert. Es konnte ein Assay fur den quantitativen Realtime-PCR-
Nachweis etabliert werden und ein in der Entwicklung nicht reguliertes Gen, welches als
Referenz herangezogen werden sollte, gefunden werden (Histon, H2a).

Neuroglobin konnte auf Ebene der mRNA vom ersten Entnahmezeitpunkt an nachgewiesen
werden (MF10). Das Gen zeigte einen kontinuierlichen Anstieg wahrend der Entwicklung bis
hin zum Adultstadium. Die absolute mRNA-Kopienzahl, bereinigt durch die Verrechnung mit
dem unregulierten Gen Histon-2a, liegt am MF10 bei 2300 Kopien. Bis MF19 steigt die
MRNA-Menge um den Faktor 27 (70.000 Kopien) und in den nachsten zwei Tagen (T1), im
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Vergleich zur Expression am MF10, um Faktor 90 an (220.000 Kopien). Bis zum Adultstadium
liegt der Anstieg fur Ngb bei Faktor 130.

Die Ergebnisse der Expressionsanalyse mit ihrem kontinuierlichen Zuwachs an Globin laufen
parallel zur Entwicklung des Saugerhirns (Abbildung 4-1). Schon vor dem ersten
Entnahmezeitpunkt (MF10) um den Tag 7 nach der Befruchtung beginnt die Neurogenese.
Bis zum Tag 15 (MF15) sind mit der Ausnahme z. B. des Hippocampus weitgehend alle
Hirnbereiche in Anlagen vorhanden. Im Zeitraum vom Tag 17 setzt die Synaptogenese ein,

die fur die Verschaltung der Neuronen und deren Aktivitat Voraussetzung ist.
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Abbildung 4-1: Die Expression der Ngb- und Cygb-mRNA im zeitlichen Verlauf der
Entwicklung des Saugerhirns

Gezeigt sind die Entwicklungsstadien der Maus, kombiniert mit den Geschehnissen der Neurogenese,
des Hirnwachstums, dem Beginn der Synaptogenese, der Gliogenese und der
Mitochondrienentwicklung im Saugerhirn. Zum Vergleich ist die Expressionsstarke der beiden Globine
zum jeweiligen Zeitpunkt aufgetragen. Beide Graphen haben unterschiedliche Ordinaten und sind nur
in der Tendenz miteinander zu vergleichen. Die mRNA-Kopienzahl von Ngb ist schon bei der ersten
Probenentnahmen (MF10) 10-mal so hoch wie die von Cygb und steigt um das 17-fache bis zu MF19,
auf das 90-fache bis zum Tag eins nach der Geburt und ist im Adulthirn 130-mal so stark exprimiert
wie am MF10. Cygb-mRNA ist von Beginn an nur schwach exprimiert und steigt bis zum MF19 auf das
vierfache und bis zum T1 auf das neunfache an. Im Adulthirn ist im Vergleich zum MF10 die 15-fache
Cygb-mRNA Menge enthalten. Dies entspricht in etwa der Ngb-mRNA-Expression am MF15.
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Der groite Anteil der Synapsen wird erst nach der Geburt ausgebildet (LAUDER ET AL., 1975;
SUTOR ET AL., 1995; SWANN ET AL., 1990) Die Gliogenese beginnt zeitgleich zur Neurogenese,
doch sind zu Beginn lediglich Radialgliazellen vorhanden. Sie bilden Auslaufer von der
Subventrikularzone bis zur Pia mater, die bei der embryonalen Wanderung der neu
gebildeten Neurone und Gliazellen von grolier Bedeutung sind. Der exponentielle Zuwachs
von Astrozyten, Ependymzellen und Oligodendrozyten findet hauptsachlich zwischen PC17
und PB7 statt. Die Myelinogenese startet erst nach der Geburt und dauert wie die
Synaptogenese und Gliogenese bis weit in das Jungadult-Stadium hinein (BAYER ET AL.,
1993). Bei der Abbildung ist zu beachten, dass Neuroglobin und Cytoglobin mit
unterschiedlichen Ordinaten aufgetragen wurde. Die Einheit der Neuroglobin-Ordinate liegt
100-fach tber der von Cytoglobin. Die Darstellung soll lediglich den Verlauf des Zuwachses
vergleichbar machen. Der starkste Anstieg an Ngb ist vom Tag 19 bis kurz nach der Geburt
Zu verzeichnen, ein Zeitraum, in dem der Fotus starken Veranderungen ausgesetzt ist. Zum
einen ist die Geburt ein Vorgang, der meist mit einer Sauerstoffunterversorgung einhergeht.
Zum anderen ist der Organismus des Neugeborenen vom Zeitpunkt der Geburt an 10x
hoheren Sauerstoffkonzentrationen ausgesetzt. Der einsetzende Stoffwechsel nach dem
Durchtrennen der Nabelschnur produziert von nun an die Zellen belastende reaktive
Sauerstoff-Spezies.

Um eine physiologische Funktion zu Gbernehmen, muss Ngb in einer ausreichenden Menge
vorhanden sein. Ngb ist sowohl im peripheren als auch im zentralen Nervengewebe
nachgewiesen, doch die Konzentration im Hirn ist mit ~0,01% des Gesamtproteinanteils
bzw. 1uM sehr gering, wobei jedoch 80% der Hirnmasse auf Gliazellen beruhen (BURMESTER
ET AL., 2000; REUSS ET AL., 2002; MAGISTRETTI ET AL., 1999). Deutlich wird dies durch einen
Vergleich mit der Konzentration von Myoglobin im Muskel, die bei 100-400uM liegt
(WITTENBERG UND WITTENBERG, 1989). Allerdings beschrankt sich die Expression von
Neuroglobin im Hirn landlebender Sauger auf die Population der Neurone (LAUFS ET AL. 2004).
Eine vergleichbar hohe Konzentration wie Mb weist Ngb nur in der Retina auf. Hier liegt die
Konzentration etwa 100-fach hoher, was daflr sprechen kénnte, dass Ngb hier eine O,-
versorgende Funktion &hnlich der des Myoglobins Gbernimmt (SCHMIDT ET AL., 2003; HUNDAHL
ET AL, 2006; WITTENBERG UND WITTENBERG 1989). Dafiir spricht auch, dass ein Fehlen von
Nervenglobinen bei Invertebraten unter Hypoxie zu einer reduzierten Uberlebensfahigkeit
von Neuronen fuhrt (WITTENBERG, 1992; BURMESTER UND HANKELN, 2008).

Man geht davon aus, dass Ngb ubiquitdr in allen Zellen des zentralen Nervensystems
exprimiert wird, doch gibt es starke regionale Unterschiede. Die starkste Expression zeigen

die Neurone des Hippocampus, des Cerebralen Kortex, Thalamus und Hypothalamus und des
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Cerebellums (BURMESTER ET AL., 2000; WYSTUB ET AL., 2003). Selbst in diesen stark Ngb-
exprimierenden Bereichen bilden Gliazellen einen grofen Anteil, der sich zum Beispiel im
menschlichen Gesamthirn auf mehr als die Halfte des Hirnvolumens belauft (KIMELBERG AND
NORENBERG, 1989; O'Kusky AND COLONNIER, 1982). Da fiur die Untersuchungen der
vorliegenden Arbeit das Gesamthirn verwendet wurde, kann nicht auf die Expression in
einzelnen Zellen geschlossen werden.

Ein Grund fir den Anstieg der Expression kdnnte der Geburtsvorgang selbst sein, der meist
mit einer O,-Unterversorgung einhergeht, wobei sich die Foten durch extreme
Hypoxieresistenz auszeichnen (siehe Einleitung). Ngb kdnnte durch seine hohe Expression
Sauerstoff im Gewebe speichern und den Versorgungsmangel kompensieren. Das komplett
ausgebildete Saugerhirn benétigt in etwa 20% des zur Verfiigung stehenden Sauerstoffs und
reagiert sehr empfindlich auf O,-Mangel. Die Ngb-Expression wurde je nach Publikation
unter O,-Mangel /n vitro wie auch /n vivo sowohl reguliert als auch als unverandert
beschrieben. Die Tabelle 4-1 fasst die bisher publizierten Ergebnisse zur Regulation von
Neuroglobin unter Hypoxie zusammen.

Gegen die Mdglichkeit, Ngb kénne dem Hirn als Sauerstoffspeicher dienen, spricht die von
DEWILDE in vitro beobachtete hohe Autooxidationsrate von Fe?*-Ngb (Ferro) zu oxigeniertem
Fe**-Ngb (Ferri) (DEWILDE ET AL., 2001). Entkraftet wiirden die Bedenken nur durch die
Entdeckung einer Fe®'-Ngb-Reduktase, die vor einer affinen O,-Bindung zunachst das
oxigenierte Fe**-Ngb zu Fe**-Ngb reduzieren kénnte kénnte (FAGO ET AL., 2004; HANKELN ET
AL., 2005). Untersuchungen der Sauerstoffbindungseigenschaften unter physiologischen
Bedingungen (37°C, ~pH 7) filhrten zu einem vergleichbaren Resultat. Um O, an ein
Gewebe abgeben zu koénnen, sollte ein Hamprotein eine niedrigere O,-Affinitat als der
Sauerstoffkonsument aufweisen. In den Tests veringerte sich der Pso-Wert von Ngb jedoch
auf 7,5 Torr. Dies wirde bedeuten, dass in einer Zelle lediglich 10% des vorhandenen Ngbs

in oxigenierter Form vorlage (FAGO ET AL., 2004 A; FAGO ET AL., 2004 B).

Tabelle 4-1: Regulation von Ngb in der Literatur

Die Tabelle zeigt bisherige Publikationen zur Regulation von Ngb unter Hypoxie und Ischamie bzw.
Reperfusion. In Zellkultur wird Ngb unter Hypoxie heraufreguliert, wahrend /n vivo die Ergebnisse
gegen eine Regulation von Neuroglobin unter Hypoxie sprechen (O: Karotidenokklusion, ODN: Oligo-
Desoxynukleotid).
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Publikation

in vivo/in vitro

Ischamie/Reperfusion(1/R)
Hypoxie/Dauer (H/D)

Methode

Ngb-Regulation

SUN ET AL., 2001

Maus Gehirn

90 min/ 4, 8, 16, 24 Std. (I/R)

Fokale Ischédmie / Immuno

Protein: Heraufregulation nach 24 Std.

HN33

kortikale embryonale Maus
Neurone

0% O, / 24 Std.

Western Blot

Protein: Heraufregulation um Faktor 2,3 nach 8 Std.,danach
Abfall

Ngb-Antisense-ODN-Inkubation,

Bestimmung der Lebendzellzahl (MTT

20 bzw. TBE 21)

Uberlebensrate signifikant erniedrigt

MAMMEN ET AL., 2002

Maus Gehirn

10% O, / 14 Tage (H/D)

ISH, gPCR

mRNA: keine Regulation

SUN ET AL., 2003

Ratte Gehirn

ODN: 1pl/h fir 72h dann 90 0/24 Std. R

Fokale Ischdmie/ Ngb-Antisense-
ODN-Gabe

Infarktvolumen um 55-60% erhoht

FORDEL ET AL., 2004

Maus Gehirn

7 bzw. 12% O, / 48 Std. (H/D)

Hypoxie/ Immuno

mRNA: keine Regulation

HN33

1% O, / 4 bis 54 Std. (I/R)

Hypoxie/gPCR

mRNA: keine signifikante Heraufregulation max. um Faktor 4,1

HUNDAHL ET AL., 2005

Maus Gehirn und Retina

7,6% O, / ¥ bzw. 2 Std. (H/D)

Hypoxie/ Immuno und gPCR

mRNA und Protein: keine Regulation

HUNDAHL ET AL., 2006

Ratte Gehirn

90 min/ 24 Std. bzw. 1 Woche (I/R)

Globale Ischdmie/gPCR/Immuno

mRNA: Runterregulation um 40% /
Immunfarbung: weniger Ngb-positive Neurone im Striatum

SCHMIDT-KASTNER ET

Ratte Gehirn

12,5 min/ ¥ bis 72 Std. (I/R)

Globale Ischamie/ ISH

mRNA: keine Regulation

AL., 2006 HN33, PC12 0-1% O, / 24 Std. (H/D) Hypoxie/qPCR MRNA: Heraufregulation max. um Faktor 2,3
10% O, / 1, 3, 7 und 14 Tage (H/D) Hypoxie/qPCR mRNA und Protein: Heraufregulation um Faktor 1,8 bzw. 1,7
nach 1 Tag
LI ET AL., 2006 Ratte Gehirn
10 und 21% O, alternierend/ 1, 3,7 und . mRNA und Protein: Heraufregulation um Faktor 2,5 bzw. 1,9
Hypoxie/gPCR

14 Tage (H/D)

nach 3 Tagen

SHANG ET AL., 2006

Maus Gehirn (Gerbil)

20 min/ 2, 8, 16, 24, 48 und 72 Std. (I/R)

Globale Ischdmie/ Immuno, ELISA

Cortex: Heraufregulation nach 16-24 Std. um 46-70%

Hippocampus: Herunterregulation nach 24 Std. um 35-79%

RAYNER ET AL., 2006 ND15 (Neuroblastoma) 1,2%/1 Std. /R flr 2, 5, 24 Std. Hypoxie/gPCR mRNA: Heraufregulation bis 4-fach danach wieder Abfall
6% O, / 5 Std. (H/D) Hypoxie/gPCR mRNA: keine Heraufregulation (evtl. Faktor 2 runter)
BURMESTER ET AL., 2007 | Ratte Gehirn
10% O, / 22 und 40 Std. (H/D) Hypoxie/gPCR mRNA: keine Heraufregulation
0,6% O, / 0 bis 48 Std. Hypoxie/gPCR mRNA: Heraufregulation bis 9-fach

EMARA ET AL., 2009

Glioblastoma multiforme

0,6% O, / 0 bis 48 Std.

Hypoxie/Western Blot

Protein: Heraufregulation
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Bei dem von STUDER publizierten Sauerstoffpartialdruck von 8-40 Torr, der im S&ugerhirn
vorherrscht, und der Annahme, zur Aufrechterhaltung des O,-Partialdrucks innerhalb der
Neurone sollte der Wert etwa 10 Torr betragen, scheint Ngb fiir diese Aufgaben ungeeignet
zub sein (STUDER ET AL., 2000; HOFFMAN ET AL., 1999). Andere Arbeitsgruppen hingegen
haben im Hirn groBe Schwankungen der Sauerstoffpartialdricke detektiert, die je nach
Gehirnregion zwischen 1-3 Torr aber auch lokal Werte um 10-20 Torr erreichen (ERECINSKA
UND SILVER, 2001; FAGO ET AL., 2004). Unter diesen Bedingungen lage ein GrofR3teil des Ngbs
in 0,-gesattigter Form vor und stinde durchaus dem O,-Metabolismus des Hirns zur
Verfiigung. Eine weitere Moglichkeit, wie Ngb die Uberlebensrate von Zellen unter Hypoxie
steigern konnte, liegt in der Eigenschaft, eine Disulfidbriicke zwischen den AS Cys46 und
Cys55 der Helices CD7 und D5 auszubilden und dadurch eine hohe O,-Affinitat von 1 Torr zu
erreichen (HAMDANE ET AL., 2003). Diese neigt aber unter reduzierenden Bedingungen dazu
aufzubrechen, wenn sich z.B. unter akuter Hypoxie NADH" Reduktionsaquivalente
anreichern. Der Verlust der Disulfidbriicke wiederum senkt die O,-Affinitat von Ngb um das
10-fache. Der nun verfigbare Sauerstoff koénnte den Hypoxiestress der Nervenzelle
vermindern. Dieser Mechanismus konnte bisher aber nur /n vitro nachgewiesen werden
(HAMDANE ET AL., 2003; HANKELN ET AL., 2005). Hierzu passt auch die Beobachtung, dass
Hypoxie in Neuronen zu einem pH-Wert Abfall fihrt, was auch mit einer Verminderung von
Bindungen exogener Liganden einhergeht (LIPTON, 1999). FAGO hat diese Eigenschaften des
humanen Neuroglobins noch genauer untersucht und /n vitro Gber Temperatur und pH-Wert
physiologische Bedingungen nachempfunden, die in der Zelle auch einen reduzierenden
Charakter aufweisen. Hierbei lag die O,-Affinitat des Ngbs mit 7,5 Torr weit niedriger (FAGO
ET AL., 2004). Verantwortlich hierfur ist die schon von HAMDANE beschriebene Disulfidbriicke,
die sich unter diesen Bedingungen nicht ausbilden kann und zu einer Verringerung der
Sauerstoffaffinitat um den Faktor 7-8 fuhrt. Auch in diesem Beispiel fihrten die geringen
Sauerstoffpartialdricke im Gehirn dazu, dass nur ein kleiner Anteil des Ngbs in oxygenierter
Form vorlage.

Wahrend Ngb also in metabolisch aktiven Geweben zwar durchaus eine O,-versorgende
Funktion tbernehmen konnte, ist dies fiur die Neuronen des Saugerhirns gesamtbetrachtet
eher unwahrscheinlich. Die durchschnittliche Konzentration von ~1uM erscheint zu niedrig,

um einen ausreichenden Transport zu den Mitochondrien zu gewahrleisten.
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45 Cygb wahrend der Entwicklung des Saugerhirns

Die embryonalen mRNAs und Gesamtproteinextrakte wurden auch auf die Expression
von Cytoglobin untersucht. Wie bei Neuroglobin war ein Nachweis vom ersten
Entnahmezeitpunkt an maoglich, doch liegt die mRNA-Menge wahrend der Entwicklung weit
unter der von Ngb. Die absolute Kopienzahl lag nach der Normalisierung mit dem
unregulierten Gen Histon-2a bei 220 mRNA-Kopien. Im weiteren Verlauf stieg die Cygb
Expression um den Faktor 4,5 (1.000 Kopien), bzw. um den Faktor 9 am T1 nach der Geburt
an (2000 Kopien). Bis zum Adultstadium lag der Anstieg fur Cygb bei Faktor 16 (3600
Kopien). Den extremen Unterschied zur Expression von ANgb wahrend der Entwicklung
verdeutlicht Abbildung 4-1. Hierbei ist zu beachten, dass die Graphen einen &hnlichen
Verlauf zeigen, jedoch unterschiedliche Ordinaten besitzen (Cygb rot, rechts; Ngb gelb,
links). Anfangs liegt die Menge an Cygb noch etwa bei 1/10 der Ngb-mRNA-Menge. Bis zum
Adultstadium wachst dieser Unterschied auf mehr als das 100-fache an. Der Proteinnachweis
zeigte wie die mRNA einen kontinuierlichen Anstieg der Expression im Verlaufe der
Hirnentwicklung. Diese geringe Menge ist auch dem Umstand zuzuschreiben, dass Cygb nur
in distinkten Zellpopulationen des Kortex, des Striatums und der Pyramidenzellen des
Hippocampus in hoher Intensitdt nachgewiesen werden konnte, wobei hierbei nie mehr als
10% der vorhandenen Neurone diese intensive Farbung zeigten (SCHMIDT ET AL., 2004).
MAMMEN untersuchte den Zuwachs an Cygb-mRNA anhand einer semiquantitativen PCR
zwischen MF17,5 und dem Adultstadium und postulierte einen 10-fachen Zuwachs (MAMMEN
ET AL., 2006). Dies entspricht in etwa den Werten der vorliegenden Arbeit, die zwischen dem
friheren Zeitpunkt MF15 und dem Adultstadium einen 15-fachen Anstieg und zwischen dem
MF19 und dem Adultstadium einen knapp 4-fachen Anstieg ermittelt hat.

MAMMEN hat Cygb wahrend der Entwicklung und unter Hypoxie untersucht und schlagt
aufgrund seiner selektiven Expression im Hirn und seiner ermittelten Hochregulation unter
Hypoxie eine Funktion als stressinduziertes Gen im Bereich des Metabolismus und der

kardiovaskuldren Homéostase vor (MAMMEN ET AL., 2006).
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4.6 Ngb- und Cygb-Expression nach Paraquat-induziertem oxidativem Stress

Um die Auswirkung von Sauerstoffradikalen auf die Ngb-Expression zu bestimmen,
wurde die mRNA von Primarkulturen vom Kortex der Ratte und vom Cerebellum der Maus
quantifiziert, die zuvor mit Paraquat behandelt worden waren. Dies flhrte zu einer
vermehrten Bildung von Hyperoxid (siehe hierzu Abbildung 1-8). Verglichen wurde hierbei
die Expression der beiden Globine mit den bekannten Antioxidanz-Enzymen Cu/Zn-Superoxid
Dismutase (SOD) und der Glutathion-Peroxidase (GPx). Ein leichter Anstieg der mRNA-
Expression konnte bei Ngb nur in der hochsten Paraquat-Konzentration ermittelt werden
(1000uM), wobei das Cerebellum starke Schwankungen aufwies, wahrend der Kortex keine
Regulation zeigte. Da auch bei diesem Versuch keine einzelnen Zellpopulationen untersucht
werden konnten, kénnen Expressionsunterschiede in distinkten, stark exprimierenden Zellen
im Kortex nicht ausgeschlossen werden. Im Cerebellum fiel die mRNA-Konzentration anfangs
ab (30min), um wieder leicht anzusteigen und bei einer Stunde den hdchsten Wert mit
Faktor 1,55 zu erreichen, der leicht Gber dem Ausgangswert der Leerkontrolle lag. Bei
langerem Versuchsverlauf nahm die mRNA-Konzentration wieder kontinuierlich ab, erreichte
nach etwa zwei Stunden den Ausgangswert und fiel in den folgenden vier Stunden um den
Faktor drei. Je langer die Dauer und je hodher die Konzentration des Paraquats, desto
negativer sind also die Auswirkungen auf die Ngb-mRNA-Expression. Gegen die Mdglichkeit,
dass die Zellen sich mit lagerer Einwirkzeit dem Zelltod naherten, spricht die Tatsache, dass
der Verlauf des Referenzgens, Ribosomal-18s, keine Veranderung zeigte.

Die im Folgenden untersuchten Antioxidanz-Enzyme zeigten einen Verlauf, der sich mit dem
Expressionsmuster von Ngb deckte, wobei beide eine schwéchere Auspragung zeigten. Hier
muss aber auch bericksichtigt werden, dass die Anzahl an Ngb-mRNA-templates im
Cerebellum 700-fach niedriger als die der SOD ist und 200-fach niedriger als Gpx.

In der Literatur ist fur SOD und Gpx auf Proteinebene ein Anstieg an Aktivitat bei
verstarktem ROS-Vorkommen nachgewiesen. Transgene Mause, die das jeweilige Gen
Uberexprimieren, zeichnen sich dadurch aus, dass sie die Gabe von Paraguat mit weniger
neurodegenerativen Symptomen Uberstehen als nicht transgene Versuchstiere (KHAN ET
AL.,03; THIRUCHELVAM ET AL.,05).

Dieser Versuch zeigt, dass die Ngb-Expression zumindest geringfligig von Sauerstoffradikalen
beeinflusst werden kann. Folgende Funktionen von Ngb wéaren dadurch zu diskutieren:
Globine kdnnen ROS und RNS unschadlich machen und dadurch in Zellen neuroprotektive
Wirkungen entfalten (FLOGEL ET AL., 2004). Ein solcher Effekt ist auch flr Ngb von einigen

Arbeitsgruppen publiziert worden und wird durch Vergleiche mit den Scavenger-
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Eigenschaften von Myoglobin begriindet (SuN ET AL., 2001; WEBER ET AL. 2004; MILTON ET AL.,
2006; WANG ET AL., 2008). Wie Hamoglobin und Myoglobin vermag Ngb "NO zu binden. /n
vitro wird bei einem Uberschuss von "NO iiber die reduktive Nitrosilierung des Hams eine
Ngb-Fe?"-NO-Spezies gebildet. Diese reagiert mit dem unter Hypoxie vermehrt auftretenden
starken Zellgift Peroxynitrit (ONOO"), wobei "NO mit dem O, reagiert und Ngb- Fe** und "NO
entstehen. Die Verbindungsrate von NgbNO und ONOOQO" ist dabei um zwei GroRenordnungen
hoher als die von HbNO, was die Wahrscheinlichkeit fir eine Funktion als Radikalfanger /n
vivo stark erhéht (HEROLD ET AL, 2004; HEROLD ET AL, 2005). Dagegen kénnte lediglich die fur
in vivo-Verhéltnisse niedrige Thermolyserate des Ngb-Fe**-NO-Komplexes von ty, > 10
Minuten sprechen (VAN DOORSLAER ET AL., 2003).

Infolge cerebraler Ischemie weisen Neurone einen niedrigen Sauerstoffpartialdruck und eine
Erhohung der "NO-Werte auf. In diesem Fall schlagen BURMESTER UND HANKELN flir Ngb eine
NO-Dioxygenasefunktion vor. Unter normoxischen Bedingungen koénnte Ngb den °NO-
Uberschuss zu Nitrat (NO3.) abbauen oder aber unter Hypoxie als deoxygeniertes Ngb aus
NO," NO bilden und so die Kontraktion bzw. Relaxion der Blutgefa3e direkt und hierdurch die
0,-Versorgung der Mitochondrien indirekt beeinflussen. (BURMESTER UND HANKELN, 2009; JIN
ET AL., 2008; PETERSEN ET AL., 2008).

In oxygenierter Form reagiert Ngb (Ngb-Fe?*) /n vitro mit NO sehr schnell zu Ngb-Fe*" und
NO3". Eine weitere Reaktion des FerriNgbs mit dem stark oxidierenden H,O, zu einer Ferryk-
Form (Fe**) bleibt aus (BRUNORI ET AL., 2005; HEROLD ET AL., 2004). Diese Eigenschaft erweist
sich unter oxidativem Stress als sinnvoll. Doch sollte Ngb unter langer anhaltender Hypoxie
die Zellen vor entstehenden ROS und NOS bewahren, so wére eine standige Reduzierung der
Ferri-Form zur Ferro-Form erforderlich, um erneut NO binden zu kénnen. Hiergegen spricht
die Tatsache, dass dazu eine Ngb-Reduktase vonndten ware, die bisher nicht nachgewiesen
werden konnte.

Obwohl BURMESTER UND HANKELN darauf hinweisen, dass /n wvitro bisher keine direkte
Korrelation zwischen dem Aussetzen neuronaler Zellkulturen mit ROS oder RNS und einer
Hochregulation von Ngb gezeigt werden konnte, fiihrt eine Uberexpression des Proteins zu
erhohter Toleranz der Zellen gegentiber H,0, und NO-induziertem Stress (BURMESTER UND
HANKELN, 2009; FORDEL ET AL., 2006; LI ET AL., 2008; JIN ET AL., 2008). DUONG ET AL. flhrten fur
diese Beobachtung gleich mehrere Begrindungen an: Die Aufrechterhaltung des ATP-
Gleichgewichts, Hemmung des Ca?*'-Zustroms, Regulation der Eisen-, Kupfer- und
Zinkaufnahmen und eine Hemmung der Apoptose der Zelle (DUONG ET AL., 2009). Eine
Begriindung, wieso Zellen nicht von sich aus mit einer Ngb-Hochregulation reagieren und ob

diese Schutzmechanismen /n vivo von Bedeutung sind, bleiben die Autoren schuldig.
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In den von mir untersuchten Proben konnten fir die Expression von Cytoglobin keine
Unterschiede festgestellt werden. Es konnte eine bestandige, niedrige mRNA-Menge in allen
Proben detektiert werden, die keinerlei Veranderung durch die Paraquat-Stimulation zeigten.
Anhand dieser Ergebnisse kann man fir Cytoglobin keine Funktion als ROS-induziertes

Stressprotein annehmen.

4.7 Expression von NGB in Tumorgewebe

Im Rahmen dieser Arbeit wurde ein cDNA-Human-Cancer-Profiling-Array mit einer
NGB-Sonde hybridisiert. Ziel war es nachzuweisen, ob Gewebe mit einer kanzerogenen
Entartung mit einer Initiation der ANGB-Expression reagiert. Auf dem Array waren keine
neuronalen Gewebe vertreten. Auch nach einer langen Expositionszeit konnte in keiner der
von 241 unterschiedlichen Patienten stammenden cDNAs ein Hybridisierungssignal
nachgewiesen werden.

In mRNA-Proben humaner Nierentumore konnte weder in gesundem Nierengewebe noch im
Tumorgewebe NGB nachgewiesen werden. In der vorliegenden Arbeit wurden mit den
Zelllinien GAMG und DK-MG auch von Glioblastomen abstammende Zelllinien auf Neuroglobin
mittels Immunfluoreszens untersucht, doch war keine der Zelllinien Ngb-positiv (Abbildung
3-15).

In jungst verd6ffentlichten Daten, bei denen Biopsien von Glioblastomen und Astrozytomen
mittels quantitativer PCR untersucht wurden, konnte in funf von sieben Glioblastomen und
einem von zwei Astrozytomen Neuroglobin nachgewiesen werde. Die Menge ist aber so
gering, dass bei einer angenommenen mRNA-Menge von 15pg pro Zelle lediglich 0,01 NGB-
MRNA-Molekille vorhanden sind (GORR ET AL., 2011). Wie schon unter 4.1 beschrieben,
publizierte CHEN erstmals Daten, wonach Agb-mRNA auch in Astrozyten nachgewiesen
werden konnte (CHEN ET AL., 2005). Doch sowohl die quantitativen PCR-Daten als auch das
Farbemuster des Immunfluoreszenz-Nachweises sollten mit Vorsicht betrachtet werden.
EMARA wies in Glioblastomzelllinien (GBM, glioblastoma multiforme) NGB-mRNA und das
Protein nach (EMARA ET AL., 2009). Allerdings ist der Nachweis des astrozytaren Ursprungs
nicht eindeutig geklart, da die verwendeten GBM neuronale wie auch Gliamarker exprimieren
(REBETZ ET AL., 2008). Ein Vergleich all dieser Daten mit der Auswertung einer Suche in der

SAGE-Datenbank (serial analysis of gene expression; VELCULESCU ET AL, 1995;
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http://cgap.nci.nih.gov/SAGE) des Cancer Genome Anatomy Projects (CGAP; LAL ET AL.,

1999; SIU ET AL., 2001) fuhrte zu &hnlichen Ergebnissen. In den Daten von Glioblastoma und
Astrozytoma weisen nur 1-2 7ags von 200.000 auf NGB hin. Medullablastomen verzeichnen
mit 5-6 7ags von 200.000 eine etwas hohere Anzahl. Dies passt wiederum zu den NGB-
Nachweisen von EMARA, da Medullablastome ihren Ursprung in unreifen neuronalen
Vorlauferzellen haben (HUSE UND HoLLAND, 2010). Doch auch fir gesundes Hirngewebe
werden nicht mehr als 5-6 7ags von 200.000 angegeben. Dies ist wohl mit der vorwiegend
auf Neurone beschrankten Expression zu begrinden, wenn man sich das Verhéltnis von
Gliazellen und Neuronen (10:1) im menschlichen Hirn vor Augen halt (HANKELN ET AL. 2004;
REUSS ET AL. 2002; WYSTUB ET AL. 2004; SILBERNAGL & DESPOPOULOS 2001).

Die sehr geringe in Tumoren nachgewiesene Menge an NGB macht eine Aufgabe als
Sauerstoffversorger oder eine Beteiligung an der Beseitigung von Reactive Oxigen Spezies
unwahrscheinlich. Eine mdgliche Funktion kdnnte die auch bei der Entwicklung diskutierte
Reaktion und Reduzierung von Cytochrom-c darstellen (FAGO ET AL., 2006; FAGO ET AL., 2008).
Wahrend einer Sauerstoffunterversorgung wird von den Mitochondrien Ferr-Cytochrom-c in
das Zytoplasma abgegeben. Dies ist ein wichtiger Bestandteil der Caspase-Kaskade, die zur
Apoptose fuhrt. Ferro-NGB konnte Uber die Reduktion von Ferri-Cytochrom-c die Einleitung
dieser Kaskade verhindern und so die Zelle vor der Apoptose bewahren (FAGO ET AL., 2006).
Die Unterbindung der Apoptose durch NGB-Expression kdnnte von Tumorzellen zum eigenen
Uberleben genutzt werden (RAYCHAUDHURI ET AL., 2010).

Eine weitere Verbindung von Ngb mit dem Schutz vor dem programmierten Zelltod kdénnte
Uber eine Bindung mit den Proteinen Racl und RhoA bestehen, die wie die Pakl-Kinase
wahrend auftretender Hypoxie eine Schlisselrolle im Aufbau von Aktin und der Aktivitat des
RhoGDI-GTPase®-Signal-Komplexes einnehmen (KHAN ET AL., 2008). Uber die Hemmung der
Pakl-Kinaseaktivitdit und Abspaltung der GTPase Racl vom endogenen GDI wirden
wiederum der Aktinaufbau gehemmt, das Apoptosesignal gespalten und Ngb eine
neuroprotektive Bedeutung zukommen. Dies konnte auch in Versuchen mit Neuronen aus
Ngb-uberexprimierenden Ma&ausen gezeigt werden. Neurone dieser Tiere reagierten auf
Hypoxie nicht mit Polarisation der lipiden Mikrodoméanen in der Membran oder

mitochondrialer Aggregation (KHAN ET AL., 2007; KHAN ET AL., 2008).

% guanine-nucleotide dissociation inhibitor, GDI
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4.8 Cytoglobin: ein modgliches Tumorsuppressorgen?

Publikationen zu funktionellen Untersuchungen von Cytoglobin haufen sich im
Vergleich zu Neuroglobin erst in den letzten Jahren. Eine Korrelation der Cygb-Expression mit
metabolisch besonders aktiven Bereichen konnte bisher nicht nachgewiesen werden. Bei
dem oben erdérterten Beispiel der Retina, in der Ngb in den Schichten mit dem hdchsten
Sauerstoffkonsum im Bereich der Mitochondrien exprimiert wird, ist Cygb auch in
Koexpression mit Ngb in allen Schichten aufler der Photorezeptorschicht und den inneren
Plexiformen vorhanden (SCHMIDT ET AL, 2004; OSTOJIC ET AL., 2006). Um als O,-Speicher und
Transporter zu fungieren, liegt die Expression von Cytoglobin jedoch zu niedrig. Hier ware
eine Funktion als O,-Lieferant fur spezifische enzymatische, sauerstoffkonsumierende
Funktionen, wie im Falle der NO-Synthase (nNOS), denkbar. (GOTTI ET AL., 2005). Eine
Veranderung der Cygb-Expression unter oxidativem Stress, wie unter 4.6 fir Ngb
beschrieben, konnte fir Cygb nicht nachgewiesen werden.

Mit dem Cancer Profiling Array der Firma Clontech, bei dem 241 Paare normalisierter cDNAs
von Tumoren und dem dazugehdrigen Normalgewebe einzelner Patienten verglichen werden,
konnten fur CyGB keine Unterschiede in der Expression ermittelt werden. Bei den Kontrollen,
die aus Krebszelllinien, HelLa, Hefe, E. coli und humaner genomischer DNA bestanden, zeigte
lediglich die genomische DNA ein schwaches Signal, was auf die Zugehérigkeit von CyGB zur
Genfamilie der Globine zurtickzufiihren ist. Die epitheliale HeLa-cDNA zeigte kein Signal. In
der Literatur ist diese Zelllinie als CyGB-positiv beschrieben, doch sind Epithelzellen im
Gewebe als CyGB-negativ publiziert (SHAW ET AL., 2009; SCHMIDT ET AL., 2004).

Im Zusammenhang mit einer Tumorbildung oder Metastasierung war keine erhdhte bzw.
erniedrigte Expression zu erkennen. Dagegen konnte Dr. Koslowski aus der AG Tireci an den
Uni-Kliniken Mainz mit Hilfe der quantitativen Realtime-PCR in Lungentumorgeweben eine
signifikante Herunterregulation von CyGB-mRNA im Vergleich zu gesundem Gewebe
nachweisen. Fir Tumorgewebe aus Ovar, Darm und Brust war keine veradnderte Regulation
nachweisbar (GORR ET AL., 2011, ABB.7.1.1; ANHANG). In aktuellen Publikationen hingegen
wurde eine Regulation von CyGB auf mRNA-Ebene postuliert.

CyGB liegt in der chromosomalen Region 17925, der oft eine Rolle bei der Entstehung
bdsartiger Tumore zugeschrieben wird (PRESNEAU ET AL., 2005). Der Lokus fur die erblich
bedingte Erkrankung 7ylosis palmaris (Hornschwielen), die haufig mit gleichzeitig
bestehendem Plattenepithel-Karzinom des Osophagus einhergeht (TOC, T7ylosis with
Oesophageal Cancer), wurde auf einen 42,5-kb umfassenden Bereich eingegrenzt, in dem

nur Cygb als komplettes Gen vorhanden ist. Eine Mutation des Gens konnte in Tylosis
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Patienten jedoch nicht nachgewiesen werden (RISK ET AL., 2002; LANGAN ET AL., 2004; SHAHABI
ET AL., 2004). Erst die Untersuchung auf Methylierungen im Promotorbereich zeigte, dass
diese bei Cygb in Lungen- und Osophagustumorgeweben signifikant erhoht sind (XINARIANOS
ET AL., 2006). Dagegen konnte McRONALD lediglich eine niedrige Cygb-Expression bei TOC
nachweisen, fand aber keine signifikant erhdhte Methylierung im Promotorbereich und
versuchte die Untersuchungsergebnisse mit Trans-Allelischer-Repression zu begriinden
(MCRONALD ET AL., 2006). Beim Vergleich von Tumorgewebe mit gesundem Vergleichsgewebe
und priméaren Zelllinien aus Kopf-Halstumoren schlieBt SHAw, dass die Menge an
Methylierungen im Bereich des Promotors entscheidend ist, wobei abgekapselte Tumore ab
einer groéfRe von ca. 20mm wiederum einer Cygb-Regulation, ausgeldst durch mangelnde
Sauerstoffversorgung, unterliegen, die spater erdrtert wird (SHAW ET AL., 2006; SHAW ET AL.,
2009). Eine Analyse des Methylierungststatus und der Expression von Cygb in 16 Zelllinien,
von denen 14 lungen- und bronchialkarzinogenen Ursprungs waren, zeigte eine Methylierung
aller 24 CG-Dinukleotide in acht von zehn Lungenkrebszellen und allen vier
Bronchialkarzinom Zelllinien in einem 110 bp groRen Bereich der Promotorregion, der als
entscheidend fur ein Genesilencing ermittelt wurde. Die Zelllinien mit methyliertem
Promotorbereich zeichneten sich durch reduzierte bzw. fehlende Cygb Expression aus. Die
verbleibenden Krebszelllinien und nichtmalignen Epithellinien waren unmethyliert und Cygb
positiv. Eine Behandlung der methylierten Zellen mit 5-Aza-2-Deoxycytidin zur Aufhebung
der Methylierung induzierte eine Cygb-Expression. Dies zeigt die Bedeutung der CG-
Dinukleotide in dieser Region fir die Expression von Cygb und die Korrelation zwischen Cygb
und einer  Tumorentstehung (SHIVARPURKAR  ET  AL., 2008). Quantitative
methylierungsspezifische PCR auf verschiedenen Tumorgeweben zeigten vor allem in
Lungentumoren eine hohe Spezifitdt fur Cygb-Methylierung im Vergleich zu gesundem
Gewebe. Die Tatsache, dass keine Beziehung zwischen Methylierung und Malignitat
hergestellt werden konnte, deutet laut SHIVARPURKAR auf den frihen Zeitpunkt der
Methylierung in der Tumorentstehung hin (SHIVARPURKAR ET AL., 2008).

Das veranderte Wachstumsverhalten der Zellen, wobei sie nach einem RNAi vermittelten
Cygb-knock-down dazu neigten, Ubereinander zu wachsen, gleicht Zellen nach einem nock-
down des Tumor Suppressor-Gens p53 (SATO ET AL., 2006).

Transfiziert man Tumorzellen, die aufgrund der Methylierung des Promotorbereiches kein
Cygb exprimieren, transient mit einem Expressionskonstrukt, welches fuir die cDNA von Cygb
kodiert, so fuhrt die Cygb-Expression zu einer signifikanten Herunterregulation mehrerer
Gene, die allesamt eine erhdhte Expression in Tumorgeweben gemein haben. COL1A1

kodiert fur das fibrillare Kollagen 1, welches hauptsachlich das Bindegewebe bildet. Unter
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Hypoxie und in fortgeschrittenen Stadien verschiedener Tumorarten (Ovar-, Cervix-,
Prostata-, Magen-, Lungenkarzinom) ist fir COL1IA1 eine erhdhte Expression beschrieben
worden (FALANGA ET AL., 2002; YASUI ET AL., 2005; CREIGHTON ET AL., 2005; De CECCO ET AL.,
2004; CHEN ET AL., 2003; VILLAR ET AL., 2007).

UCP2 (uncoupling protein-2) ist ein Anionen-Transporter der inneren Mitochondrienmembran
und dient dort vermutlich als Sensor fir oxidativen Stress, induziert durch Hyperoxid bzw.
die bei der Lipidoxidation entstehenden freien Radikale (ARSENIJEVIC ET AL., 2000; ECHTAY ET
AL., 2003). In Darmzellkarzinomen konnte beobachtet werden, wie Zellen mit einer erhéhten
UCPZ-Expression die Anreicherung von ROS und die Einleitung der Apoptose, vermittelt
durch ein Chemotherapeutikum, verhindern konnten (DERDAK ET AL., 2008). Ein weiteres Gen
ist das PRPF40 (precursor mRNA-processing factor), ein RNA-Binde- und pre-mRNA-
Prozessier-Faktor, dessen erhtéhte Expression wahrend der Entwicklung fortgeschrittener
Tumore beschrieben wurde (SLUIMER ET AL., 2007; THAKUR ET AL., 2008).

Die Expression der drei Gene war in allen untersuchten Lungen- und Brustkrebszelllinien
durch die induzierte Cygb-Expression unterdrickt, was sie zu Zielkandidaten fir Cygb als
Suppressor-Gen macht (SHIVARPURKAR ET AL., 2008).

Eine Hochregulation von ODNMT1 (DNA-Methyltranferase) wird in vielen Tumoren beobachtet
und geht einher mit der Methylierung der Promotorregion von Tumorsuppressor-Genen.
Seine Expression konnte durch die Transfektion von Cygh ebenso gehemmt werden, wie dies
durch die Expression des bekannten Tumorsuppressor-Gens APC (Adenomatous polyposis
coll) gezeigt wurde (SUZUKI ET AL., 2004; CAMPBELL ET AL., 2003; SHIVARPURKAR ET AL., 2008).

All diese Versuche legen nahe, dass Cygb eine wichtige Rolle als Tumorsuppressor-Gen
spielen kdnnte. In Bezug auf die Hemmung des UCP2-Gens, das direkt mit der Wirkung von
Chemotherapeutika in Verbindung steht, lieRe sich gar ein Ansatz flr neue Krebstherapien
untersuchen.

Eine weitere Funktion des Globins wird in agressiven Tumoren einer bestimmten Groflie
angenommen. Durch unkontrolliertes Wachstum leiden die inneren Regionen unter Hypoxie.
Die Expression von Cygb ist durch Hypoxie induzierbar (MAMMEN ET AL., 2006). Invasive,
eingekapselte Tumore mit einer GrolRe Uber 20mm zeigen eine signifikant erhéhte Cygb-
Expression. Dass es sich bei Tumoren um sehr heterogene Gewebe handelt, zeigt das
Beispiel eines Tumors (=>20mm) mit reduzierter Cygb-Expression bei unmethyliertem
Promotor. Als Begrindung bleibt den Autoren nur die Vermutung eines allelischen
Ungleichgewichts (SHAwW ET AL., 2009) Da Cygb Uber hypoxic reactive elements (HRE)
verfiigt, wurde parallel die Expression des hypoxieinduzierten Faktors la (HIF1a) untersucht,

von dem ein regulativer Einfluss auf Cygb vermutet wird (SHAW ET AL., 2009, FORDEL ET AL.,
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2004). Auch die Expression von HIF1la war erhght, doch eine direkte Korrelation konnte nicht
nachgewiesen werden. Vergleichende Untersuchungen von sechs Zelllinien mit Kopf-Hals-
tumor-Ursprungs, zeigten einen klaren Anstieg der HIFla-Expression nach sechs bzw. 24
Stunden unter Hypoxie, wohingegen die Cygb-Expression weder kontinuierlich anstieg, noch
in allen Linien signifikant gewesen ist. Hier war die Expression stark vom Methylierungsgrad
des Promotors abhéngig. Wurde die Methylierung entfernt, kam es unter Hypoxie zu
Steigerungen bis zu 350-fach. Den starksten Anstieg verzeichnete die als Kontrolle
mitgefuhrte Zelllinie HeLa (SHAW ET AL., 2009)!

Eine weitere Funktion als NO-Dioxygenase in Fibroblasten wird von HALLIGAN postuliert. Sie
wiesen Cygb in der auReren Fibroblastenschicht von BlutgefaRen, der Adventitia nach. In der
Fibroblasten-Zelllinie NIH3 wurde eine direkte Korrelation zwischen der Menge an Cygb und
der intrazellularen Nitratproduktion nachgewiesen. Hierbei hemmt Cygb den zytostatischen
Effekt von NO: Durch einen Cygb knock down konnte eine NO induzierte Inhibition der
Zellproliferation um bis zu 70% erreicht werden (HALLIGAN ET AL., 2009). Dies steht in
direktem Widerspruch zu den zuvor erdrterten Untersuchungen in Tumorgeweben. Im
Tumor wird fur Cygb eine Suppressor-Wirkung angenommen, die Tumorgene reguliert. Fehlt
Cygb, fuhrt dies zu ungehemmter Proliferation. In Fibroblasten dioxygeniert Cygb Stickoxid

(NO) zu Nitrat und ermdglicht so eine ungehemmte Proliferation der Zelle.

Es verwundert, dass bei der Vielzahl an Publikationen, die sich mit der Expression von Cygb
in Tumorgeweben befassen bisher weder mit mRNA-/n situ-Hybridisierungen noch mit
immunhistochemischen Nachweisen eine Regulation nachgewiesen wurde. SHAW begrindet
seinen ,beinahe signifikanten“ Vergleich eines HIFALl-/mmunostainings mit quantitativer
Realtime-PCR mit der fehlenden Verfugbarkeit eines anti-Cygb-Antikérpers (SHAW ET AL.,
2009). Vielleicht scheuen die Arbeitsgruppen auch den bei kommerziell erworbenen Ak
fehlenden Nachweis der Spezifitat. Fur die Durchfihrung eines Kompetitionstestes muss
zusatzlich das rekombinante Protein erworben werden, diese Validierung des Ak sollte auch

auf einem Western-Blot vorhanden sein.
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4.9 Interpretation der Ergebnisse bei der Herstellung von monoklonalen

Antikérpern gegen Ngb

Im Rahmen dieser Arbeit konnten tber 200 Klone nach der Fusion der B-Lymphozyten
immunisierter Mause mit den Myelomzellen gezahlt werden, wovon acht aufgrund ihres
hohen ELISA-Wertes weiter kultiviert wurden. Zeigten die Uberstande dieser Klone im
kleinen Volumen noch Ngb-typische Farbemuster, so verloren die Zellen ihre Fahigkeit der
1gG-Produktion mit zunehmender Volumenexpansion bzw. wiesen eine veranderte Spezifitat
auf. Der Klon 9G3/3B9 zum Beispiel markierte im Anschluss GefalRe, wahrend neuronale
Strukturen nicht mehr zu erkennen waren. In spateren, in dieser Arbeit nicht mehr
aufgefiihrten Versuchen, wurden mit der Gene-Gun-Methode sowohl Mause als auch
Zwerghamster (Phodopus sungorus) immunisiert. Hierbei wurde den Tieren humanes Ngb
und Cygb gekoppelt an Goldpartikeln unter die Haut geschossen. Im Anschlufl an die
Immunisierung wurden die Milzzellen mit Myelomzellen zu Hybridomzellen fusioniert. Nur
zwei Hamster zeigten eine geringe Reaktion des Immunsystems auf Neuroglobin, wobei auch
hier der Titer nach der dritten Immunisierung noch so gering war, dass die Kultivierung der
fusionierten Zellen eingestellt wurde.

Wie sich schon bei der Herstellung polyklonaler Antikdrper gezeigt hat, sind die beiden
Globine Ngb und Cygb nicht sehr immunogen. Die erzeugte Immunantwort war stets sehr
gering, und die produzierten Antikdrper zeigten eine groe Streuung an Farbemustern.

Vielleicht kbnnte die Nutzung der Aptamertechnik eine fir alle Anwendungen funktionierende
Alternative darstellen (ELLINGTON AND SZOSTAK ET AL., 1990; CARLSON, 2007). Da die Selektion
der spezifischen Sequenzen aus 10 Random-Oligonukleotiden schon unter den
Bedingungen der zukiinftigen Anwendung stattfinden kann, sollte das Ziel ein Aptamer sein,
das zum Nachweis sowohl in der Immunfluoreszenz als auch unter den stringenten
Bedingungen des Western-Blots einsetzbar ist: Inwieweit unter diesen Umstanden auch eine
Verwendung zwischen verschiedenen Spezies moglich ist, muss experimentell geklart
werden. Eine Hurde durfte dabei noch der hohe Preis sein, der deutlich Uber dem einer

customized Bestellung eines monoklonalen Antikorpers liegt (PERS. GESPRACH CLAUDIA DAHMEN,

APTARES, LUCKENWALDE) .
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5 Zusammenfassung

Die vorliegende Dissertation beinhaltet Untersuchungen zur Expression und Funktion der
respiratorischen Proteine Neuroglobin (Ngb) und Cytoglobin (Cygb) in Vertebraten.

Um die Expression der Globine wahrend der Entwicklung des Saugerhirns zu untersuchen,
wurden die Hirne von Maus-Embryonen ab dem Foétalstadium MF10 bis zum Tag eins nach
der Geburt (T1) mit Adulttieren verglichen. Gemessen wurde sowohl die mRNA-Expression
als auch die Protein-Expression. Beide Globine waren vom ersten Entnahmezeitpunkt an
nachweisbar und zeigten im Verlauf der Entwicklung einen stetigen Anstieg der Expression,
wobei die mRNA von Ngb von Beginn an in einer zehnfach héheren Konzentration vorlag und
im zeitlichen Verlauf einen 130-fachen Anstieg zeigte. Den starksten Anstieg bei Ngb
verzeichnete das Zeitfenster zwischen dem MF15 und dem T1, die Zeit der Neurogenese und
des einsetzenden Stoffwechsels. Cygb zeigte ebenfalls einen stetigen Anstieg vom ersten
Entnahmezeitpunkt bis zum Adulttier, doch lag die Cygb-mRNA-Menge im Vergleich zu Ngb
am MF10 bei 1/10 und spéter bei 1/100 der Ngb-mRNA. Es zeigte sich lediglich ein 16-facher
Anstieg bis zum Adultstadium. Auf Proteinebene konnte die zunehmende Expression beider
Globine im Verlauf der Entwicklung gleichermalRen gezeigt werden. Die Tatsache, dass beide
Globine schon sehr frith in der Sauger-Hirnentwicklung nachweisbar sind, spricht fir eine
essentielle Funktion. Es zeigte sich weder ein Peak in den hypoxieresistenten
Frihembryonalstadien noch wéahrend der Geburt, wenn vor allem ROS-Stress entsteht. Dies
spricht fir keine Funktion in der Oxidanz-Abwehr. Eher kdnnte Ngb mit der Reifung der

Neurone und dem gesteigerten Stoffwechsel assoziiert sein.

Des Weiteren sollte die zelluldre und intrazellulare Lokalisation beider Globine anhand von
Gewebe-Priméarkulturen und immortalen Zelllinien untersucht werden. Neuroglobin wurde
hierbei nur in Neuronen nachgewiesen. Gliazellen waren Neuroglobin-negativ, was an einer
primaren Zellkultur aus dem Hippocampus pranataler Ratten gezeigt werden konnte. Dies
deckte sich mit Untersuchungen immortaler Zelllinien neuronalen Ursprungs, die ein positives
NGB-Signal aufwiesen. Im Gegensatz dazu waren Zelllinien aus Glioblastomen NGB-negativ.
Das Farbemuster war in allen Ngb-exprimierenden Zellen zytoplasmatisch.

Cytoglobin wurde in der Primé&rkultur in den Neuronen nachgewiesen, zeigte jedoch ebenso
ein Signal in den mit anti-GFAP markierten Gliazellen. In beiden Zellpopulationen war auch
der Kern durch das anti-CyGB-Antiserum markiert, was eine Kernlokalisation des Globins

nahelegt.
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Eine genauere Untersuchung der intrazellularen Lokalisation sollte durch die Transfektion von
Globin-pEGFP-Fusionsproteinen erfolgen. Beide Globine wurden als Genkonstrukt N- bzw. C-
terminal mit GFP fusioniert. Des Weiteren wurde ein sechs Aminosduren langer Spacer
einkloniert, um die Distanz zwischen GFP und Globin zu vergrofiern und somit negative
Einflisse auf die Faltung zu verhindern. Nach Transfektion der Fusionskonstrukte wurde die
GFP-Farbung bei beiden Globinen sowohl im Zytoplasma als auch im Kern beobachtet. Durch
eine Western-Blot-Analyse konnte abgesichert werden, dass die zellulare GFP-Farbung auf
ein vollstandig translatiertes Fusionsprotein zurtickzufihren war. Eine rein nukleére
Lokalisation, die insbesondere fiir Cygb von anderen Autoren postuliert wurde, konnte somit

ausgeschlossen werden.

In primaren Zellkulturen aus dem Cerebellum und des Kortex, die mit Hilfe von Paraquat
oxidativem Stress ausgesetzt wurden, wurde der Verlauf der Globin-Expression mit dem
unreguliertem Gen der 18s rRNA und mit den Antioxidanz-Enzymen Cu-Zn-SOD und Gpx
verglichen. Neuroglobin zeigte als Reaktion auf den oxidativen Stress im Cerebellum einen
Expressionsverlauf ahnlich dem der beiden Antioxidanz-Enzyme, jedoch liegt es im
Hirngewebe in hundertfach niedrigerer Konzentration als Cu-Zn-SOD und Gpx vor. Cytoglobin
zeigte keine Veranderung der Expression. Eine Funktion der Globine im Sinne einerROS-

Abwehr kann aus den Befunden nicht abgeleitet werden.

Untersuchungen von Tumor und Normalgewebe mittels eines cDNA-Cancer-Arrays zeigten,
dass Ngb in Tumoren verschiedenen Ursprungs nicht exprimiert wird, Cygb dagegen keine
Anderung seiner Expression in Tumor versus Normalgewebe erfahrt. Eine Induktion der

beiden Globine z.B. durch Hypoxie in solchen Tumoren kann daher ausgeschlossen werden.

Beide Globine sind auf Sequenzebene stark konserviert und zeichnen sich bei einer
Immunisierung durch eine sehr geringe Immunogenitat aus. Viele der polyklonalen anti-NGB-
bzw. anti-CyGB-Antiseren, die in der Arbeitsgruppe aufgereinigt wurden, zeigten sehr
schwache bzw. abweichende Farbemuster. Im Verlauf dieser Arbeit wurde daher versucht
monoklonale Antikorper zu etablieren. Zunachst wurden Makrophagen von zuvor mit
menschlichem NGB immunisierten Mausen mit Myelomzellen zu Hybridomzellen fusioniert
und lgG-produzierende Klone rekloniert. Obwohl die Uberstande einiger Klone gute
Markierungsmuster zeigten, musste die Antikérperherstellung wegen Verlusts der Spezifitat

bei der Produktion in grolierem Volumen eingestellt werden.
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Anhang

7 Anhang

7.1.1 gPCR auf Tumorgewebe, Koslowski

3,000 Lung G600 Lung_

2,500+ T 1 500 ¢ t 1
s s
2 2,000/ ! { 2 400 ! !
¢ ¢
S 1,500 { 5 300 | I
Ed Eq
] ]
2 1,000 | 2 200 - |
= =
@ 500 - I‘I | @ 100 | | i

0. ] m | 0. e ﬂ_
13348 193 4567 g Bqgtiyg 10345 I\,a.ssrnsmnﬂ
normal carcinoma normal carcinoma
Cygb Glut1

Ovary Ovary

50

40| | &0 I )
5 5
@ w o 40] i 1
E 304 + 1 § |
g g 30 {
w 201 1 | w [
2 g o ' '
o o
- R E R
] '
0'123‘ T 12345878 | 0'133. T2 35 48708 |
normal carcinoma normal carcinoma
Cygb Glut1
Colon Colon
2,500 — ! 20 T =
2,000+ - 1
e e 154 t
31,500 i { E
& & 10+ !
Ee ke
w 1,000 1 . { w
@ @
= =
] 500+ { ]
0+ 153 133,485 575 %qgM | 0 133 133 457 g9 qp |
normal carcinoma normal carcinoma
Cygb Glut1
— Breast _ - Breast . _
|
3,000 . 5 { ?Oi i {
S 2,500 | { ! s 80 ' '
‘w ] 504 I |
§ 2,000 | - { § [
g g 401 1 '
1,500 ¢ + |
w wi
£ 1,000 e o | |
= 1,000 T 1 = |
E & EOI
2 500+ { 2 1ui ! !
0+—555 T p340g7pg dypitypid | 0 123 (1232857 gaggiiggid |
normal carcinoma normal carcinoma
Cygb Glut1

179



Versicherung

Der experimentelle Teil dieser Arbeit wurde am Institut fir Molekulargenetik,
gentechnologische Sicherheitsforschung und Beratung der Johannes Gutenberg-Universitat

Mainz in der Arbeitsgruppe von Prof. Dr. Thomas Hankeln durchgeftihrt.

Hiermit versichere ich, dass ich die vorliegende Doktorarbeit selbststandig angefertigt
und keine anderen als die angegebenen Hilfsmittel und Quellen in der Arbeit verwendet
habe. Weiterhin bestatige ich, dass ich die vorliegende Arbeit, oder Teile davon, nicht als

Arbeit in einer anderen Fakultat oder fir eine andere Prifung eingereicht habe.

Mainz, den 28. November 2010

Tilmann Laufs

180



	1 Einleitung
	1.1 Sauerstoff und Metabolismus in der Säugerentwicklung
	1.2 Atmungsproteine
	1.3 Die molekulare Struktur der Globine
	1.4 Hämoglobin
	1.5 Myoglobin
	1.6 Neuroglobin
	1.7 Cytoglobin
	1.8 Ngb und Cygb: Mögliche Funktionen
	1.9 Die Entstehung von Reaktiven Sauerstoff- und Stickstoffspezies (ROS/NOS)
	1.10 Entwicklung des Nervensystems in Säugetieren am Beispiel von Maus und Ratte
	1.11 Krebs und Tumorgenese
	1.12 Zielsetzung der Arbeit

	2 Material und Methoden
	2.1 Geräte, Materialien und Chemikalien
	2.2 Verwendete Primer
	2.3 Verwendete Software
	2.4 Verwendete Antikörper
	2.5 Molekularbiologische Methoden
	2.5.1 Übernachtkultur
	2.5.2 Plasmidpräparation
	2.5.3 Alkoholische DNA Standardfällung
	2.5.4 Natriumacetat-Fällung
	2.5.5 DNA Restriktion
	2.5.6 Agarose-Gelelektrophorese
	2.5.7 Wiedergewinnung von DNA aus Agarosegelen durch Gelelution
	2.5.8 Ligation
	2.5.9 Elektrokompetente Bakterien
	2.5.10  Transformation
	2.5.11  Isolierung positiver Klone durch α-Komplementation
	2.5.12  Quantifizierung doppelsträngiger DNA (Sambrook et al., 1989)
	2.5.13  Glycerinstocks
	2.5.14  Polymerase-Kettenreaktion (PCR)
	2.5.15  Sequenzierung
	2.5.16  Auswertung der Sequenzdaten
	2.5.17  RNA-Isolierung nach der GITC-Methode (Sambrook et al., 1989)
	2.5.18  Photometrische Konzentrations- und Reinheitsbestimmung der RNA
	2.5.19  Formaldehyd-Gelelektrophorese
	2.5.20  cDNA-Synthese über reverse Transkription

	2.6  Quantitative Realtime-PCR
	2.6.1  QuantiTect Probe PCR Kit
	2.6.2  „QuantiTect SYBR Green PCR Kit“ SYBR Green Assay
	2.6.3  Berechnungen und Formeln zur qPCR
	2.6.3.1 Kopienzahl
	2.6.3.2 PCR-Effizienz

	2.6.4  Normalisierung
	2.6.5  Normalisierung von cDNA mit PicoGreen
	2.6.6 Validierung der RT-PCR-Assays

	2.7 In situ – Hybridisierung
	2.7.1 Herstellung von 8%-igem Paraformaldehyd (PFA)

	2.8 Northern Blot mit Hilfe eines „Cancerarrays“
	2.8.1 Radioaktive Sondenmarkierung per Random Primed Oligo Labeling
	2.8.2 Strippen des Blots

	2.9 ELISA
	2.10 Western-Blot
	2.10.1 Probenvorbereitung für die Proteinbestimmung
	2.10.2 Proteinextraktion für Western Blot
	2.10.3 Proteinquantifizierung nach Bradford
	2.10.4 Glycin-SDS-PAGE,Western Blot mit anschließendem ECL-Nachweis
	2.10.4.1 Gel gießen: für 1 mm dicke Gele (Herstellung von SDS Gelen)
	2.10.4.2 Pipettierschema Acrylamidgele
	2.10.4.3 Proben auftragen: (SDS Gelelektrotphorese)
	2.10.4.4 Coomassie-Färbung:
	2.10.4.5 Silber-Färbung
	2.10.4.6 Blot
	2.10.4.7 Ponceau S-Färbung
	2.10.4.8 Detektion: ECL-Nachweis
	2.10.4.9 Rezepte SDS-Page und Western

	2.10.5 Strippen von Nitrocellulose-Membranen

	2.11 Zellbiologische Arbeitsmethoden
	2.11.1 Zu beachtende Arbeitsbedingungen bei Eukaryontenzellkulturen
	2.11.2 Kultivierung der Zelllinien
	2.11.3 Inaktivieren von Fötalem Kälberserum Albumin (FCS)
	2.11.4 Passagieren der Zelllinien
	2.11.5 Beschichten der Deckgläschen
	2.11.6 Kultivierung der Zelllinien auf Deckgläschen
	2.11.7 Fixierung und Aufbewahrung von Kulturzellen
	2.11.8 Herstellung primärer hippocampaler Zellkulturen
	2.11.8.1 Präparation der hippocampalen Region
	2.11.8.2 Vereinzeln und Auszählen der Primärkultur
	2.11.8.3 Kultivierung der primären hippocampalen Zellen

	2.11.9 Transfektion von Zelllinien mit pEGFP
	2.11.9.1 pGFP- Funktionsprinzip

	2.11.10 Wegfrieren einer Zelllinie

	2.12 Herstellung von monoklonalen Antikörpern
	2.12.1  Makrophagenisolierung

	2.13 Die Produktion von mAk in Kulturüberständen
	2.13.1  Reklonierung von Hybridomzelllinien
	2.13.1.1 Herstellung eines Feederlayers
	2.13.1.2 Steriles Präparieren einer weiblichen Milz
	2.13.1.3 Ausplattieren der Milzzellen
	2.13.1.4 Auszählen und Ausplattieren der Hybridomzellen

	2.13.2  Cytozentrifugen-Präparat

	2.14 Immunhistologische Methoden
	2.14.1 Aufreinigung polyklonaler Antikörper
	2.14.2  Nachweis der Proteinexpression auf immunologischer Basis
	2.14.3 Indirekte Doppel-Immun-Fluoreszenzfärbung
	2.14.4 DAPI-Färbung im Anschluß an indirekter Immunfärbung
	2.14.5 Einbetten der Zellkulturpräparate

	2.15 Mikroskopie und Fotodokumentation

	3 Ergebnisse
	3.1 Quantitative Messung der Globin-Expression während der Entwicklung des Säugergehirns
	3.1.1 Validierung der Assays für die quantitative Real Time RT-PCR (qRT-PCR)
	3.1.2 mRNA-Expressionsanalyse im Verlauf der Entwicklung des Säugergehirns
	3.1.3 Quantifizierung der Protein-Expression von Cygb während der Entwicklung des Säugergehirns
	3.1.4 Quantifizierung der Protein-Expression von Ngb während der Entwicklung des Säugergehirns

	3.2 Immunhistologische Detektion der Ngb/Cygb Expression in Neuronen
	3.2.1 Detektion der Ngb-Expression
	3.2.2 Detektion der Cygb-Expression

	3.3 Nachweis von NGB in immortalisierten Zellkulturlinien
	3.4 Intrazelluläre Lokalisierung von NGB und CyGB mittels GFP-Fusionskonstrukten
	3.5 Veränderung der Globinexpression unter dem Einfluss von oxidativem Stress.
	3.5.1 Quantifizierung der Ngb m-RNA nach Behandlung mit verschiedenen Paraquatkonzentrationen.
	3.5.2 Quantifizierung der Cygb-mRNA nach Behandlung mit verschiedenen Paraquatkonzentrationen.
	3.5.3 Quantifizierung der mRNA Expression von Antioxidanz-Enzymen in neuronalen Primärkulturen nach einer Behandlung mit verschiedenen Paraquatkonzentrationen.

	3.6 Expression von NGB und CyGB in Krebsgewebe
	3.6.1 Hybridisierung des Human Cancer Profiling Arrays mit einer NGB-Sonde
	3.6.2 Hybridisierung des Human Cancer Profiling Arrays mit einer CyGB-Sonde

	3.7 Herstellung von monoklonalen anti-NGB Antikörpern aus der Maus.

	4 Diskussion
	4.1 Zelluläre und Intrazelluläre Lokalisation von Neuroglobin
	4.2 Zelluläre und Intrazelluläre Lokalisation von Cygb
	4.3 Intrazelluläre Lokalisation von Ngb und Cygb als GFP-Fusionsprotein
	4.4 Ngb während der Entwicklung des Säugerhirns
	4.5 Cygb während der Entwicklung des Säugerhirns
	4.6 Ngb- und Cygb-Expression nach Paraquat-induziertem oxidativem Stress
	4.7 Expression von NGB in Tumorgewebe
	4.8 Cytoglobin: ein mögliches Tumorsuppressorgen?
	4.9 Interpretation der Ergebnisse bei der Herstellung von monoklonalen Antikörpern gegen Ngb

	5 Zusammenfassung
	6 Literaturverzeichnis
	7 Anhang
	7.1.1 qPCR auf Tumorgewebe, Koslowski


