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1. Einleitung

1. Einleitung

1.1 Das CRH-System

1.1.1 Das Corticotropin Releasing Hormon (CRH)

Das Corticotropin Releasing Hormon (CRH), ein Neuropeptid bestehend aus 41
Aminosduren, wurde 1981 als Hauptregulator der hypothalamisch-hypophyséren-adrenalen
Achse (engl. Bezeichnung hypothalamic-pituitary-adrenal axis, HPA-Achse) entdeckt
(Abb. 1.1 A; Vale et al, 1981). Die HPA-Achse ist ein wichtiger Bestandteil des
neuroendokrinen Systems von Sdugetieren und kontrolliert die Stressreaktion sowie die
interne Homdostase. Anderungen der Homdostase oder duBere Stresseinwirkung fiihren zur
Ausschiittung des CRH aus Neuronen des Nucleus paraventricularis im Hypothalamus und
dadurch zur Aktivierung des HPA-Systems, wodurch stressbedingte Verhaltens-,
Stoffwechsel- und cardiovaskulire Anderungen hervorgerufen werden (Holsboer, 1999). Im
zentralen Nervensystem (ZNS) wird CRH jedoch auch in Neuronen vieler weiterer
Gehirnregionen exprimiert und agiert dort als exzitatorischer Neuromodulator (Abb. 1.1 B;
Swanson et al., 1983; Sakanaka et al., 1986), wodurch es auch fiir die neuronale Plastizitét,
das Lernen und das Gedéchtnis in vivo von Bedeutung ist (Behan et al., 1995). CRH scheint
auch einen Einfluss auf das Uberleben von Neuronen zu haben, denn eine neuroprotektive
Wirkung des CRH gegeniiber oxidativem Stress konnte bereits gezeigt werden (Bayatti et al.,
2003). Die CRH-induzierte Neuroprotektion wird in Kapitel 1.4 ndher betrachtet.

Auch in der Peripherie wird CRH in vielen Geweben wie Immunzellen (Baigent,
2001), der Haut (Slominski et al., 2001), dem Endometrium (Gravanis et al., 2001) und der
Plazenta (Sasaki et al, 1988) gebildet und reguliert somit die Immunantwort, die

Korpertemperatur und den Geburtsvorgang (Richard et al., 2000; Baigent, 2001).

Die diversen physiologischen Funktionen des CRH belegen seine duale Rolle als

Neurotransmitter und Hormon.



1. Einleitung

A STRESS B

HYPQTHALAMUS vordere cerebraler
Kommissur  Cortex

Tegmentum
perioculomotor. | 5epq Coruleus
\ Region |
A /
\ ! \ / vagaler
Anhangsdrise Komplex

|nh|b|tor|sches /oTy Pituitary gland ) )
| . intermediolaterale
Nebenniere
=adrenal gland Amygdala
mediales /]
CORTISOL préoptisches /| Anhangs-
Gebiet / [ driise \ catecholaminerge
/ Zellgruppe

BLUTBAHN /o parabrachialer
L Hypothalamus Nucleus

physiologische Verdanderungen reticularer

,Kampf- oder Fluchtverhalten “ Nucleus

Abb. 1.1 Stress-induzierte Aktivierung der HPA-Achse und Verteilung CRH-exprimierender Neurone im
Rattenhirn

A, Anderungen der internen Homdostase oder #uBere Stresseinwirkung vermitteln iiber neurochemische
Signalwege die Freisetzung von CRH aus Neuronen des Hypothalamus. CRH stimuliert die Ausschiittung des
adrenocorticotrophen Hormons (ACTH) aus der Hypophyse. ACTH induziert daraufhin die Sekretion von
Glucocorticoiden und Androgenen aus der Nebennierenrinde, den letzen Schritt der hormonellen Achse vom
Hypothalamus iiber die Hypophyse bis zur Nebennierenrinde (HPA-Achse; Rivier et al., 1982; Pavlov et al.,
1986). Abb. nach Institut fiir Psychiatrie, Universitit Leiden B, CRH-exprimierende Neurone und ihre
Projektionen zu anderen Hirnregionen sind in einem Sagittalschnitt des Rattenhirns angegeben. Abb. nach De
Souza und Grigoriadis, American College of Neuropsycopharmacology: The fifth generation of progress, 2000

1.1.2 CRH-verwandte Peptide: die Urocortine

In Séugetieren konnten weitere CRH-verwandte Peptide, die Urocortine, Ucn I, II und III,
identifiziert werden (Vaughan et al., 1995; Lewis et al., 2001; Reyes et al., 2001). Sie zeigen
lediglich eine moderate Aminosduresequenz-Homologie zu CRH (34 bis 43%), sind aber
strukturell dhnlich. Die Urocortine werden — wie CRH — sowohl im ZNS als auch in der
Peripherie gebildet, zeigen aber kaum {iiberlappende Expression mit CRH (Skelton et al.,
2000; Li et al., 2002; Fukuda et al., 2005). Tierstudien mit Ucn I-defizienten Mausen zeigten
zudem, dass die Urocortine fiir die Regulation der Appetitkontrolle und des cardiovaskuldren

Systems von Bedeutung sind (Behan et al., 1995; Spina et al., 1996; Bale et al., 2004).

1.1.3 Die CRH-Rezeptoren

CRH und CRH-verwandte Peptide regulieren ihre diversen biologischen Funktionen iiber
Aktivierung der CRH-Rezeptoren (CRH-R), die sieben Transmembrandoménen besitzen und

2



1. Einleitung

an G-Proteine gekoppelt sind (Abb. 1.2). In Sdugetieren gibt es zwei CRH-R-Typen, den
CRH-R1 und CRH-R2, die von verschiedenen Genen codiert werden und gewebespezifisch in
unterschiedlichen Spliceformen vorliegen (Lovenberg et al., 1995a; Lovenberg et al., 1995b;
Chen et al., 2005). Der CRH-R1 existiert in den Splicevarianten o bis h, wahrend der CRH-
R2 in den Spliceformen o, B und y vorliegt. Beide CRH-Rezeptortypen haben eine
Sequenzhomologie von 70%, jedoch weisen ihre extrazelluliren N-Termini, die fiir die
Ligandenbindung wichtig sind, nur eine geringe Homologie auf. Thre pharmakologischen
Eigenschaften sind daher sehr unterschiedlich. Der CRH-R1 bindet CRH und Ucn I mit gleich
hoher Affinitdt (Kq = 150 pM; Chalmers et al., 1996), aber nicht Ucn II und Ucn III. Der
CRH-R2 bindet alle Urocortine mit signifikant hoherer Affinitdt (Kq = 200 pM) als CRH;

Urocortine sind somit die natiirlichen Liganden dieses Rezeptors.

Agonist-CRH-R
Interaktion

Signaltransduktion

Abb. 1.2 Schematische Darstellung der Bindung von Agonisten an die CRH-Rezeptoren (CRH-R)

A, CRH-R-Agonisten binden spezifisch an den N-Terminus des CRH-R. B, Durch die Interaktion zwischen den
Transmembranhelices des Rezeptors und dem N-Terminus des Liganden wird die Signaltransduktionskaskade
ausgelost. Abb. nach Hillhouse und Grammatopoulos, 2006

Auch die Expression beider CRH-Rezeptoren im ZNS unterscheidet sich; hohe
Proteinspiegel des CRH-R1 sind im Neocortex, Cerebellum, Hippocampus und sensorischen
Strukturen zu finden, wihrend der CRH-R2 vorwiegend in subcorticalen Strukturen
exprimiert wird (Behan et al., 1996; Steckler und Holsboer, 1999; Van Pett et al., 2000). Das
impliziert verschiedene physiologische Funktionen der Rezeptoren, wie {iiber die
unterschiedlichen Phénotypen CRH-RI1- oder CRH-R2-defizienter Miause bestétigt werden
konnte. Wéhrend CRH-RI1-defiziente Mduse ein vermindertes Angstverhalten und eine

Storung der HPA-Achse zeigen (Smith et al., 1998; Timpl et al., 1998), weisen CRH-R2-
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defiziente Méause ein erhohtes Angstverhalten und eine beschleunigte Aktivierung der HPA-

Achse auf (Bale et al., 2000; Coste et al., 2000; Kishimoto et al., 2000).

1.1.4 Das CRH-Bindungsprotein

Fiir alle Wirbeltierklassen wurde ein hoch konserviertes CRH-Bindungsprotein (CRH-BP; 37
kDa) beschrieben, das CRH und Ucn I mit hoher Affinitét in vivo bindet (Behan et al., 1995;
Behan et al., 1996) und eine iiberlappende Expression mit CRH und Ucn I zeigt. CRH-BP
bindet 40-90% des totalen CRH, zudem sind die CRH-BP-Proteinspiegel in vielen humanen
Gehirnregionen 10-fach hoher als die CRH-Proteinspiegel (Suda et al., 1988). CRH-BP agiert
somit als negativer Regulator von CRH in vivo (Woods et al., 1994), indem es die ,,freie*
CRH-Konzentration moduliert und die synaptischen oder endokrinen Aktionen von CRH oder

Ucn I beeinflusst (Lovejoy et al., 1998).

Eine Ubersicht iiber alle Komponenten des CRH-Systems und dessen Bedeutung in

Saugetieren zeigt die Abb. 1.3.

-
(_CRH-BP ) —— - ESSV?r‘halten l
Kognition |

CRH Uen | Ucn il Ucn Il

HPA-Achse ~ Essverhalten |
Angst © Angst |
Depression 1 Depression |
Essverhalten | Vasodilatation 1

Entziindungsreaktian 1 Blutdruck |

Abb. 1.3 Komponenten des CRH-Systems und seine physiologische Bedeutung

Wechselwirkungen zwischen CRH, Ucn I, Ucn II und Ucn III mit den CRH-Rezeptoren (CRH-R1 und CRH-R2)
und mit dem CRH-Bindungsprotein (CRH-BP). Abb. nach Dautzenberg and Hauger, 2002
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1. Einleitung

1.2 CRH-induzierte Signalkaskaden

Die Bindung von CRH und CRH-verwandten Peptiden induziert die Aktivierung der G-
Protein-gekoppelten CRH-Rezeptoren. Die Kopplung der CRH-Rezeptoren an heterotrimere
G-Proteine erfolgt gewebespezifisch und ist dynamisch reguliert; die CRH-Rezeptoren
konnen an folgende Go-Proteine gekoppelt sein: Gas, Ga,, Gogi1, Goiiz und Go,
(Grammatopoulos et al., 2001; Blank et al., 2003). Die Vielzahl der Interaktionen zwischen
CRH-Rezeptoren und G-Proteinen zeigt das enorme Potential des CRH/CRH-Rezeptor-
Systems, verschiedene Signalwege zu aktivieren.

Die meisten physiologischen Funktionen von CRH im ZNS werden iiber Bindung des
CRH an den CRH-R1 vermittelt. Diese Interaktion fiihrt zur Aktivierung von gekoppelten
Gos-Proteinen und nachfolgend zur Stimulation des AC/cAMP/PKA-Signalweges
(Adenylatcyclase = AC; cyclic AMP = cAMP; Proteinkinase A = PKA; Millan et al., 1987;
Kuryshev et al.,, 1995). Es wurde bereits gezeigt, dass die PKA iiber Aktivierung des
Transkriptionsfaktors CREB Einfluss auf die Transkriptionsregulation zahlreicher Gene
nehmen kann, wie z.B. auf die Expression des Transkriptionsfaktors cFos (Boutillier et al.,

1991) und des Neurotrophins BDNF (Bayatti et al., 2005; Abb. 1.4 A).

Plasmamembran

-

—
"—- i ~ .
- ~
- ~
E

® ®
e
uclzus (BDNE)

_CRE

Abb. 1.4 Schematische Darstellung CRH- oder Ucn I-induzierter Signalkaskaden

A, Induktion des AC/cAMP/PKA-Signalweges, der iiber Aktivierung des Transkriptionsfaktors CREB Einfluss
auf die Transkriptionsregulation vieler Gene, z.B. BDNF nehmen kann. B, Gewebespezifische Induktion des
MAPK-Signalweges: Aktivierung der MAPK iiber den AC/cAMP/PKA-Signalweg in corticotrophen Zellen
(Kovalovsky et al., 2002) und iiber den PKC-Signalweg im Myometrium (Grammatopoulos et al., 2000). Abb.
nach Bayatti et al., 2005
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CRH kann gewebespezifisch auch viele andere Signalwege aktivieren; dazu gehoren die
PKC-, PKB/Akt-, ERK- und p38 MAPK-Signalwege (Kiang, 1997; Grammatopoulos et al.,
1999; Malagoli et al., 2000; Makrigiannakis et al., 2001; Karteris et al., 2004; Abb. 1.4 B).
Uber die CRH-induzierte Aktivierung extrazellulir regulierter Proteinkinasen (ERK1/2)
werden wichtige physiologische Funktionen, wie die Cardioprotektion (Brar et al., 2004),
synaptische Plastizitdt (English und Sweatt, 1997), Verhaltens- und Gedéchtnis-Adaption
nach Stress (Sananbenesi et al., 2003) und Neuroprotektion (Elliott-Hunt et al., 2002)
vermittelt. Fiir viele der CRH-aktivierten Signalwege sind die Zielgene jedoch bisher nicht

bekannt.

1.3 Auswirkungen pathophysiologischer Verinderungen des CRH-Systems

Vielen psychischen Erkrankungen liegen Storungen des CRH-Systems zugrunde (Holsboer,
2003). Auch bei neurodegenerativen Erkrankungen konnten Beeintrdchtigungen des CRH-
Systems identifiziert werden (De Souza et al., 1986).

Klinische Studien iiber psychische Erkrankungen bewiesen bereits einen kausalen
Zusammenhang zwischen chronischer Depression oder Angststorungen und der CRH-
Hypersekretion, die mit erhohter HP A-Achsen-Aktivitdt und Hypophysen-/Nebennierenrinde-
Hypertrophie einhergeht (Owens und Nemeroff, 1993; Behan et al., 1996; Steckler und
Holsboer, 1999). Die psychopathologischen Effekte des CRH werden iiber den CRH-R1
vermittelt, da der Einsatz von selektiven CRH-RI1-Antagonisten typische Symptome der
Depression unterdriicken (Zobel et al., 2000).

Pathophysiologische = Verdnderungen des CRH-Systems wurden auch bei
neurodegenerativen Krankheiten wie der Alzheimer Demenz (AD) und der Parkinson
Krankheit beobachtet (Bissette et al., 1985; Whitehouse et al., 1987). AD-Patienten und
Tierstudien zur AD zeigten in betroffenen Gehirnregionen wie dem cerebralen Cortex eine
Reduktion der CRH-Level (De Souza et al., 1986) und einen reziproken Anstieg der CRH-
Rezeptorexpression (Bissette et al.,, 1985; De Souza et al.,, 1986; De Souza et al., 1987;
Whitehouse et al., 1987). Die Reduktion der CRH-Konzentration in der cerebrospinalen
Fliissigkeit (CSF) dient als ein biochemischer Marker der AD (Mouradian et al., 1986; Davis
et al,, 1999). Zudem konnte eine Korrelation zwischen reduzierten CSF-CRH-Leveln mit
grofleren kognitiven Beeintrachtigungen bewiesen werden (Pomara et al., 1989). Zusétzlich
gibt es in betroffenen Hirnregionen von AD-Patienten pathologisch verdnderte CRH-

immunopositive Neurone und auch die Anzahl von CRH-positiven Fasern ist reduziert
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1. Einleitung

(Bissette et al., 1985; Powers et al., 1987). Erste Untersuchungen zeigten, dass eine Erhohung
der freien CRH-Konzentration positive Effekte auf Lernen und Gedichtnis in vivo hat (Behan
et al., 1995). Eine therapeutische Erhohung des CRH-Spiegels im Gehirn konnte sich daher

positiv auf den Verlauf neurodegenerativen Krankheiten auswirken.

1.4 CRH & Neuroprotektion

Die physiologische Freisetzung von CRH im Cortex und Regionen des limbischen Systems
unterstiitzt in vivo die Lern- und Merkfdhigkeit (Lee et al., 1992; Behan et al., 1995;
Radulovic et al., 1999). Zudem fordert CRH die neuronale Exzitabilitét, sorgt fiir Bildung
neuer Synapsen und ist an der Langzeitpotenzierung (engl. Bezeichnung Long Term
Potentiation, LTP) und an der Langzeitdepression (engl. Bezeichnung Long Term Depression,
LTD) im Hippocampus und Cerebellum beteiligt (Aldenhoff et al., 1983; Wang et al., 1998;
Miyata et al., 1999; Wang et al., 2000). LTP und LTD sind Formen synaptischer Plastizitit,
die die Informationsspeicherung des ZNS nachhaltig modulieren. Dariliber hinaus
demonstrieren einige Studien neuroprotektive Eigenschaften von CRH gegeniiber oxidativem
Stress und nach ischdmischen Reperfusionsverletzungen oder Hypoxie in vitro, die liber den
CRH-R1 vermittelt werden (Fox et al., 1993; Lezoualc'h et al., 2000; Pedersen et al., 2001;
Bayatti et al., 2003). Insgesamt zeigt sich, dass CRH als neuronaler Modulator wirkt und auch
die Protektion von Neuronen induzieren kann.

Einige Signalwege, die fiir die neuroprotektiven Effekte des CRH verantwortlich sind,
wurden zum Teil bereits identifiziert. Eine CRH-vermittelte PKA-Aktivierung sorgt fiir die
Stimulation von Proteinen, die an der Modulation von neuronalem Zelliiberleben beteiligt
sind wie CREB (engl. Bezeichnung cAMP response element binding protein), MAPK (engl.
Bezeichnung mitogen-activated protein kinase) und PKC (Proteinkinase C; Crowder und
Freeman, 2000; Lezoualc'h et al., 2000; Lonze et al., 2002; Bayatti et al., 2003), und kann
zudem apoptotische Caspase-Kaskaden inhibieren (Radulovic et al., 2003). Nur wenige CRH-

Zielgene konnten jedoch bisher identifiziert werden.

1.5 CRH-Zielgene — das Neurotrophin BDNF

BDNEF ist ein Mitglied der Neurotrophinfamilie, die das Zelliiberleben, die Entwicklung des
ZNS, die Differenzierung von Neuronen und den Erhalt vieler neuronaler Subpopulationen in

7



1. Einleitung

vitro beeinflusst (Barde, 1989; Alderson et al., 1990; Hyman et al., 1991; Thoenen, 1995).
BDNF kann zudem in vivo vor Neurodegeneration und Ischimie schiitzen (Morse et al., 1993;
Beck et al., 1994). Eine BDNF-Defizienz fithrt zu Stérungen der hippocampalen LTP; BDNF
ist daher auch fiir das Lernen und die Gedéachtnisbildung sehr wichtig (Korte et al., 1995).

BDNF wird in hohen Konzentrationen in Neuronen des Hippocampus und des
Neocortex exprimiert (Ernfors et al., 1992), wobei die Synthese nach neuronaler Aktivierung
erfolgt. Dabei wird zunéchst eine glykosylierte proBDNF-Form synthetisiert, die kurz darauf
in die reife BDNF-Form umgewandelt und in Vesikeln gespeichert wird (Matsumoto et al.,
2008). Beide BDNF-Formen koénnen nach Depolarisation der Neurone sezerniert werden
(Blochl und Thoenen, 1995, 1996) und wirken parakrin und/oder autokrin (Ghosh et al.,
1994). BDNF induziert seine biologischen Funktionen iiber Bindung an den spezifischen
hoch-affinen BDNF-Rezeptor TrkB oder iiber den unspezifischen p75 Neurotrophin-
Rezeptor, der alle proFormen der Neurotrophine mit hoher Affinitdt bindet (Abb. 1.5; zur
Ubersicht: Lu et al., 2005).

NT3 Trk
NT4

- reifes Neurotrophin

e
\\\ I

NGF

Tyrosine Rezeptor
Tk Kinase
TrkB

Zelliberleben

.Death*- &
Domane ‘

praNeurotrophin

NGF[BDNF,NT3,NT4

Abb. 1.5 Neurotrophine und ihre Rezeptoren

Neurotrophine induzieren ihre physiologischen Funktionen iiber Bindung an Transmembranrezeptoren. Jeder
Neurotrophin-Rezeptor — Trk A, B, C und p75 Neurotrophin-Rezeptor p75™'® — besitzt spezifische Affinititen zu
den Neurotrophinen (NGF, NT3, NT4, BDNF). Die Trk-Rezeptoren binden préferentiell reife Neurotrophine und
induzieren Signalwege, die zum Zelliiberleben fithren. Dahingegen binden proNeurotrophine an den p75
Neurotrophin-Rezeptor und induzieren Apoptose. Abb. nach Lu et al., 2005
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Beide Rezeptoren werden wie BDNF im Hippocampus exprimiert (Hennigan et al., 2007).
Reifes BDNF bindet mit hoher Affinitdt an den TrkB-Rezeptor und fordert das Zelliiberleben
und die synaptische Transmission (Lee et al., 2001; Patapoutian und Reichardt, 2001) durch
Aktivierung des anti-apoptotischen Phosphatidylinositol 3-Kinase/Akt-Signalweges (Brunet
et al.,, 1999) und durch Aktivierung des MAPK-Signalweges (Aloyz et al., 1998). Nach
Sekretion der proBDNF-Form kann diese entweder von extrazelluldren Proteasen in reifes
BDNF umgewandelt werden und aktiviert anschlieBend den TrkB-Rezeptor oder es bindet als
proBDNF-Form mit hoher Affinitit an den p75 Neurotrophin-Rezeptor und induziert
Apoptose (Teng et al., 2005).

Ein Einfluss des CRH-Systems auf die BDNF-Expression konnte bereits in priméiren
Neuronen des Cerebellum gezeigt werden. CRH induziert in diesen Neuronen die BDNF-
Expression liber cAMP/PKA-Signalwege (Bayatti et al., 2005). Das deutet darauthin, dass
CRH iiber eine Erhohung der BDNF-Expression Einfluss auf die Neuroprotektion oder

Apoptose nehmen kann.

1.6 Weitere CRH-Zielgene — die Gap Junction-Proteine

Gap Junctions sind Transmembrankandle, die strukturell und funktionell zur Klasse der
Ionenkanidle gehoren. Sie setzen sich aus zwei Halbkandlen, den sogenannten Connexonen,
zusammen. Jedes Connexon wird aus sechs Connexin-Proteinen aufgebaut, die eine
ringférmige Struktur mit einer zentralen Pore bilden (Abb. 1.6; Musil und Goodenough, 1993;
Cascio et al., 1995; Falk et al., 1997; Unger et al., 1999). Ein Connexon einer Zelle verbindet
sich mit einem Connexon der benachbarten Zelle und beide fligen sich so iiber den
extrazelluldren Spalt hinweg zu einem Gap Junction-Kanal zusammen, der die Zytoplasmata
beider Zellen verbindet und eine direkte interzellulire Kommunikation ermdoglicht
(Goodenough et al., 1996; Unger et al., 1999). Gap Junctions werden bei nahezu allen
Sdugetieren in vielen Geweben in grofler Zahl gebildet. Abgesehen von Blutzellen und
Skelettmuskelzellen kommunizieren alle bislang untersuchten Kdrperzellen iiber diese Zell-
Zell-Kanidle (Bruzzone et al.,, 1996; Kumar und Gilula, 1996). Die interzelluldre
Kommunikation ist eine grundlegende Voraussetzung flir die koordinierte Funktion von
Organen oder Zellverbidnden. Daher trigt sie zur Aufrechterhaltung der Homdostase und zur

Anpassung des Korpers auf sich stdndig 4ndernde Umweltbedingungen bei.
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Abb. 1.6 Gap Junction-Kanile

Gap Junctions sind membrangebundene Proteinstrukturen, welche die Zytoplasmata zweier benachbarter Zellen
verbinden und dadurch einen direkten Austausch von chemischen oder elektrischen Signalen ermdglichen.

Gap Junction-Kanéle haben einen Durchmesser von 1,2 nm und transportieren Molekiile mit
einer Grofle bis zu 1 kDa wie Néhrstoffe, lonen und intrazelluldre Signalmolekiile von einer
Zelle in direkt benachbarte Zellen (Azarnia et al, 1988; Simon and Goodenough, 1998;
Willecke et al., 2002; Saez et al., 2003). Gap Junctions tragen daher zum Transport von
Metaboliten, zur Aufrechterhaltung der lonen-Homdostase, zur elektrischen Synchronisation
von Neuronen, zur Koordination von Zellantworten und somit zum Zelliiberleben bzw. zur
Apoptose bei (Loewenstein, 1988; Sohl und Willecke, 2004). Neuere Forschungsarbeiten
zeigen, dass auch grof3e lineare Molekiile wie Polypeptide und siRNA durch Gap Junctions
transferiert werden und dadurch die Genexpression oder Antigen-Prédsentation kontrollieren
(Neijssen et al., 2005; Valiunas et al., 2005).

Connexone existieren auch als Halbkanidle in der Membran, ihre funktionale Rolle fiir
den Transfer von Metaboliten zwischen Zytoplasma und extrazelluldrer Matrix wird jedoch

kontrovers diskutiert (Spray et al., 2006; Rodriguez-Sinovas et al., 2007).

1.6.1 Aufbau und Struktur von Gap Junctions
Gap Junction-Proteine, die Connexine, sind integrale Membranproteine und bestehen aus vier

Transmembrandominen, zwei konservierten extrazelluliren Doménen (engl. Bezeichnung

extracellular loop, EL), die fiir die Interaktion mit Connexonen benachbarter Zellen wichtig
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sind, einer zytoplasmatischen Doméne (engl. Bezeichnung cytoplasmic loop, CL) sowie dem

zytoplasmatischen C- und N-Terminus (Abb. 1.7).

Connexin43 Connexon Gap Junction
Halbkanal

homotyp.  heterotyp. heterotyp.
Homomer Homomer Heteromer

Abb.1.7 Bildung von Gap Junctions aus Connexin-Proteinen

Connexin43 ist als Beispiel fiir alle Connexin-Proteine gezeigt. Connexine sind integrale Membranproteine; sie
bestehen aus vier Transmembrandomédnen, zwei konservierten extrazelluliren Doménen (extracellular Loop,
EL), die fiir die Interaktion mit Connexonen der benachbarten Zelle wichtig sind, einer zytoplasmatischen
Domine (cytoplasmic loop, CL), sowie dem zytoplasmatischen C- und N-Terminus. Sechs Connexin-Monomere
lagern sich zu einem Halbkanal, einem sog. Connexon, zusammen, wobei diese aus einem oder aus
verschiedenen Connexintypen gebildet werden konnen. In der Plasmamembran lagern sich die Connexone
benachbarter Zellen zusammen und bilden funktionale Kanéle, die Gap Junctions. Dadurch entstehen Kanéle aus
verschiedenen Connexintypen mit unterschiedlichen Kanaleigenschaften. Abb. nach Laird, 2006

Die Connexone werden in Vesikeln entlang von Mikrotubuli zur Plasmamembran
transportiert (Abb. 1.8; Thomas et al., 2001; Gaietta et al., 2002; Lauf et al., 2002) und
migrieren innerhalb der Membran zu Zell-Zell-Kontaktzonen. Dort bilden sie mit einem
Connexon der benachbarten Zelle einen vollstindigen Gap Junction-Kanal und aggregieren
mit anderen Gap Junction-Kanélen zu Gap Junction-Plaques (Gaietta et al., 2002; Lauf et al.,
2002). Gap Junction-Plaques konnen bis zu einige tausend Gap Junction-Kandle beinhalten
(McNutt und Weinstein, 1970; Forge et al., 2003). Obwohl jede Connexin-Isoform
gewebespezifisch exprimiert wird, exprimieren viele Zelltypen mehrere Connexin-Isoformen.
Daher konnen Hetero-Oligomere und Homo-Oligomere von benachbarten Zellen Gap
Junction-Kanile bilden (zur Ubersicht: Segretain und Falk, 2004). Zudem interagieren
Connexinproteine in der Plasmamembran mit zytoplasmatischen ,,Scaffolding*-Proteinen,
Molekiilen des Zytoskeletts und intrazelluliren Signalmolekiilen, wodurch sie
makromolekulare Komplexe bilden und Kanal-unabhidngig wirken konnen (Brosnan et al.,
2001; Iacobas et al., 2007). Zur lysosomalen und/oder proteosomalen Degradation werden die
Gap Junctions entweder als ganzer Plaque (,,Annular Junction) oder in Vesikeln internalisiert
(Abb. 1.8; Musil et al., 1990; Musil und Goodenough, 1991; Musil et al., 2000; Piehl et al.,
2007).
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Abb. 1.8 Schematische Darstellung der Synthese, des Aufbaus und der Degradation von Gap Junctions

Die Gap Junction-Synthese und -Degradation bestehen aus folgenden Schritten: 1) Synthese der Connexin-
Peptide an der Membran des endoplasmatischen Retikulums (ER), 2) Oligomerisierung in Connexone
(Halbkanéle) und Passage durch den Golgi, 3) intrazellulire Lagerung im Trans-Golgi-Netzwerk (TGN), 4)
Transport entlang der Mikrotubuli, 5) Insertion der Connexone in die Plasmamembran, 6) laterale Diffusion von
Connexonen in der Plasmamembran, 7) Aggregation von einzelnen Gap Junction-Kanédlen in Plaques, 8)
Internalisierung der Plaques, Bildung der zytoplasmatischen ,,Annular Junctions und 9) Degradation iiber
lysosomale und proteasomale Abbauwege. Abb. nach Laird, 2006

Connexine besitzen im Gegensatz zu anderen integralen Membranproteinen nur eine
Halbwertszeit von 1,5 bis 5 Stunden in vitro (Musil et al., 1990; Laird et al., 1991; Beardslee
et al., 1998), aber auch in vivo (Fallon und Goodenough, 1981). Die kurze Halbwertszeit der
Connexine sorgt flir die schnelle, dynamische Regulation der Gap Junction-Bildung und
Degradation und beeinflusst daher auch die interzellulire Kommunikation (Bukauskas et al.,

2000; Musil et al., 2000).

1.6.2 Das Gap Junction-Protein Connexin43 (Cx43)

Bis heute wurden 20 unterschiedliche Connexine in Maus und 21 Connexine im Menschen
beschrieben (Sohl und Willecke, 2003). Sie werden gewebespezifisch exprimiert, wobei
mehrere Connexintypen von einer Zelle exprimiert werden konnen. Connexine werden ihrem
Molekulargewicht in kDa entsprechend mit numerischen Suffixen bezeichnet (Saez et al.,

2003; Sohl und Willecke, 2004).

12



1. Einleitung

Cx43 ist das am meisten verbreitete Gap Junction-Protein in Sdugern, es wird in fast
allen Geweben exprimiert (Willecke et al.,, 2002). Im Saugetier-Gehirn kommt Cx43 in
Astrozyten und in aktivierten Mikroglia vor; es kann bereits friih in der Entwicklung
detektiert werden und bleibt dann auf konstant hohem Expressionsniveau (Dermietzel, 1998;
Eugenin et al.,, 2001). Es ist an vielen wichtigen physiologischen Prozessen, wie an der
Aufrechterhaltung der Homoostase, dem zelluliren Metabolismus, der Zellproliferation und
der Differenzierung beteiligt (Steinberg, 1998). Eine Cx43-Defizienz in Méiusen verursacht
Herzfehlbildungen, woran diese Méuse schon kurz nach der Geburt sterben (Reaume et al.,
1995); zudem weist deren Augenlinse osmotische Katarakte auf (Gao und Spray, 1998) und
die Migration neuronaler Vorlauferzellen ist verdndert (Fushiki et al., 2003). Im Menschen
sind Mutationen im Cx43-Gen die Ursache der occulodentodigitalen Dysplasie, welche Zahn-
und Finger-Anomalien, sowie Abnormalititen der weilen Gehirnmasse zur Folge hat
(Paznekas et al., 2003). Viele cardiovaskulidre und neurologische Krankheiten im Menschen
sind zudem mit verdnderter Cx43-Expression und -Verteilung assoziiert (De Groot und
Coronel, 2004; Iacobas et al., 2004; Kanagaratnam und Peters, 2004; Saffitz und Kleber,
2004; Severs et al., 2004). Dadurch wird die Bedeutung des Cx43 fiir die Entwicklung und
Physiologie multizelluldrer Organismen erkennbar. Zudem wird deutlich, dass andere

Connexintypen die Funktion von Cx43 nicht kompensieren kdnnen.

1.6.3 Die Regulation des Cx43

Gap Junction-Kandle sind dynamische Strukturen mit schnellen Umsetzungsraten. Diese
Dynamik erfordert zusétzlich zur Regulation der Connexin-Synthese durch die Kontrolle der
Transkription auch andere, wesentlich schnellere Regulationsmechanismen. Posttranslationale
Modifikationen wie die Phosphorylierung der Connexin-Proteine stellen mogliche
Regulationsmechanismen dar. Nahezu alle Connexine werden durch Kinasen modifiziert,
wobei sie hauptsidchlich an ithren Serin- und Tyrosinresten am zytoplasmatischen C-Terminus
phosphoryliert werden. Eine Phosphorylierung von Aminosduren am N-Terminus ist bislang
nicht bekannt (Lampe und Lau, 2004). Die Regulation von Cx43 erfolgt {iber
Phosphorylierung von 12 Serin- und 2 Tyrosinresten des C-Terminus durch verschiedene
Kinasen (Musil et al., 1990; Warn-Cramer et al., 1996; Lampe et al., 2000; Solan and Lampe,
2005). Die Phosphorylierung reguliert die Konformation von Cx43, die Kinetik des Cx43-

Transports und daher die subzelluldre Cx43-Lokalisation, den Aufbau und die Selektivitét der
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Gap Junction-Kanile sowie die Bildung der Plaques und deren Abbau (Ek-Vitorin et al.,
2006; Solan und Lampe, 2007). Die Rolle der Phosphorylierung kann sich jedoch zwischen
den Zelltypen, dem Zellzyklus-Status, dem Wachstumsfaktor-Milieu und den Interaktionen

mit der extrazelluliren Matrix unterscheiden (Laird, 2005).

1.6.4 Physiologische Funktionen und Regulation astrozytarer Gap Junctions

Im ZNS von Sidugetieren sind Astrozyten die Zellpopulation mit der hochsten Connexin-
Expression (Rouach et al., 2002) und den meisten Gap Junctions; jeder Astrozyt besitzt etwa
30.000 Gap Junctions (Dermietzel et al., 2000). Astrozyten exprimieren die Connexin-
Isoform Cx43 am stirksten (Dermietzel et al., 1991; Giaume et al., 1991), aber auch die
Isoformen Cx30 (Nagy et al., 1999; Nagy und Rash, 2000), Cx47 (Rouach et al., 2002), Cx40,
Cx45, Cx46 und Cx26 (Dermietzel et al., 2000) und bilden {iber Gap Junctions Verbindungen
zu anderen Astrozyten oder zu Oligodendrozyten (Wolburg und Rohlmann, 1995). Direkte
Gap Junction-Verbindungen zwischen Gliazellen und Neuronen werden nur wihrend der
frithen Entwicklung gebildet, wenn Astrozyten iiber kurzzeitige Gap Junction-Adhdsionen
Leitstrukturen fiir migrierende Neurone darstellen (Elias et al., 2007). Desweiteren sind sie im
adulten Saugetiergehirn nur in definierten Gehirnregionen wie dem Locus Coeruleus
(Alvarez-Maubecin et al., 2000) oder dem Cerebellum zwischen Bergmann-Gliazellen und
Purkinje-Neuronen nachgewiesen worden (Pakhotin und Verkhratsky, 2005). Im adulten
Gehirn exprimieren Neurone und Gliazellen verschiedene Connexintypen, wodurch Neurone
und Gliazellen unabhéngige Gap Junction-Kommunikationswege bilden (Rash et al., 2001).
Astrozyten bilden iiber Gap Junctions ein funktionales Glia-Netzwerk untereinander; hunderte
von Astrozyten sind so miteinander zu einem Synzytium verbunden.

Das astrozytdre Synzytium trigt iber den Transport von Ionen zur Aufrechterhaltung
der K'- und Na'-Homdostase im intrazellulidren und extrazelluliren Raum bei (Rouach et al.,
2002). Es erlaubt zudem eine schnelle interzellulire Kommunikation, z.B. werden Ca®'-
Signale so verbreitet (Kirchhoff et al., 2001). Neurone sind in das Glia-Netzwerk eingebettet
und werden von Astrozyten aktivitdtsabhingig mit wichtigen Substraten versorgt (Abb. 1.9).
Verschiedene Studien zeigten, dass Astrozyten aus Blutkapillaren das energiereiche Substrat
Glucose aufnehmen (Nagy et al., 1999; Pellerin und Magistretti, 2004; Blomstrand und
Giaume, 2006), in Lactat umwandeln und iiber Gap Junctions zu Neuronen transportieren, die

Lactat fiir die ATP-Produktion verwenden (Wiesinger et al., 1997; Magistretti und Pellerin,
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1999; Medina et al., 1999; Schurr et al., 1999). Astrozyten stellen den Neuronen auch andere
wichtige Substrate wie Glutamin, das von Neuronen in den Neurotransmitter Glutamat
umgewandelt werden kann (Norenberg und Martinez-Hernandez, 1979; Kvamme et al.,
2000), oder die entscheidenden Molekiile Cystein und Glycin zur Synthese des Antioxidans
Glutathion zur Verfligung (Peuchen et al., 1997; Wilson, 1997; Dringen et al., 2000).

Astrozyt Neuron \

Glucose-6-P synaptischer ATP
Spalt

l / Lactat

Lactat

/ Glutamat ee— Glu;amat
Glutamat /_.y Glutamin
/ Glutamin

CysGly Glutamin

Gl
GSH Cys ' Y

Astrozyt

Glycogen =9  Glucose5-P

: |

Glucose

L\ 4
Lactat == CO, +H,0,

Lactat

Glutamat ———
v

Glutamat == Glutamin Glutamin

CysGly
GSH

Na* Na*

Abb. 1.9 Physiologische Funktionen des astrozytiren Synzytiums

Astrozyten umgeben Gehirnkapillaren, nehmen energiereiche Substrate aus diesen auf und transportieren sie
iiber Gap Junctions zu Neuronen. Dabei wird Glucose in Lactat umgewandelt und kann in Neuronen zur ATP-
Synthese verwendet werden. Astrozyten stellen den Neuronen auch Glutamin zur Synthese des
Neurotransmitters Glutamat zur Verfligung und versorgen sie mit den Molekiilen Glycin (Gly) und Cystein
(Cys) zur Synthese des Antioxidans Glutathion. Abb. nach Tabernero et al., 2006

Umgekehrt beeinflussen Neurone selbst auch das Glia-Netzwerk. Vergleichende
Studien zwischen Astrozyten-Neuron-Co-Kulturen und reinen Astrozyten-Kulturen zeigten,
dass die Gap Junction-Kommunikation von der synaptischen Aktivitdt der Neurone abhidngig
ist (Rouach et al.,, 2000). Die neuronale Sekretion von Neurotransmittern, Lipiden und
Peptiden fiihrt zur Stimulation astrozytdrer Rezeptoren, die ihrerseits die Aktivitdt von Gap
Junction-Kanilen modifizieren und/oder die Expression von Connexinen beeinflussen und so
die Grofle des astrozytidren Netzwerkes regulieren (Giaume und McCarthy, 1996; Rouach et
al., 2002; Rouach et al., 2006). Dieses Konzept erklirt auch, dass eine pathologisch bedingte
gestorte Sekretion von endogenen bioaktiven Substanzen Verdnderungen der Connexin-

Expression und der Gap Junction-Kommunikation hervorrufen kann.
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1.6.5 Physiologische Funktionen und Regulation neuronaler Gap Junctions

Gap Junctions zwischen Neuronen werden auch als elektrische Synapsen bezeichnet und
bestehen aus unterschiedlichen Connexintypen in Abhédngigkeit vom Neurontyp. Die Cx36-,
Cx45- oder Cx57-Proteine sind in Neuronen am meisten verbreitet (Condorelli et al., 1998;
Sohl et al., 1998; Maxeiner et al., 2003; Hombach et al., 2004; Maxeiner et al., 2005). Die
Bedeutung der neuronalen Gap Junctions liegt in der Synchronisation der elektrischen Signale
und somit der Regulation der elektrophysiologischen Aktivitdt (Venance et al., 2000; Fukuda,
2007). Das ist beispielsweise wichtig fiir Vorginge wie das Lernen oder das Gedéchtnis;
Cx36-defizienten Maéusen fehlt die elektrische Kopplung hippocampaler Interneurone,
wodurch die Gedichtnisleistung negativ beeinflusst wird (Frisch et al., 2005). Weiterhin
zeigen Cx36-defiziente Méuse auler Beeintrachtigungen des Gedéichtnisses keinen weiteren
Phénotyp. In Neuronen scheinen die Connexine daher nur zur Optimierung
neurophysiologischer Reaktionen wichtig zu sein.

Generell haben neuronale Gap Junctions daher andere Eigenschaften als astrozytire
Gap Junctions, denn 1) eine direkte Kommunikation von Neuronen iiber Gap Junctions wird
im Laufe der Entwicklung stark reduziert (Fukuda und Kosaka, 2003) und bleibt in adulten
Tieren auf definierte Regionen oder neuronale Subpopulationen beschrdnkt; 2) dendro-
dendritische und dendro-somatische Gap Junctions zwischen Interneuronen eines Subtyps
scheinen weiter verbreitet zu sein als zwischen exzitatorischen Neuronen (Sohl et al., 2005).
Das neuronale Gap Junction-Netzwerk funktioniert daher nicht wie ein groBes Synzytium,
sondern wird vielmehr zur lokalen Regulation der Synchronisation spezifischer Neuronen

verwendet (Fukuda, 2007).

1.6.6 Einfluss von Gap Junctions auf die Neuroprotektion bzw. Apoptose

Verdnderungen der Gap Junction-Kommunikation sind bei der Pathophysiologie von
ZNS-Schiadigungen von grofler Bedeutung. Wenn eine Zelle pathologische Verdnderungen
aufgrund der Akkumulation schidigender Molekiile im Zytoplasma zeigt, konnen toxische
Molekiile auch iiber Gap Junctions in benachbarte gesunde Zellen transportiert werden. Das
kann sowohl schidigende, als auch protektive Effekte haben. Toxische Substanzen kdnnen so
verbreitet werden und sekundér weitere Zellen schadigen. Alternativ kann das Gap Junction-

Netzwerk die toxischen Molekiile abpuffern und den Zelltod der primér geschidigten Zelle
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verhindern. Es wurde bereits gezeigt, dass viele toxische Einfliisse molekulare Verdnderungen
der Connexin-Proteine und somit funktionale Anderungen der Gap Junction-Kanile
induzieren. Eine verdnderte Gap Junction-Kommunikation wurde bei Ischimie (Anderson et
al., 2003), Epilepsie (Carlen et al., 2000) und Tumorerkrankungen (Lin et al., 2001) des ZNS
sowie bei neurodegenerativen Krankheiten (Rozental et al., 2000) wie AD (Nagy et al., 1996)
und PD (Rufer et al., 1996) beobachtet. Bisher ist jedoch noch nicht klar, welche Faktoren
genau Verdanderungen der Gap Junctions induzieren, ob die Verdnderungen die Gap Junction-
Kommunikation hemmen oder fordern und ob dadurch das Zelliiberleben gesichert wird. Es
gibt sowohl Daten fiir eine neuroprotektive, als auch eine neurodegenerative Wirkung der Gap
Junction-Kommunikation. Welche Wirkung {iberwiegt, ist in einem zelluldren Netzwerk
schwer zu bestimmen. /n vivo Experimente weisen eher auf einen protektiven Effekt der
Connexine hin. Heterozygote Cx43-defiziente Méuse zeigen einen signifikanten Anstieg der
Infarktgroe nach Schlaganfall (Siushansian et al., 2001) und Méuse mit einer konditionalen
Deletion des astrozytiren Cx43 zeigen dhnliche Ergebnisse (Nakase et al., 2003). Cx32-
defiziente Mause weisen eine Hyperexzitabilitdt im Neocortex auf (Sutor et al., 2000) und
diese Mduse zeigen mehr Zelltod nach Ischamie (Oguro et al., 2001). Wahrscheinlich kénnen
Gliazellen in Cx32-defizienten Mausen Ione und toxische Molekiile nicht mehr effizient
abpuffern, wodurch Neurone stirker depolarisiert werden und so exzitotoxisch geschidigt
werden.

Weitere experimentelle Beobachtungen, bei denen Connexine zelltypspezifisch
herunterreguliert werden, konnen den Einfluss der Gap Junction-Kommunikation auf

Zelliiberleben bzw. Apoptose aufdecken.

1.6.7 Einfluss von CRH auf Cx43

CRH-Zielgene, die fiir die CRH-induzierte Neuroprotektion entscheidend sind, sind bisher
weitgehend unbekannt. Vor kurzem konnte jedoch Cx43 als ein neues CRH-Zielgen in
humanen glatten Muskelzellen des Myometriums identifiziert werden (Wu et al., 2007). Der
Effekt von CRH auf die Cx43-Expression wurde in Myometriumzellen untersucht, da CRH
und Cx43 beide eine wichtige Rolle bei Uteruskontraktionen und dem Einsetzen von
Geburtswehen spielen; Cx43 sorgt hier flir die Synchronisation der Muskelkontraktionen.

Im Rahmen dieser Arbeit wurde Cx43 als neues CRH-Zielgen im ZNS untersucht und
die Bedeutung dieser Cx43-Regulation fiir die CRH-induzierte Neuroprotektion iiberpriift.
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1.7 Pathogene Mechanismen

Oxidativer Stress und Exzitotoxizitdt sind Mechanismen, die zu neuronalem Zelltod fiihren

und zu vielen neurodegenerativen Krankheiten beitragen.

1.7.1 Oxidativer Stress

Oxidativer Stress gilt als Hauptursache der Neurotoxizitit in vielen neurodegenerativen
Krankheiten wie AD und PD (Sayre et al., 2008). Er bezeichnet das Ungleichgewicht
zwischen der Produktion freier Sauerstoffradikale und der Fahigkeit des biologischen Systems
reaktive Intermediate mit Antioxidantien zu beseitigen und oxidative Schdden zu reparieren
(Sies, 1987). Die meisten freien Radikale stammen von reaktiven Sauerstoffspezies (engl.
Bezeichnung reactive oxygen species, ROS), die beim ineffizienten Transfer von Elektronen
auf Sauerstoff wihrend der oxidativen ATP-Produktion in Mitochondrien entstehen (Abb.
1.10).

0,
mitochondriale
NO Elektronentransport-kette
0-NO, -0y
ls°° ¥R
Katalase GSH GSSG

H,0 «———— H,0, P
l R 4o

‘HO
DNA/RNA- Protein- Lipid-
Schéaden Schéaden Oxidation

Abb. 1.10 Schematische Darstellung der Bildung von ROS und RNS sowie von antioxidativen
Mechanismen

Zu den ROS gehoren freie Radikale wie das Superoxid-Anion 'O;, das Hydroxyl-
Radikal ‘OH und etwas stabilere molekulare Oxidantien wie Wasserstoffperoxid H>O,. Durch
die Reaktion des Superoxid-Anions mit Stickstoffmonoxid NO entsteht zudem Peroxynitrit

O-NOy, das mit Stickstoffmonoxid zusammen als reaktive Stickstoffspezies (engl.
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Bezeichnung reactive nitrogen species, RNS) bezeichnet wird. ROS und RNS sind
hochreaktive Verbindungen und verursachen Schiden an allen zelluliren Makromolekiilen
wie ungesittigten Fettsduren, Zuckern, Proteinen und DNA (Crouch et al., 2008). Im Kdorper
wirken Antioxidantien wie Glutathion und Ascorbat und antioxidative Enzyme wie die
Katalase, Glutathion-Peroxidase (GPx), Glutathion Reduktase (GR) und Superoxid Dismutase
(SOD) dem oxidativen Stress entgegen (Rae et al., 1999; Moosmann und Behl, 2002; Valko
et al., 2005).

Im Vergleich zu anderen Organen produziert das Gehirn groBe Mengen an ROS und
RNS, denn hier werden 20% des Gesamtsauerstoffs des Korpers fiir die ATP-Produktion
umgesetzt. Es hat aber nur geringe antioxidative Kapazitdt und besitzt zudem sehr viele
ungesittigte Fettsduren und Lipide als Membranbestandteile (Cooper und Kristal, 1997;
Dringen et al., 2000). Daher ist das Gehirn gegeniiber zusitzlichen Erhohungen der ROS-

und/oder RNS-Produktion oder Reduktionen der antioxidativen Kapazitit sehr vulnerabel.

1.7.2 Exzitotoxizitat

Exzitotoxizitit ist eine Form neuronaler Degeneration, die durch Uberstimulation der
Glutamat-Rezeptoren induziert wird und bei Epilepsie und vielen neurodegenerativen
Krankheiten zu neuronalen Schidigungen beitrdgt (Coyle und Puttfarcken, 1993; Doble,
1999). Exzitotoxizitit entsteht, wenn die extrazellullire Glutamat-Konzentration
unphysiologisch erhoht ist oder wenn postsynaptische Neuronen empfindlicher gegeniiber
dem normalen Glutamat-Spiegel reagieren. Extrazelluldre Glutamat-Konzentrationen kdonnen
durch vermehrte priasynaptische Sekretion oder mangelnde Entfernung von Glutamat aus dem
synaptischen Spalt entstehen. Zudem konnen aber auch lethale Verletzungen von Neuronen,
Astrozyten und Mikroglia fiir die Freisetzung des intrazelluliren Glutamats sorgen (Van
Damme et al., 2005). Glutamat vermittelt seine biologischen Funktionen iiber Aktivierung
ionotroper und metabotroper Glutamat-Rezeptoren, durch die Ca®* in die postsynaptische
Zelle einstromt. Durch den Ca**-Einstrom werden toxische zellulire Enzyme aktiviert und es
kommt zu Funktionsstorungen der Mitochondrien mit erhéhter Bildung von ROS und letztlich

zum Zelltod (Abb. 1.11; Van Damme et al., 2005).
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Abb. 1.11 Mechanismen der Exzitotoxizitit

Eine Erhohung der extrazelluliren Glutamatkonzentration fiihrt zur exzessiven Stimulation der Glutamat-
Rezeptoren. Verdnderungen der Glutamat-Rezeptor-Eigenschaften und ecine erhdhte Empfindlichkeit der
Neurone kann exzitotoxische Schiden verursachen. Der Ca**-Einstrom iiber die Glutamat-Rezeptoren aktiviert
toxische zelluldre Enzyme und stort die Mitochondrienfunktion, wodurch es zur Bildung von ROS kommt. Das
resultiert letztendlich im neuronalen Zelltod. Abb. nach Van Damme et al., 2005

1.8 Der Hippocampus — Modell zur Untersuchung CRH-induzierter

Neuroprotektion

Der Hippocampus liegt im medialen Temporallappen des Vorderhirns und ist Teil des
limbischen Systems (Abb. 1.12 A). Er ist fiir die Gedéchtniskonsolidierung, also fiir die
Uberfiihrung von Gedichtnisinhalten aus dem Kurzzeit- in das Langzeitgedéchtnis, und fiir
die riumliche Orientierung wichtig (zur Ubersicht: Neves et al, 2008). Bei
Demenzerkrankungen wie der AD ist der Hippocampus eine der ersten betroffenen
Hirnregionen und wird am schwersten geschéddigt. Verlust von Synapsen, neuronaler Zelltod
sowie Neuroinflammation treten auf (Boekhoorn et al, 2006), u.a. deshalb sind
Gedichtnisverlust und Desorientierung erste Symptome der Demenzerkrankungen.

Der Hippocampus besteht aus verschiedenen Regionen, dem Gyrus dentatus (engl.
Bezeichnung dentate gyrus, DG) und den Cornus ammonis-Regionen (CA-Regionen; Abb.
1.12 B). In seiner tangentialen Richtung wird der Hippocampus in die CAl- bis CA3-
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Regionen unterteilt, wobei die CAl- und CA3-Region funktionell sehr wichtig sind. In den
CA-Regionen liegen pyramidale glutamaterge Neurone (Abb. 1.12 B, pink und blau) und
verschiedene Interneurone in einer Schicht, der Pyramidenzellschicht (Stratum pyramidale).
Im Gyrus dentatus gibt es GABA-erge Interneurone und glutamaterge Kornerzellen im
Stratum granulare (rot), die ithre Dendriten auf pyramidale Neurone der CA-Regionen

projizieren (Neves et al., 2008).

A

g S

Hypothalamus
4. Mamillar-

Anhangsdriise ‘ i / korper

Amygdala

Hippocampus

Abb. 1.12 Schematische Darstellung der Lage des Hippocampus im Gehirn und seiner anatomischen
Organisation

A, Lage der Hippocampi im medialen Temporallappen des Vorderhirns und weiterer Strukturen des limbischen
Systems sind angezeigt. B, Querschnitt durch den Hippocampus. Eingezeichnet sind die CA1- und CA3-Region
(pink bzw. blau) des Cornus ammonis mit pyramidalen Neuronen sowie der Gyrus dentatus (DG) mit
Hilusregion (hellblau) und dem Kornerzellband (Stratum granulare, rot). Abb. nach Universitdt Bristol,
http://www.bris.ac.uk/Depts/Synaptic/info/pathway/figs

Im Hippocampus werden sowohl CRH als auch beide CRH-Rezeptoren (CRH-R1 und 2)
exprimiert. Unter Stressbedingungen wird CRH von GABA-ergen Interneuronen in der
pyramidalen Zellschicht gebildet und ausgeschiittet (Sakanaka et al., 1986; Yan et al., 1998).
CRH aktiviert wiederum CRH-Rezeptor-exprimierende pyramidale Neuronen und sorgt so fiir
stressbedingte Anderungen der hippocampalen synaptischen Plastizitit (Chen et al., 2004a)
oder vermittelt Neuroprotektion (Elliott-Hunt et al., 2002). Experimente zur Untersuchung der
CRH-induzierten Neuroprotektion wurden daher in hippocampalem Gewebe oder

organotypischen hippocampalen Schnittkulturen durchgefiihrt.

1.9 Zielsetzung der Arbeit

Das Corticotropin Releasing Hormon (CRH) ist hauptverantwortlich fiir die Regulation der

Stressantwort bei Sédugetieren (Vale et al.,, 1981), hat aber auch einen Einfluss auf die
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neuronale Plastizitdt, das Lernen und das Gedichtnis (Behan et al., 1995). So zeigte eine
Erhohung der CRH-Konzentration positive Effekte auf Lernen und Gedéchtnis in
Rattenmodellen der Alzheimer Demenz (Behan et al., 1995). Zellkulturstudien belegen zudem
einen neuroprotektiven CRH-Effekt gegeniiber oxidativem Stress und Exzitotoxizitét, die zur
Pathologie vieler neurodegenerativer Krankheiten beitragen (Lezoualc'h et al., 2000; Elliott-
Hunt et al., 2002; Bayatti et al., 2003). Die durch verschiedenste Stressfaktoren induzierte
Freisetzung von CRH im zentralen Nervensystem dient daher moglicherweise dem Schutz
von Neuronen vor toxischen Einfliissen und dem Erhalt ihrer Funktionsfihigkeit wihrend des
Sresses. Bisher konnte jedoch in vivo eine CRH-induzierte Neuroprotektion noch nicht
gezeigt werden. Auch sind CRH-Zielgene, die Neuroprotektion vermitteln, weitestgehend
unbekannt. Daher stand die Erforschung der neuroprotektiven Eigenschaften von CRH in
Gewebe und in Tiermodellen sowie die Identifizierung von CRH-Zielgenen im Fokus der
vorliegenden Arbeit.

Zur Analyse der CRH-induzierten Neuroprotektion in vivo wurden die Auswirkungen
akuten exzitotoxischen Stresses, einem Merkmal neurodegenerativer Krankheiten, in CRH-
iberexprimierenden Médusen mit denen in Wildtyptieren verglichen. Dadurch konnte zum
ersten Mal eine Untersuchung neuroprotektiver Eigenschaften von endogen exprimiertem
CRH in vivo durchgefiihrt werden.

Zudem sollten Signalwege und Zielgene identifiziert werden, die die CRH-induzierte
Neuroprotektion vermitteln. Die Beteiligung von BDNF an der CRH-eingeleiteten
Neuroprotektion gegentiber der Exzitotoxizitét sollte in vivo untersucht werden, denn BDNF
wurde als CRH-Zielgen in vitro identifiziert (Bayatti et al., 2005). Eine andere Studie zeigte
kiirzlich, dass das Connexin43-Protein ein CRH-Zielgen im Myometrium ist. Connexine
bilden interzellulire Gap Junction-Kanéle, iiber die Metabolite, Néhrstoffe, Ione, aber auch
toxische Molekiile zwischen benachbarten Zellen transportiert werden konnen. Dadurch
haben sie einen groBen Einfluss auf das Zelliiberleben bzw. die Apoptose. Cx43 ist das
Haupt-Gap Junction-Protein der Astrozyten, dem héufigsten Zelltyp im ZNS; eine protektive
Rolle der Astrozyten gegeniiber Neuronen ist bereits in vielen Studien bewiesen worden.
Daher stellte sich fiir diese Arbeit die Frage, ob CRH auch im ZNS, speziell in Astrozyten,
die Regulation des Connexin43 induziert und ob Gap Junctions an den neuroprotektiven
CRH-Effekten beteiligt sind. Fiir die Aufklirung der CRH-induzierten Connexin43-

Regulation standen verschiedene Zellkultursysteme zur Verfiigung
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2. Materialien & Methoden

2.1 Materialien

2.1.1 Chemikalien & Kits

Zellkultur

B27-Supplement

Dimethylformamid

DMEM-Medium, steril

Fotales Kalberserum (fetal bovine serum, FBS), steril
Gentamicin

Kulturschalen

Kulturschalen fiir ,,Live Cell“-Experimente (60p-Dish)
MEM

Natriumpyrophosphat

Neurobasalmedium

Phosphat bufferd saline (PBS), steril
Penicillin/Streptomycin

Glutamin, Glutamax

Sucrose

Trypanblau

MTT

organotypische hippocampale Schnittkulturen

DNAse I

Glucose

HBSS

Ham's F12-Medium

Hepes

Insulin

Millipore-Membranen

Paraformaldehyd

Pferdeserum (steril)

Poly-L-ornithin

Préparierbesteck (steril)

Propidiumjodid

Standard Guinea Pig Complement CL5000
t-Octylphenoxypolyethoxyethanol (Triton X-100)

Trypsin

Molekularbiologie

Absolutely RNA reverse transcription-PCR miniprep Kit
Agarose

Bromphenolblau

Diethyl-Pyrocarbonat (DEPC)
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Firma

Invitrogen
Fluka
Gibco
Gibco
Gibco
Nunc
ibidi
Gibco
Gibco
Gibco
Gibco
Gibco
Gibco
Sigma
Sigma
Sigma

Firma

Roche
Sigma
Gibco
Gibco
Sigma
Sigma
Millipore
Sigma
Gibco
Sigma
Fine Science Tools
Sigma
Linaris
Merck
Invitrogen

Firma

Stratagene
Biozym
Sigma
Sigma
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DNA-Marker

DNase

Ethanol
Ethidiumbromid
Formaldehyd 37%
Formamid
B-Mercaptoethanol
Omniscript reverse transcriptase kit
dNTP

Primer
RNase-Inhibitor
siRNA

SYBR Green Supermix
Tag-Polymerase

Proteinbiochemie

Ammoniumpersulfat (APS)
BCA-Reagenz

Blotpapier

Bovine Albumin Serum (BSA)
Bromphenolblau

Calyculin A

Chemilucent ECL Detection System
DAPCO

DAPI (4°, 6-Diamidin-2’-phenylindoldihydrochlorid)

Dimethylsulfoxid (DMSO)
Ethylendiamintetraacetat (EDTA)

Ethylenglycol-bis(B-aminoethylether) N, N, N*,N‘-tetraacetat (EGTA)

Glycin

Glycerin

Isopropanol

Kaliumchlorid (KCl)
Kaliumhydrogenphosphat (KH,PO,)
Methanol

Natriumacetat

Natriumazid

Natriumchlorid (NaCl)
Natriumhydrogenphosphat (NaH,POy)
Natriumfluorid
Natriumorthovanadat
Nitrozellulosemembran

Okadaische Saure

Phosphatpuffer (+Salze; PBS)
Polyoxyethylensorbitanmonolaurat (Tween20)
Ponceau

Protease Inhibitor Cocktail
Proteinmarker

Sodiumdodecylsulfat (SDS)
Sulphosalicylsdure

TEMED (Tetramethylendiamin)
Tris Base

Tris-HCI

Trockenmilchpulver

Tween20
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Fermentas
Stratagene
Roth
Sigma

T. Baker
Fluka
Fluka
Qiagen
peqLab
MWG
Promega
MWG
Biorad
Invitrogen

Firma

Serva
Bio-Rad
Whatman
Serva
Sigma
Sigma
Millipore
Sigma
Roche
Roth
Sigma
Sigma
Roth
Merck
Roth
Merck
Sigma
Roth
Fluka
Sigma
Sigma
Sigma
Sigma
Fluka
Bio-Rad
Sigma
Sigma
Sigma
Sigma
Sigma
peqLab
Fluca
Sigma
Sigma
Roth
Roth
Sanalac
Roth
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sonstige Stoffe und Materialien

a-helical CRH 9-41

Amyloid  Peptid 25-35

Carbenoxolon

Corticotropin Releasing Hormon (CRH)
DNPH (2,4-dinitrophenylhydrazine)
Fettstift

Glycyrrhizinsdure

H8&9

Halothan

Kainat

Kaniilen, 0,45 mm

Lucifer Yellow

R121919

Spritzen, 1 ml

SuperPlus Objekttrager
Tetramethylrhodamine isothiocyanate-dextran
Tissue Freezing Medium

u0126

Urocortin

2.1.2 Geriite

Zellbiologie & Priparation hippocampaler Schnittkulturen

Amaxa Elektroporationssystem
Inkubatoren

Sterilbanke

Absaug-System
Mikroinjektionsequipment
Mcllwain tissue chopper

Molekularbiologie

iCycler
PCR DNA Thermozykler
Sub-CellGT Agarose Gel Elektrophorese System

Proteinbiochemie

Mikrotiterplatten-Lesegerét

Brutschranke

Heizblock

Mini Protean III, Western Blotting System
Trans-Blot

Fuji LAS-3000 intelligent dark box

Mikroskope

Axiovert 200 Fluoreszenz-Mikroskop
CCD Kamera

IX81 Fluoreszenz-Mikroskop
Cell"R-Imaging-Station
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Firma

Sigma

Bachem

Sigma
Calbiochem-Novabiochem
Sigma

DAKO Diagnostic

Sigma
Calbiochem-Novabiochem
Hoechst

Ocean Produce International
Braun

Sigma

privat; Keck et al, 2001
Braun

Hartenstein

Sigma

Jung

Promega
Calbiochem-Novabiochem

Firma

Amaxa

Binder

Heraeus

VacuSafe Integra
Eppendorf

Campden Instruments

Firma

BioRad
Biometra
BioRad

Firma

Thermo Labsystems
Binder

Eppendorf

BioRad

BioRad

Fuji

Firma

Zeiss

Visitron Systems
Olympus
Olympus
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Allgemeines Firma
Dampfsterilisator VarioClav H+P
Spektrophotometer Beckmann

pH-Meter inoLab

Zentrifuge Universal 32 R Hettich

Mikrowelle Discover 1 CEM

Wasserbad P-D Industriegesellschaft
Kryotat CM 1900 Leica

2.2 Methoden

2.2.1 Zellbiologische Methoden

2.2.1.1 Klonale Zelllinie

In dieser Arbeit wurden humane IMR32-Neuroblastomzellen (ATCC/LCG Promochem,
Middlesex, UK) verwendet. Diese wurden 1967 aus einem Neuroblastom im Abdomen eines
13 Monate alten kaukasischen Jungen gewonnen (Tumilowicz et al., 1970). Die IMR32-
Zelllinie besteht aus zwei verschiedenen Zelltypen, priddominant liegen kleine Neuroblasten-

artige Zellen vor und zu einem verschwindend geringen Anteil grof3e hyaline Fibroblasten.

Abb. 2.1 IMR32 Neuroblastomzellen

Kultivierung von IMR32-Neuroblastomzellen
Adhédrente IMR32-Zellen wurden in Zellkulturmedium (DMEM, 10% FBS, 1x
Natriumpyruvat, je 100 U/ml Penicillin/Streptomycin) in 20,8 cm® Zellkulturschalen
ausplattiert. Die Kultivierung der Zellen erfolgte im Brutschrank bei 37 °C, 95%
Luftfeuchtigkeit und einer CO,-Konzentration von 5%. Vor Ausfiihrung der Experimente
wurden 70-80% konfluente IMR32-Zellen mit 1x PBS gewaschen und {liber Nacht in Serum-
freiem Medium (DMEM, 1x Natriumpyruvat, 100 U/ml Penicillin/Streptomycin) inkubiert.
Fir die langfristige Aufbewahrung wurden IMR32-Zellen in fliissigem Stickstoff
gelagert. Dazu wurden subkonfluente Zellen von den Zellkulturschalen gespiilt und durch
Zentrifugation (1200 rpm, RT, 4 min) pelletiert. AnschlieBend wurden sie in 50% FCS, 40%
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Kulturmedium und 10% DMSO resuspendiert. In einer Isopropanol-haltigen Einfrierbox
wurden die Zellen bei -80 °C langsam eingefroren und nach 6-8 h in fliissigem Stickstoff

gelagert.

2.2.1.2 Primire Zellkulturen

Primiére Astrozytenkulturen
Primdre Astrozyten wurden aus embryonalen (el14-16) NMRI-Mausen prépariert (Trotter et
al.,, 1989). NMRI-Miuse stammen urspriinglich aus dem Naval Medical Research Institute.
Sie wurden 1955 an die Bundesforschungsanstalt fiir Viruskrankheiten in Tiibingen
weitergegeben und dort als Auszuchtstamm weitergeziichtet.

Die Préiparation primdrer Astrozytenkulturen erfolgte nach Trotter et al. (Trotter et al.,
1989). 14 bis 16 Tage alte NMRI-Embryone wurden dekapitiert und die Gehirne freigelegt, in
gekiihltes HBSS gegeben und fiir 1 min mit 1% Trypsin verdaut. Nach zweimaligem
Waschen mit HBSS wurden sie mit 1 ml 0,05% DNase aufgenommen und zu einer
Einzelzellsuspension dissoziiert. Die Zellen wurden durch Zentrifugation (800 rpm, 10 min, 4
°C) pelletiert, in HBSS resuspendiert und erneut pelletiert. Zellpellets wurden in
Kulturmedium (DMEM, 10% Pferdeserum) resuspendiert und in Poly-L-lysin beschichteten
250 ml Kulturflaschen in einer Dichte von 3-3,5 x 10’ Zellen/10 ml ausgesit. 5 bis 6 Tage
nach der Prédparation wurden die Neurone durch Inkubation (3 h, 37 °C) mit 358-
Hybridomaiiberstand (1:10) und Standard-Meerschwein-Complement (1:15) entfernt. Nach
zweimaligem Waschen mit DMEM und 10% Pferdeserum zur Entfernung der Neurone,
wurden die Gliazellen mit 10 ml DMEM, 10% Pferdeserum und Insulin (5 pl/10 ml Medium)
bei 36,5 °C, 95% Luftfeuchtigkeit und einer CO,-Konzentration von 5% inkubiert. Nach 14
Tagen wurden unter mikroskopischer Kontrolle die Makrophagen mechanisch durch leichtes
Klopfen und die Oligodendrozyten durch kriftiges Schiitteln abgelost. Die am Boden der
Zellkulturflaschen verbleibenden Astrozyten wurden nach zweimaligem Waschen mit PBS
abtrypsiniert (1x Trypsin, 10 min, 37 °C), in Zellkulturmedium (MEM, 10% Pferdeserum,
Gentamicin 50 mg/ml Medium) aufgenommen und pelletiert (1200 rpm, RT, 4 min). Die
Kultivierung der Zellen erfolgte auf Poly-L-ornithin beschichteten Zellkulturschalen bei 36,5
°C, 95% Luftfeuchtigkeit und einer CO,-Konzentration von 5%. Zu Beginn der Experimente
wurden 70-80% konfluente Astrozyten mit 1x PBS gewaschen und iiber Nacht in Serum-
freien Medium (50% HBSS, 50% F12-Medium, B27-Supplement, Gentamicin 50 mg/ml
Medium) inkubiert.
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Primire hippocampale Neuronenkulturen

Primire Neurone wurden aus embryonalen (el17-18) Sprague Dawley-Ratten pripariert. Die
Embryone wurden dekapitiert, die Gehirne freigelegt und in gekiihltes HBSS gegeben. Die
Hippocampi wurden isoliert und fiir 20 min mit 1x Trypsin bei RT verdaut. Die Hippocampi
wurden in HBSS mit 10% FCS aufgenommen, durch wiederholtes Pipettieren und Pipettieren
durch eine Gaze wurden die Zellen vereinzelt und durch Zentrifugation (1200 rpm, 4 min,
RT) pelletiert. Die primdren Neurone wurden in Neurobasalmedium resuspendiert. Die
Kultivierung der Zellen erfolgte in Neurobasalmedium mit 10% FCS, Glutamax, B27-
Supplement und Gentamicin (50 mg/ml) in einer Dichte von 1x10° Zellen auf Poly-L-ornithin
beschichteten Zellkulturschalen bei 36,5 °C, 95% Luftfeuchtigkeit und einer CO;-

Konzentration von 5%.

Primiire Astrozyten-Neuron-Co-Kulturen

Etwa 250.000 primdre Neurone wurden auf eine 6 cm-Zellkulturschale mit einer dichten
primdren Astrozytenkultur gesetzt und in Neurobasalmedium mit 10% FCS, Glutamax, B27-
Supplement und Gentamicin (50 mg/ml) bei 36,5 °C, 95% Luftfeuchtigkeit und einer CO,-
Konzentration von 5% kultiviert. Die immunhistochemische Féarbung der Ausgangskulturen
mit neuronalen (MAP2) und astrozytiren (GFAP, Cx43) Markern zeigte, dass diese > 95%

rein neuronal bzw. rein astrozytdr waren (Abb. 2.2).

hippocampale Neurone Astrozyten

Phase

MAP2

Cx43, GFAP

Abb. 2.2 Immunhistochemische Farbungen der priméren Neuron- bzw. Astrozytenkulturen

Primére hippocampale Neurone und primédre Astrozyten wurden wie vorher beschrieben kultiviert. Die Reinheit
dieser Kulturen wurde mittels immunhistochemischen Féarbungen verifiziert, wobei MAP2 ein neuronaler
Marker ist und GFAP und Cx43 astrozytire Marker darstellen. Abb. nach Hanstein et al., 2008b
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2.2.1.3 Transfektion von priméiren und klonalen Zellen mit siRNA

Primdre Astrozyten und IMR32-Zellen wurden mit siRNA mittels des Amaxa
Elektroporationssystems nach Angaben des Herstellers transfiziert. Die Cx43 siRNA-
Sequenzen sind: 5-UAA UUC UGG CCA GGA AUA ATT-3" fiir humanes Cx43 and 5'-
AAC AGU CUG CCU UUC GCU GUA TT-3" fiir Ratten Cx43 (Gjal). Die Sequenz fiir die
nonsense sIRNA (ns siRNA) ist 5°-GGG AAA UGC GUU AGC AGU GAU TT-3". 48 h nach
Transfektion wurden die Zellen fiir die Experimente verwendet und die Cx43-Proteinmenge

wurde mittels Western Blotting fiir jedes Experiment bestimmt.

2.2.1.4 Organotypische hippocampale Schnittkulturen

In dieser Arbeit wurden organotypische hippocampale Schnittkulturen verwendet, da sie viele
Vorteile gegeniiber dissoziierten Primdrkulturen besitzen, wie den Erhalt der synaptischen
und anatomischen Organisation von Neuronen und des Neuron-Glia-Netzwerkes. Zusétzlich
sind ihre funktionalen Eigenschaften &hnlich denen in vivo (Adamchik et al., 2000).
Hippocampale organotypische Schnittkulturen wurden aus 7 bis 8 Tage alten Sprague
Dawley-Ratten oder aus neugeborenen BDNF-defizienten Mausen und altersentsprechenden
Kontrollmdusen pripariert. Die Priparation der hippocampalen organotypischen
Schnittkulturen erfolgte in Anlehnung an vorhergehende Publikationen (Stoppini et al., 1991;
Heimrich und Frotscher, 1993). Sprague Dawley-Ratten wurden dekapitiert und die Kdpfe
wurden sofort in eiskaltem PBS (4 °C) gekiihlt. Danach wurde das Gehirn herauspréipariert
und in kaltes Kulturmedium (50% MEM, 25% HBSS, 25% inaktiviertes Pferdeserum, 30 mM
Hepes, 1% Penicillin/Streptomycin, 5 mg/ml Glucose) tberfiihrt. Die Trennung der
Hemisphidren und das Herauslosen beider Hippocampi erfolgten auf Eis. Mittels eines
Mcllwain tissue choppers wurden 350 um dicke hippocampale Schnitte angefertigt. Sieben
bis zehn Hippocampusschnitte wurden auf eine Millipore-Membran platziert, die in eine
Zellkulturschale gefiillt mit 1 ml Kulturmedium (36,5 °C) gesetzt wurde. Die Schnittkulturen
wurden bei 36,5 °C in befeuchteter CO2-angereicherter Atmosphdre fiir 7 Tage inkubiert. Alle

zwel Tage folgte ein Austausch von 250 pl Medium.

Experimenteller Ablauf:

In jedem Experiment wurden die hippocampalen Schnittkulturen in Experiment- und
Kontrollkulturen unterteilt. 24 h vor Beginn der Experimente wurden die Membranen in
Serum-freies Medium (75% MEM, 25% HBSS, 30 mM Hepes, 1% Penicillin/Streptomycin, 5
mg/ml Glucose), das mit Propidiumjodid (PI) und 0.05% BSA versetzt war, iiberfiihrt. PI ist
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ein polarer Fluoreszenz-Farbstoff, der Zellen mit normaler Membranintegritdt nicht farbt.
Wenn die Membran jedoch geschéddigt ist, bindet er an Nukleinsduren in den betroffenen
Zellen und féarbt sie leuchtend rot (Vornov et al, 1998). PI ist daher ein Marker fiir
apoptotische und nekrotische Zellen und bereits geschiadigte Hippocampus-Schnitte konnten
so identifiziert werden. In den Experimenten wurden die Hippocampusschnitte fiir 24 h mit
CRH 100 nM, dem Toxin H,0O, 500 uM und dem selektiven CRH-R1-Antagonisten R121919
100 nM oder einer Kombination der Reagenzien behandelt. In einem zweiten Experiment
wurden die Schnittkulturen mit CRH 100 nM, dem Toxin H,O, 500 uM und dem Gap
Junction-Hemmstoff Carbenoxolon 20 uM fiir 24 h behandelt. Danach wurden die
Hippocampusschnitte mit einer CCD Kamera (Visitron Sytems) an einem inversen Axiovert
200 Fluoreszenz Microscop photographiert. Alle Bilder wurden mit einem 4x Objektiv
aufgenommen, da ein Bild in dieser VergroBerung den gesamten Schnitt wiedergibt. Es
wurden jeweils ein Phasenkontrastbild mit deutlich erkennbarer CA1/CA3-Region und dem
Gyrus dentatus und ein PI-Fluoreszenzbild mit einem Rhodaminfilter photographiert. Die
Fluoreszenzintensitit wurde mit Hilfe der MetaVue Imaging System Software (Molecular
Devices, Munich, Germany) bestimmt. Die Lichtintensitdt und die Exposition (Verstiarkung
der Bilddaten durch die Kamera ,,camera gain®“ und Expositionszeit) waren konstant wihrend
jeder Aufnahmeserie. Die maximale Fluoreszenz der Kulturen wurde zur Bestimmung der
Expositionsparameter (,camera gain“ und Expositionszeit) benutzt, um den vollen
Intensitdtsbereich des Imaging Systems auszunutzen, ohne eine Sittigung desselben zu
erreichen. Zur Bestimmung des neuronalen Schadens wurde die PI-Fluoreszenz {iber die
Flache der hippocampalen Schnitte gemessen. Die Fldche der Schnitte konnte durch Analyse
der Phasenkontrastbilder genau bestimmt werden. Der PI-Fluoreszenzmittelwert der
Kontrollkulturen entsprach 100% Zelliiberleben; die PI-Fluoreszenwerte der Toxin-
behandelten Schnitten wurden dazu in Bezug gesetzt und das Zelliiberleben ermittelt. Pro
Kulturschale wurden vier bis sechs hippocampale Schnitte untersucht. Alle Behandlungen

erfolgten in doppelten Ansitzen und sechs unabhéngige Experimente wurden durchgefiihrt.

2.2.2 Tiere

2.2.2.1 BDNF-defiziente Miiuse
Zur Untersuchung der CRH-vermittelten Neuroprotektion wurden BDNF-defiziente Mause
(Korte et al., 1995) in einem C57/Bl6-Hintergrund verwendet. Die Méduse wurden iiber den

Austausch eines 560 bp-Fragments der codierenden BDNF-Sequenz durch einen
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Selektionsmarker hergestellt; somit wurde der codierende Bereich fiir die reife BDNF-
Sequenz deletiert. Northern-Blot Analysen zeigten eine Reduktion der BDNF mRNA um 50%
in heterozygoten BDNF(+/-)-Méusen und konnten keine BDNF mRNA in homozygoten
BDNF(-/-)-Méusen nachweisen. Obwohl fiir homozygote BDNF(-/-)-Mause eine Lebenszeit
von 2 bis 4 Wochen publiziert wurde, iiberlebten sie in der zentralen Versuchstierhaltung der
Universitdt Mainz nur fiir 1 bis 3 Tage nach der Geburt. Zusitzlich waren sie durch
Wachstumsstorungen und einem reduzierten Gewicht (bis zu 25% geringer als
Wildtypmiuse) gekennzeichnet. Zudem weisen BDNF-defiziente Miuse zusitzlich eine
signifikant reduzierte Langzeitpotenzierung auf und somit eine verdnderte Neuroplastizitit

(Hennigan et al., 2007).

2.2.2.2 CRH-iiberexprimierende Miuse

In dieser Arbeit wurden 2-3 Monate alte ménnliche, konditional CRH-iliberexprimierende
Miuse (CRH-COE™™-NES) und altersentsprechende Kontrollmiuse (CRH-COE-NES)
verwendet (Lu et al., 2008). In diesen Miusen ist die CRH-Uberexpression auf das ZNS und
das Riickenmark beschréankt; die hochste CRH mRNA-Konzentration liegt im Hippocampus,
Cortex und dem Bulbus olfactorius. Die Méuse zeigen keine Storungen des endokrinen
Systems, d.h. sie haben ein normales Gewicht und zeigen eine normale basale HPA-
Achsenaktivitit. Jedoch 16st die CRH-Uberexpression in den Miusen bei Stress eine CRH-
R1-abhingige Hypersekretion von Stresshormonen aus und fiihrt zu vermehrtem Stress-
Bewiltigungverhalten. Zur Herstellung der konditional CRH-iiberexprimierenden Méiuse
wurde das Cre/loxP System mit dem ubiquitdr exprimierten ROSA26 locus kombiniert (Lu et
al., 2008). Eine einzige Kopie der murinen Cri cDNA mit einer loxP-flankierten (floxed)
transkriptionellen “Stop”-Sequenz wurde in den Target-Vektor pPROSA26-1 eingefiigt und es
wurden Miuse mit diesem modifizierten R26 Allel (R26 "™ floxed stop) hergestellt. Diese
R26™°r" Mzuse wurden mit transgenen nestin-cre-Méusen verpaart, um die Uberexpression
von CRH auf das ZNS und das Riickenmark zu beschriinken. Heterozygote R26™"P“" und
R26™°rC™ yestin-cre Tiere der F1-Generation wurden wiederum miteinander gekreuzt, um
konditional CRH-iiberexprimierende Méuse R26"7C"rCh yestin-cre (CRH-COE™™-NES)
und Kontrollmiuse R26"7<"/rCh (CRH-COE“"-NES) in der F2-Generation zu erhalten.
Alle Méuse waren Mischungen der Mausstamme 129S2/Sv x C57BL/6J. Die Méuse wurden
in Kédfigen mit einer Gréf3e von 20x25%14 c¢cm bei einem 12:12 h Tag-Nacht-Zyklus gehalten;
Futter und Wasser standen nach Belieben zur Verfiigung. Die Experimente wurden
entsprechend den Richtlinien der European Communities Council Directive vom 24.
November 1986 (86/609/EEC) und der German Council on Animal Care ausgefiihrt.
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2.2.3 Molekularbiologische Methoden

2.2.3.1 Isolierung von Gesamt-RNA aus Zelllinien & Siugerzellen

RNA ist im Vergleich zu DNA anfillig fiir spontane und enzymatisch katalysierte Hydrolyse,
weswegen das Arbeiten mit RNA spezielle Vorkehrungen verlangt. Daher wurde zur RNA-
Isolierung Diethylpyrocarbonat (DEPC)-behandeltes bidestilliertes Wasser verwendet. DEPC
inaktiviert RNasen durch kovalente Modifikation eines Histidinrestes im aktiven Zentrum.
Fiir die Isolierung von Gesamt-RNA wurde das RNA RT-PCR Miniprep Kit (Stratagene)
verwendet, das die Gewinnung von RNA iiber ein Silika-Sdulenprinzip erlaubt. Die
Durchfiihrung der RNA-Isolierung erfolgte nach Angaben des Herstellers. Um DNA-
Kontaminationen der RNA zu vermeiden, wurde die RNA fir 15 min mit DNasel
(Stratagene) bei 37 °C behandelt. Die Konzentrationsbestimmung von RNA basiert auf der
Absorption der Nukleinsduren bei 260-280 nm. Die Messung wurde in Quarzkiivetten gegen

RNA-Elutionspuffer (RNA RT-PCR Miniprep Kit) als Nullwert durchgefiihrt.

2.2.3.2 Reverse Transkription/Synthese von cDNA

Mit Hilfe der Reversen Transkriptase PCR (RT-PCR) lassen sich RNA-Sequenzen spezifisch
in cDNA umschreiben. Die cDNA-Synthese erfolgte mit dem Omniscript reverse transcriptase
kit (Qiagen). 500 ng RNA wurden mit DEPC-Wasser auf 10 pl aufgefiillt und 5 min bei 65 °C
im Thermocycler inkubiert, um Sekundirstrukturen der RNA zu denaturieren. Der
Reaktionsansatz wurde anschlieBend sofort auf Eis gestellt, um eine Renaturierung der RNA-
Molekiile zu verhindern. Zum gleichen Ansatz wurden 2 pl 10x Puffer (Qiagen), 2 ul 5 mM
dNTPs, 2 pl 10 pmol Oligo-dT1s-Primer, 0,25 ul RNase-Inhibitor (40 U, Promega) und 4 U
Reverse Transkriptase (Omniscript, Qiagen) in einem Endvolumen von 20 pl gegeben. Eine
Kontrolle, die keine Reverse Transkriptase enthielt, wurde zum Nachweis auf Kontamination
mit DNA mitgefiihrt (Mock). Der Ansatz wurde 60 min bei 37 °C inkubiert. Die synthetisierte
cDNA wurde bei -20 °C aufbewabhrt.

2.2.3.3 Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Die PCR ist eine Methode zur Amplifikation spezifischer DNA-Fragmente in vitro. Dieser
Prozess wird durch die hitzestabile 7ag DNA-Polymerase (Invitrogen) katalysiert. Die PCR
wurde unter folgenden Standardbedingungen durchgefiihrt:
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PCR-Ansatz: Gesamtvolumen von 25 pl
2 ul cDNA
jeweils 15 pmol sense sowie antisense Primer
2,5 ul 1 10x PCR-Puffer
0,5 ul 10 mM dNTPs
0,75 ul MgCl,
0,5 U Tag-Polymerase

Der Ansatz wurde mit bidestilliertem Wasser auf 25 pl aufgefiillt.

Die PCR wurde in einem Thermocycler (Biometra) mit dem folgenden Programmschema

durchgefiihrt:

1- 94 °C 3 min Vor-Denaturierung der DNA
2- 94 °C 30 sec Denaturierung der DNA

3- Annealing Temp. (T») 30 sec Anlagerung der Primer

4- 72 °C 1 min/1 kb Elongation

5- 72 °C 10 min finale Elongation

6- 4°C o0

Fir den Nachweis eines spezifischen Nukleinsdureabschnittes wurden 25-35 Zyklen der

Schritte 2 bis 4 durchgefiihrt.

Folgende Primer wurden verwendet:

Primername Primersequenz Ta
B-Aktin sense 5'- CCAGACAGCACTGTGTTG -3° 55 oC
B-Aktin antisense 5'- CTGAGAGGGAAATCGTGC -3°
humaner CRH-Rezeptorl sense 5'- GCCAGCAACATCTCAGGACT -3° 60 °C
humaner CRH-Rezeptorl antisense 5 - CTGCGAAACATCATCCACTG -3°
humaner CRH-Rezeptor2 sense 5'- CCGAGGGTCCCTACTCCTAC -3° 66 °C
humaner CRH-Rezeptor2 antisense 5'- GCGGCACCAGACCTCATTGC -3°
Maus Crh-Rezeptor] sense 5'- GGTGTGCCTTTCCCCATCATT -3° 64.°C
Maus Crh-Rezeptorl antisense 5'- CAACATGTAGGTGATGCCCAG -3°
Maus Crh-Rezeptor2 sense 5'- GGCAAGGAAGCTGGTGATTTG -3° 64 °C
Maus Crh-Rezeptor2 antisense 5'- GGCGTGGTGGTCCTGCCAGCG -3°
Ratte Crh-Rezeptorl sense 5'- CTGCACACAGCCATTGTGC -3° 60 °C
Ratte Crh-Rezeptorl antisense 5'- GGAGCGGACCTCACTGTTC -3
Ratte Crh-Rezeptor2 sense 5'- CGGAATGCCTACAGAGAATGC -3° 62 °C
Ratte Crh-Rezeptor2 antisense 5'- AGCCTTCCACAAACATCCAGA -3°
humanes Connexin 43 sense 5'- TCAAGCCTACTCAACTGCTGG -3° 64 °C

humanes Connexin 43 antisense 5'- TGTTACAACGAAAGGCAGACTG -3°
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2.2.3.4 RT-PCR

Zur Bestimmung der Expression der CRH-Rezeptoren auf Transkriptionsebene wurden RT-
PCR Analysen durchgefiihrt. Ein Ansatz hatte ein Gesamtvolumen von 25 pul, enthielt 1 pl
cDNA, jeweils 15 pmol sense sowie antisense Primer, 2,5 ul 10x PCR-Pufter, 0,5 pul 10 mM
dNTPs, 0,75 pl MgCly,, 0,5 U Tag-Polymerase und bidestilliertes Wasser. Die PCR-

Bedingungen waren mit denen der konventionellen PCR vergleichbar.

2.2.3.5 Real Time PCR-Analyse

Zur Quantifizierung der Genexpression von Cx43 auf Transkriptionsebene wurden Real Time
PCR-Analysen durchgefiihrt. Das Endvolumen der PCR betrug 25 pl und enthielt neben der
zu untersuchenden cDNA 12,5 ul PCR SYBR Green Supermix sowie 100 pmol der sense und
antisense Primer. Die PCR wurde im iCycler der Firma BioRad durchgefiihrt. Die PCR
Bedingungen glichen denen der konventionellen PCR. Es wurde der PCR-Zyklus bestimmit,
nach dem die Amplifikation des PCR-Produktes in die exponentielle Phase iibergeht
(,.treshold cycle, Cr). Die Bildung spezifischer PCR-Produkte wurde iiber die Analyse der
Schmelzkurve iiberpriift. Die relative Expression (= R) von Cx43 in IMR32-Zellen unter
Kontrollbedingungen und nach Behandlung mit CRH (100 nM, 10 nM fiir 4 h) wurde mit
Hilfe der relativen Expressionssoftware tool (REST) bestimmt (Pfaftl et al., 2002) und mit der
folgenden Formel berechnet: R = 2*"AC1(Cx43)/ 2*ACt(Aktin), mit ACt (Cx43) = (Cr Ctrl-Cy
CRH) fiir Cx43 und Cr (Aktin) = (Cy Ctrl-Cy CRH) fiir Aktin.

2.2.3.6 Agarosegel-Elektrophorese zur Auftrennung von DNA

Die polyanionische DNA ldsst sich in Agarosegelen elektrophoretisch auftrennen und
analysieren. Die Geschwindigkeit, mit der die einzelnen DNA-Molekiile wandern, ist dabei
antiproportional zum Logarithmus des jeweiligen Molekulargewichts. Demzufolge kann das
Molekulargewicht eines DNA-Molekiils abgeschétzt werden, indem man seine Mobilitdt mit
einem Standard bekannter Gro3e (DNA-Marker) vergleicht. Dabei wurden je nach Gréf3e des
erwarteten Fragments in Basenpaaren 1 bis 2%-ige Agarosegele verwendet. Zur Herstellung
der Agarosegele wurde die gewiinschte Menge Agarose (w/v) durch Autkochen in 1x TAE
Puffer gelost und 1 Tropfen Ethidiumbromid-Stammlosung (1 mg/ml) hinzugegeben.
Ethidiumbromid ist ein DNA-interkalierender Fluoreszenz-Farbstoff und ermoglicht die
spatere Visualisierung der DNA nach Anregung mit UV-Licht. Vor dem Auftragen auf das
Gel wurde die DNA mit 1x Auftragspuffer versehen. Der Auftragspuffer erhoht die Dichte
der DNA-Ldsung und ermoglicht so ein Absinken in die Geltaschen. Zusétzlich gewihrleistet
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das Bromphenolblau im Auftragspuffer die Visualisierung der DNA im Gel, da es etwa auf
Hohe eines 500 bp DNA-Fragments wandert. Zur Bestimmung der FragmentgroB3en in bp
wurden 5 pl des DNA Markers (Fermentas) aufgetragen. Die Gele wurden unter UV-
Beleuchtung (254-366 nm) photographiert.

Ix TAE Puffer 6x Auftragspuffer

5 mM Tris pH 7,5 10 mM Tris-HCI pH 8,0
5 mM Borsdure 50% (v/v) Ficoll

1 mM EDTA 0,006% Bromphenolblau

2.2.4 Proteinbiochemische Methoden

2.2.4.1 Proteinpriparation

Subkonfluente IMR32-Neuroblastomzellen und primére Astrozyten wurden mit eiskaltem 1x
PBS gewaschen, danach mit 1x PBS mechanisch von den Zellkulturschalen geschabt und bei
4 °C und 3000 rpm fiir 8 min zentrifugiert. Danach wurden die Zellpellets in frisch
angesetztem 1x Lysispuffer (150-200 pl /Pellet) resuspendiert.

Organotypische hippocampale Schnittkulturen wurden mit einem feinen Spatel von
der Millipore-Membran direkt in eiskalten Erntepuffer iiberfiihrt. Sie wurden danach bei 4 °C
und 3000 rpm fiir 8 min zentrifugiert und in frisch angesetztem 1x Lysispuffer (200 pl/Pellet)
resuspendiert.

Die Lysate wurden 3x fiir 10 s sonifiziert und anschlieBend erfolgte die Lagerung der

Proteinpréparate bei -80 °C.

1 x Erntepuffer 1 x Lysispuffer

5 mM Hepes pH 7,4 60 mM Tris-HCI pH 6,8

320 mM Sucrose 2% (w/v) SDS

1 mM EDTA 10% (w/v) Saccharose

1 mM EGTA 15 mM Hepes

1 mM Natriumorthovanadat 0,5 mM EDTA

Protease Inhibitor Cocktail (1:100) 0,5 mM EGTA

50 nM Calyculin A 1 mM Natriumorthovanadat

0,6 uM Okadaische Séure Protease Inhibitor Cocktail (1:100)
1 mM Natriumfluorid 1 mM Natriumfluorid

Die Bestimmung der Proteinkonzentration erfolgte nach der BCA-Methode (BioRad). Die
Proteinproben wurden mit dem BCA-Reagenz versehen und bei 60 °C fiir 25 min inkubiert.
Im Anschluss wurden sie photometrisch bei 562 nm gemessen und mittels einer BSA-

Standardkurve quantifiziert.
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2.2.4.2 Western Blot-Analyse

Diskontinuierliche SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese

Fir die Auftrennung der Proteine nach ithrem Molekulargewicht wurde die von Laemmli
beschriebene Methode der denaturierenden SDS-PAGE eingesetzt (Laemmli, 1970). Die
Auftrennung erfolgte unter Verwendung von Polyacrylamidgelen (PAA-Gele) und Miniblot-
Kammern (BioRad). PAA-Gele wurden nach folgendem Pipettierschema gegossen, wobei das
Trenngel zunédchst mit H,O iiberschichtet wurde und nach vollstindiger Polymerisation mit
der Priparation des Sammelgels fortgefahren wurde. Die angegebenen Volumina entsprechen
zwei 1,5 mm Gelen. Die Gele wurden entweder unmittelbar zur Gelelektrophorese eingesetzt

oder fiir bis zu maximal zwei Wochen bei 4 °C gelagert.

Losung Trenngel (9%) Trenngel (15%) Sammelgel (4,5%)
40% Acrylamid/Bisacrylamid (29:1) 2,25 ml 3,75 ml 0,75 ml

1,5 M Tris-HCI (pH 8,8), 0,4% SDS 2,5 ml 2,5 ml -

dH,O 5,25 ml 3,75 ml 6,5 ml

0,6 M Tris-HCI (pH 6,8), 0,4% SDS - - 2,5 ml

10% APS 100 ul 100 ul 100 pl
TEMED 10 pl 10 pl 10 pl

Vor dem Auftragen auf das PAA-Gel wurden die Proteine mit 1x Auftragspuffer versehen
und 5 min bei 97 °C inkubiert. Als GroBenstandard wurde der Prestained Marker IV (Peqlab)
eingesetzt. Die Proben wurden zunéchst bei 70 V in das Sammelgel einlaufen gelassen und

dann bei 150 V getrennt. Als Laufpuffer diente 1x SDS-Laufpufter.

4x Auftragspuffer 1x SDS-Laufpuffer

100 mM Tris-HCI pH 6,8 25 mM Tris-HCI pH 8,3
4% (w/v) SDS 192 mM Glycin

24% (v/v) Glycerin 0,1% (w/v)SDS

20 mM Bromphenolblau

1,4 M B-Mercaptoethanol

Proteintransfer auf Nitrozellulosemembranen

Die in einem PAA-Gel elektrophoretisch aufgetrennten Proteine wurden durch einen
elektrophoretischen Wet Blot auf die Oberfliche einer Nitrozellulosemembran iibertragen.
Auf dieser Trigermembran waren die Proteine immobilisiert und besser fiir Antikdrper

zuginglich. Nach beendeter PAGE wurde das PAA-Gel wie vom Hersteller vorgesehen
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zusammen mit der Membran, Schaumstoff und Filterpapier in eine Transfereinheit gespannt.
Alle Komponenten wurden zuvor in 1x Transferpuffer dquilibriert. Die Transfereinheit wurde
in eine Tankblot-Kammer eingesetzt und die Kammer mit kaltem 1x Transferpuffer gefiillt.
Das Blotten erfolgte bei 40 V fiir 2,5 h bzw. bei 30 V iiber Nacht. Im Anschluss wurden die
transferierten Proteine mittels Ponceau S-Farbung reversibel angefdrbt, um den Erfolg und die
Qualitdt des Transfers zu iiberpriifen. Dafiir wurde die geblottete Nitrozellulosemembran fiir
einige Minuten in Ponceau S-Losung inkubiert und danach mit dH,O gewaschen. Die

Proteinbanden wurden sichtbar sobald der Hintergrund entfarbt war.

Ix Transferpuffer 1x Ponceau S

25 mM Tris-HCI pH 8,3 0,02% (w/v) Ponceau

192 mM Glycin 0,3% (w/v) Trichloressigsdure
0,1 % (w/v) SDS 0,3% (w/v) Sulphosalicylsdure
20% (v/v) Methanol

Immunologischer Nachweis der Proteine

Nach erfolgreichem Transfer der Proteine auf die Membran erfolgte ihr immunologischer
Nachweis. Zur Absittigung unspezifischer Bindungsstellen wurde die Nitrozellulosemembran
zundchst unter Schiitteln fiir 1-2 h in Blockierungspuffer inkubiert. Im Anschluss erfolgte die
Inkubation mit einer geeigneten Verdiinnung (1:500 bis 1:1000) des priméren Antikdrpers bei
4 °C iiber Nacht. Monoklonale und polyklonale Antikdrper wurden in TBS/Tween20 0,02%
Natriumazid angesetzt. Danach wurde die Membran dreimal fiir je 15 min mit TBS/Tween20
gewaschen und anschlieBend fiir 1-2 h mit einem geeigneten sekundidren, Peroxidase-
konjugierten Antikdrper bei RT inkubiert. Nach drei weiteren Waschschritten mit
TBS/Tween20 erfolgte die Nachweisreaktion mit Hilfe des Chemilucent ECL Detection
Systems der Firma Millipore. Die Membran wurde mit 1 ml ECL-Losung benetzt und Signale
mit der Fuji LAS-3000 intelligent dark box visualisiert. Die Messung der Signalintensitét
(optische Dichte, OD) erfolgte mit der Aida Image Analyzer version 3.28 Software (Ray-test).
ODs der BDNF- oder Cx43-Banden wurden zu ODs der Aktinbanden normalisiert. Die
Normalisierung der OD von Banden phosphorylierter Proteine (z.B. phospho-CREB,
phospho-GSK3p, phospho-ERK1/2) erfolgte zur OD der Gesamtmenge des untersuchten
Proteins (CREB, GSK3p, ERK1/2).

Blockierungspuffer TBS/Tween2() 10x TBS
1x TBS 1x TBS 100 mM Tris-HCI1 pH 7,5
0,05% (v/v) Tween20 0,05% (v/v) Tween20 1,5 M NaCl

4% (w/v) Trockenmilchpulver
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Primdre Antikorper

Aktin

BDNF C-terminale Doméne, polyklonaler Antikdrper
cFOS, polyklonaler Antikorper
Connexin43, polyklonaler Antikdrper
CREB, polyklonaler Antikorper
phospho-CREB, polyklonaler Antikdrper
DNP, polyklonaler Antikdrper

ERK1/2, polyklonaler Antikorper
phospho-ERK 1/2, monoklonaler Antikorper
FITC-conjugated Tomatolectin

GFAP, polyklonaler Antikorper

MAP2, monoklonaler Antikorper

Sigma

Santa Cruz Biotechnology
Santa Cruz Biotechnology
Zymed
Calbiochem-Novabiochem
Upstate Biotechnologies
Molecular Probes

Cell Signaling

Cell Signaling

Sigma

Dako

Sigma

Immunologischer Nachweis carbonylierter Proteine

Fir den Nachweis von erhohtem oxidativem Stress in Zellen, wurde der

Carbonylierungsstatus als Mal} der oxidativen Modifikation von Proteinen bestimmt (Witan et
al., 2008). Dafiir wurden 15 pg Proteinlysat fiir 5 min gekocht und danach fiir 20 min mit 5
mM DNPH (2,4-dinitrophenylhydrazine, Sigma-Aldrich) bei RT inkubiert. Danach wurde der
pH mit 3 M Tris neutralisiert, die Proteinproben auf PAA-Gele geladen und auf
tranferiert.

Nitrozellulosemembranen

Blockierungspuffer, der 10% Trockenmilchpulver in TBS/Tween20 (0.5%) enthielt, fiir 1 h

Unspezifische Bindungsstellen wurden mittels
bei RT inkubiert. Carbonylierte Proteine wurden mit Hilfe des polyklonalen DNP-Antikdrpers
detektiert.

2.2.4.3 Immunhistochemie

Mit Hilfe der Immunhistochemie werden Proteine in situ in Zellen oder Gewebeschnitten
detektiert. IMR32-Zellen wurden zunidchst unter Standardbedingungen kultiviert bis eine
Konfluenz von circa 80% erreicht wurde. Die Zellen wurden kurz mit 1x PBS gewaschen,
anschlieend bei RT fiir 20 min mit 4% Paraformaldehyd fixiert und fiir 15 min mit
0.2%Tween20/PBS permeabilisiert. Unspezifische Bindungsstellen wurden durch eine
einstiindige Inkubation mit 3% BSA/PBS blockiert. Die Zellen wurden 3x mit PBS
gewaschen und danach mit dem anti-Cx43 Antikorper (1:200 in 1% BSA/PBS), mit dem anti-
GFAP Antikorper (1:200) oder mit dem anti-MAP2 Antikorper (1:100) bei 4 °C iiber Nacht
inkubiert. Nach dreimaligem Waschen mit 1x PBS wurden die Zellen bei RT fiir I h mit dem
sekundiren, Fluoreszenzfarbstoff (Cy3)- oder (Cy2)-gekoppelten Antikorper (1:200, Jackson
Laboratories) in 0,5 pg/ml DAPI/1% BSA/PBS inkubiert. Der ungebundene sekundire
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Antikorper wurde durch dreimaliges Waschen mit PBS entfernt. Um die Praparate vor dem
raschen Ausbleichen des Fluoreszenzfarbstoffs zu schiitzen, wurden sie mit 2% DAPCO in
Glycerol/PBS 1:1 eingebettet und ein Deckglas mit Nagellack auf den Objekten fixiert. Nach
Aushidrten des Nagellacks wurden die Préparate unter einem Fluoreszenz-Mikroskop

ausgewertet. Dabei wurde Cy3 bei 545 nm analysiert.

PBS/Tween20 Blockierungspuffer Primdr-Antikorperlosung
1x PBS 1x PBS Antikorper 1:100 oder 1:200
0,1% (v/v) Tween20 3% (v/v) BSA 1x PBS
0,1% (v/v) Tween20
1% (v/v) BSA
10x PBS
1,3 M NaCl
27 mM KCl1
70 mM NaH,PO,
15 mM KH,PO,

Der pH wurde auf 7,4 eingestellt.

2.2.5 Auslosen akuten exzitotoxischen Stresses mittels Kainat-Injektion

Im Dissertationsprojekt wurde in vivo untersucht, ob durch die Uberexpression von CRH im
ZNS von Mausen eine neuroprotektive Wirkung in akuten Stressmodellen zu beobachten ist.
Ein akuter exzitotoxischer Insult, wie er u.a. bei epileptischen Anfillen auftritt, kann im
Tiermodell durch die Injektion von Kainat induziert werden. Kainat, ein zyklisches Analogon
des exzitatorischen Neurotransmitters Glutamat, aktiviert und iiberstimuliert die ionotropen
Kainat- und AMPA-Rezeptoren, die sehr stark von den pyramidalen Neuronen der CA-
Regionen und den Kornerzellen des Gyrus dentatus im Hippocampus exprimiert werden
(Boulter et al., 1990). Dadurch kommt es zu einem massiven Ca®"-Einstrom in die aktivierten
Neurone, der einen Verlust der Ca*"-Homdostase und eventuellen Zelltod zur Folge hat
(Hollmann et al., 1994; Lindvall et al., 1994).

In den injizierten Tieren 16st Kainat zunichst dosisabhéngig epileptische Anfille aus,
die der Ammonshornsklerose, einer besonders hdufigen Form der Schlidfenlappenepilepsie
beim Menschen, dhneln und fithrt langfristig zum spezifischen Absterben pyramidaler
Neurone in der CA-Region des Hippocampus. Die epileptischen Krampfe entwickeln sich
nach einem bestimmten Muster und konnen so in verschiedene Schweregrade eingeteilt

werden. Zusdtzlich wurde der Zeitverlauf der epileptischen Anfélle dokumentiert.

39



2. Materialien & Methoden

Experimenteller Ablauf:

2 bis 3 Monate alte minnliche, konditional CRH-iiberexprimierende Mause (CRH-COEhom-
NES) und altersentsprechende Kontrollmduse (CRH-COE®"-NES) wurden mindestens 24 h
vor Beginn der Experimente in Einzelkdfige umgesetzt und in den Experimentierraum
transferiert, damit sie sich an die neue Umgebung gewohnen konnten. 7 Maiuse jedes
Genotyps wurden intraperitoneal mit 35 mg/kg Kainat (Ocean Produce International), gelost
in 0,9% NacCl, injiziert. Als Kontrollen dienten 4 Miuse jedes Genotyps, die mit 0,9% NaCl
injiziert wurden. Kainat induziert epileptische Anfille, die sich in einem bestimmten Muster
entwickeln und daher in verschiedene Schweregrade einteilen lassen (Racine, 1972). Nach
Kainat-Injektion wurden die Méduse fiir 6 h beobachtet und die Schwere der epileptischen
Anfille mit Hilfe des Racine-Systems dokumentiert. Dieses System bewertet die Schwere der
epileptischen Anfélle mit Zahlen von 0 bis 6: 0, keine Auffilligkeiten; 1, Erstarren, starrer
Blick, Mund- und Gesichtszuckungen; 2, Kopfnicken oder vereinzeltes Zucken, starre
Korperhaltung; 3, Aufstellen des Schwanzes, unilateraler/bilateraler Vorderpfotenklonus; 4,
aufrechtes starres Sitzen auf den Hinterpfoten, eine oder beide Vorderpfoten sind
ausgestreckt; 5, klonische Anfille, d.h. unkontrolliertes Hiipfen und Fallen; 6, tonische

Anfille mit Extensionen der Hinterpfoten, Anfille fithren zum Tod der Maus.

2.2.6 Cardiale Perfusion & Herstellung von Hirnschnittpriaparaten

Etwa 24 h nach Kainat-Injektion wurden die Miuse mit einer 4% PFA-Losung transcardial
perfundiert, um Hirnschnittpriparate herzustellen. Zur Vorbereitung der transcardialen
Perfusion wurden die Mause mit Halothan narkotisiert, sodass sie keinen FuBreflex mehr
zeigten, aber eine unerwiinschte Atemdepression noch nicht auftrat. Nach Fixierung der
narkotisierten Maduse wurde der Bauchraum durch einen kleinen Schnitt in der Mitte des
Rippenbogens in Hohe des Zwerchfells gedffnet. Die Bauchhaut wurde mit einer Pinzette
angehoben, das Zwerchfell gelost und der Brustkorb wurde {iber parasternale Schnitte bis zur
Clavikula gedffnet. Durch Aufklappen des Brustkorbes wurde das schlagende Herz sichtbar
und es erfolgte eine PBS-Infusion (15 ml) in die linke Herzkammer in Richtung der Aorta
zum Spiilen des GefaBsystems. Ein kleiner Schnitt 6ffnete den rechten Vorhof, sodass das
Blut aus dem Gefdllsystem herausgespiilt werden konnte. Nachfolgend wurde das Gewebe
durch Infusion einer 4% PFA-Losung fixiert und danach das Gehirn entnommen. Zur

Nachfixierung wurden die Gehirne fir 24 h in 4% PFA inkubiert (4 °C) und eine
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Kryoprotektion der Gehirne durch eine 24-stiindige Inkubation mit 30% Sucrose erfolgte. Mit
Hilfe von Trockeneis wurde Ethanol stark gekiihlt und die Gehirne auf dieser kalten
Unterlage in Tissue Freezing Medium (Jung) eingebettet. Die eingebetteten Gehirne wurden
bei -80 °C gelagert. Mit einem Kryostat (CM 1900, Leica) wurden 10 um Hirnschnitte
angefertigt, die mit einem feinen Pinsel auf SuperPlus Objekttrager (Hartenstein) platziert
wurden. Die Objekttrager wurden bei -20 °C bis zur Anfertigung immunhistochemischer

Féarbungen gelagert.

2.2.7 Nissl- & DAPI-Firbung von Gehirnschnitten

Schwere epileptische Anfille flihren zu einem Absterben von Hippocampusneuronen, was
durch DAPI- und neuronenspezifischer Nissl-Farbung von Hirnschnitten sichtbar gemacht
werden kann. Ein Merkmal geschidigter Zellen ist kondensiertes Chromatin im Zellkern, das
nach DAPI-Farbung verstérkt fluoresziert (Ryu et al., 2003). 10 um dicke Hirnschnitte durch
den Hippocampus wurden daher zur Nachfixierung fiir 7 min in 5% Essigsdure/95% Ethanol
inkubiert. Danach erfolgte die Permeabilisierung der Schnitte mit 3% BSA (Sigma) in 0,1%
TritonX-100/PBS fiir 20 min und die Farbung mit 0,5 pg/ml 4'-6-Diamidino-2-phenylindole
dihydrochloride (DAPI, Sigma) in PBS fiir 60 min. Nach dreimaligem Waschen mit PBS und
einem kurzen Spiilen mit dH>O wurden die Schnitte mit 2% DAPCO in Glycerol/PBS 1:1
eingebettet und ein Deckglas mit Nagellack auf den Objekten fixiert. Nach Aushédrten des
Nagellacks wurden die Priparate unter einem Fluoreszenz-Mikroskop ausgewertet. Die
Zellschiddigung in der hippocampalen CA3-Region wurde iliber den Anteil der geschddigten
Zellen mit kondensierten, hell fluoreszierenden Nuclei in Bezug zur Gesamtzellzahl in fiinf
Gehirnschnitten jedes Tieres bestimmt. Zusétzlich kdnnen neuronale Schidigungen mit Hilfe
der Nissl-Farbung sichtbar gemacht werden. Dafiir wurden Hirnschnitte kurz mit 0,25% (w/v)
Thionin/Acetat pH 4 behandelt und danach sofort mit dH,O gewaschen. Schiadigungen der
Neurone wurden so durch dunkel gefarbte, geschrumpfte Neurone mit pyknotischen
Zellkernen oder dem Verlust von Neuronen im Gewebe sichtbar (Liu et al., 1999). Die
neuronale Schiadigung im Hippocampus wurde auch hier in fiinf zufélligen Schnitten jedes
Tieres bestimmt und nach folgender Skala bewertet: 0, keine Schiddigung; 1, einzelne
geschidigte Neuronen in der CA3-Region; 2, neuronale Schidigung der CA3-Region betragt
<50% und 3, CA3-Region zeigt > 50% Neuronenschidigung.
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2.2.8 Immunhistochemische Firbungen von Gehirnschnitten

10 pm dicke Hirnschnitte durch den Hippocampus wurden zur Nachfixierung fiir 7 min in 5%
Essigsdure/95% Ethanol inkubiert. Danach erfolgte die Permeabilisierung der Schnitte mit
3% BSA (Sigma) in 0,1% TritonX-100/PBS fiir 20 min und die Farbung mit dem priméren
Antikorper fiir 24 h bei 4 °C. Als primdre Antikérper wurden polyklonale anti-BDNF-
Antikorper (1:500, Santa Cruz Biotechnology) und polyklonale anti-GFAP-Antikorper
(1:500, Dako) verwendet. Zusitzlich wurde FITC-konjugiertes Tomatolectin (1:200, Sigma)
eingesetzt. Nach Farbung wurden die Schnitte dreimal mit 1x PBS gewaschen und fiir 1 h mit
Cy3-konjugierten Zweitantikdrpern (1:200, Dianova), verdiinnt in 0,5 pg/ml DAPI/PBS,
inkubiert. Nach drei Waschschritten mit 1x PBS wurden die Schnitte kurz in destilliertem
Wasser gespiilt, mit 2% DAPCO in Glycerol/PBS 1:1 bedeckt und ein Deckglas mit
Nagellack auf den Objekten fixiert. Nach Aushirten des Nagellacks wurden die Priparate

unter einem Fluoreszenz-Mikroskop ausgewertet.

2.2.9 Zytotoxizitatstest - MTT

Der MTT-Test ist ein kolorimetrischer Test und wird zur Bestimmung der Zytotoxizitét
verschiedenster Reagenzien verwendet. Zellen werden in vitro mit dem MTT-Farbstoft (3-
(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium  Bromid), einem gelben Tetrazol,
behandelt. Nur lebende Zellen setzen dieses in den Mitochondrien in blau-violettes Formazan
um (Abb. 2.3). Durch Zugabe eines Solubilisierungspuffers (20% SDS, 40%
Dimethylformamid, Essigsdure pH 3,6) wird das unldsliche Formazan gelost und die
Absorption der Losung mit einem Photometer bestimmt. Die Menge des umgesetzten und
letztendlich gemessenen Farbstoffs entspricht damit der Glykolyserate der Zellen per se und

ist direkt proportional zum Anteil lebender Zellen.

/@ mitachondriale
N».," Rediktase "
H-'/"N\[g,hl I N N
N F
S\€7 | s\%i
<
3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)- Formazan
2,5-diphenyltetrazolium Bromid

Br

Abb.2.3 Umsetzung von MTT-Farbstoff (3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium Bromid)
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Experimenteller Ablauf:

Etwa 50.000 Zellen resuspendiert in 50 pul Serum-freien Medium wurden pro Well einer 96-
Wellplatte ausgesét. Bei Erreichen von 70-80%-iger Konfluenz wurden die Zellen fiir 30 min
mit CRH (100 nM) prainkubiert und danach mit den Toxinen H,O, (100 uM) oder Amyloid
Peptid 25-35 (20 uM) behandelt. Um den Einfluss der Gap Junction-Kommunikation bei der
CRH-vermittelten Neuroprotektion zu untersuchen, wurden die Zellen gleichzeitig mit dem
Gap Junction-Hemmstoffs Carbenoxolon und den Toxinen behandelt. Nach 24-stiindiger
Inkubation wurde MTT-Losung (5 mg/ml) zugegeben und nach weiteren 4 h wurden die
Zellen iiber Nacht solubilisiert. Die Menge des umgesetzten Farbstoffs wurde mit einem

Photometer (ODsgo nm; Thermo Labsystems) gemessen.

2.2.10 Farbstoff-Transfer-Tests

Die Analyse der Farbstoffausbreitung nach Injektion oder Laden einer Einzelzelle stellt eine
gut etablierte Methode zur Untersuchung der Zell-Zell-Kommunikation iiber Gap Junctions
dar. Das Grundprinzip der Methode ist, dass der injizierte Fluoreszenzfarbstoff Lucifer
Yellow CH, dilithium salt (LY, 5 mg/ml in PBS, Sigma) nicht membrangangig ist und sich
daher ausschlieBlich iiber Gap Junctions in benachbarte Zellen ausbreiten kann. Somit
charakterisiert die Geschwindigkeit bzw. das Ausmal} der Diffusion des Farbstoffes zwischen
benachbarten Zellen den funktionellen Zustand der Zell-Zell-Kommunikation via Gap
Junctions. Die gleichzeitige Injektion von Rhodamin-Dextran (5 mg/ml; Sigma-Aldrich), ein
Farbstoff der nicht iiber Gap Junctions transportiert werden kann, ist ein Marker fiir die

injizierte Zelle und dient als Kontrolle fiir die korrekte Ausfiihrung der Injektion.

2.2.10.1 Mikroinjektion

Fir die Injektionsversuche wurden IMR32-Zellen, die auf Poly-L-ornithin-beschichteten 60
p-Zellkulturschalen mit Glasboden (ibidi) kultiviert waren, verwendet. Wenn die IMR32-
Zellen eine 60-70%-1ge Konfluenz erreicht hatten, wurden sie iiber Nacht in Serum-freiem
Medium weiter kultiviert. Nach Behandlung der Zellen mit CRH (100 nM, 10 nM) fiir 4 h
wurde eine LY-Rhodamin-Dextran-Losung mit dem Mikroinjektionssystem (Eppendorf)
injiziert (Abb. 2.4). Fiir jede Messreihe wurden jeweils zehn Zellen pro Kulturschale zufillig
fiir die Injektionen ausgewdhlt und jede Behandlung erfolgte in Duplikaten. Die Anzahl der

benachbarten, fluoreszierenden Zellen 3 min nach der Injektion stellt ein direktes MaB fiir die
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interzellulire Kommunikation dar. Die Aufnahme (40fache VergroBerung) und Auswertung
der fluoreszierenden Zellen erfolgte mit einem IX81 Fluoreszenz-Mikroskop verbunden mit

der Cell*R Imaging Station (Olympus).

Abb. 2.4: Farbstoff-Transfer-Test: Injektion von Lucifer Yellow in eine Zelle

2.2.10.2 Scrape loading

Fir die Scrape Loading-Experimente wurden Zellen, die auf Poly-L-ornithin-beschichteten
Zellkulturschalen kultiviert waren, verwendet. Wenn die Zellen eine 60-70%-ige Konfluenz
erreicht hatten, wurden sie iber Nacht in Serum-freiem Medium kultiviert. Nach Behandlung
der Zellen mit CRH (100 nM, 10 nM) oder Urocortin (100 nM, 10 nM) fiir 4 h wurden die
Zellen zweimal mit 1x PBS gewaschen, die Zellschicht mit einer Rasierklinge angeritzt und
danach fiir 10 min mit einer LY-Losung bei 37 °C, 95% Luftfeuchtigkeit und einer CO,-
Konzentration von 5% kultiviert. Die LY-Losung wurde nach 10 min entfernt, die Zellen
viermal mit 1x PBS gewaschen und mit 4% Paraformaldehyd fixiert. Der Farbstofftransport
wurde iiber Fluoreszenzmikroskopie (Axiovert 200 Fluoreszenz-Mikroskop, Zeiss; CCD
Kamera, Visitron Systems) ausgewertet; fiir die Quantifizierung wurde die Anzahl der LY-
markierten Zellen vom initialen Rasierklingenschnitt gezahlt, wobei die erste angeschnittene
Zelle ,,1 zdhlte. Jede Behandlung erfolgte in Duplikaten und zehn Felder pro Kulturschale
wurden photographiert (10fache Vergroferung). Fiinf unabhingige Experimente wurden

untersucht und die Daten werden als arithmetische Mittelwerte + SEM angegeben.

2.2.10 Statistik

Die Durchfiihrung jedes Experimentes erfolgte unabhdngig drei- bis sechsmal. Die
Behandlungen mit den verschiedenen Reagenzien erfolgten immer in doppelten oder

dreifachen Ansdtzen. In allen Graphiken wurden der arithmetische Mittelwert und die
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Standardabweichung aus den Mittelwerten aller Experimente (SEM) angegeben. Die
statistische Signifikanz fiir den Vergleich unterschiedlich behandelter Ansétze (> 3) wurde
mit Kruskal-Wallis ANOVA on Ranks und dem Dunn’s-Test als post-hoc Test bestimmt.
Wenn die Daten eine Normalverteilung und gleiche Varianz aufwiesen, wurde ein One Way
ANOVA mit dem post hoc Tukey-Test durchgefiihrt. Fiir den Vergleich von zwei
unterschiedlich behandelten Gruppen wurde die statistische Signifikanz mit dem Mann-
Whitney Rank Sum-Test durchgefiihrt, wenn die Daten aber eine Normalverteilung und
gleiche Varianz aufwiesen, wurde der Students t-Test verwendet. * P < 0,05, ** P < 0,01 und

*Ex P <0,005 wurde als statistisch signifikant betrachtet.
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3. Ergebnisse

3.1 Die CRH-induzierte Neuroprotektion gegeniiber akuter Exzitotoxizitit

in vivo
3.1.1 CRH-Uberexpression verkiirzt die Dauer Kainat-induzierter Epilepsie

Zur Untersuchung der neuroprotektiven Eigenschaften von CRH in vivo, wurde das Modell
des akuten exzitotoxischen Stresses verwendet. Exzitotoxischer Stress wurde in CRH-
hom

iiberexprimierenden Méusen (CRH-COE
(CRH-COE"-NES) durch Injektion von Kainat, einem zyklischen Analogon des

-NES) und altersentsprechenden Kontrollmiusen

exzitotoxischen Neurotransmitters Glutamat, induziert. Exzitotoxizitdt ist ein Hauptmerkmal
der Epilepsie, die interessanterweise bei AD-Patienten und Patienten mit psychischen
Erkrankungen zehn- bzw. fiinfmal hiufiger auftritt als bei einer Referenzpopulation (zur
Ubersicht: Menendez, 2005; Kanner, 2007). Da bei beiden Patientengruppen auch eine
Stérung des CRH-Systems zu beobachten ist, sollte der Effekt einer CRH-Uberexpression im
Hinblick auf eine verbesserte Neuroprotektion betrachtet werden.

Kainat induziert dosisabhingig epileptische Anfille, die der Ammonshornsklerose,
einer besonders hdufigen Form der Schlidfenlappenepilepsie beim Menschen, dhneln. Die
epileptischen Anfille entwickeln sich in einem bestimmten Muster und lassen sich daher in
verschiedene Schweregrade einteilen (s. Kapitel 2.2.5, Racine, 1972). Die Stirke und die
Dauer der epileptischen Anfille wurden nach der intraperitonealen Kainat-Injektion (35
mg/kg) kontinuierlich liber 6 h dokumentiert (Abb. 3.1). Die CRH-iiberexprimierenden
Miuse (CRH-COE™™-NES) und die Kontrollmiuse (CRH-COE‘-NES) zeigten 20-30 min
nach Kainat-Injektion epileptische Anfille. Die Mausstdmme unterschieden sich nicht in der
maximalen Stirke der Anfille (Abb. 3.1 A), jedoch traten zwischen den Kainat-injizierten
CRH-COE™™-NES- und CRH-COE“"-NES-Miusen signifikante Unterschiede im zeitlichen
Verlauf der Epilepsie auf (Abb. 3.1 B). CRH-COE™™-NES-Miuse entwickelten bereits nach
20 min signifikant stirkere epileptische Anfille als CRH-COE®"-NES-Méuse; zwei der neun
CRH-COE™™-NES-Miuse starben daran innerhalb von 30 min nach der Injektion. Bereits
nach 120 min hatten sich die CRH-COE™™-NES-Miuse aber wieder von den epileptischen
Anfillen erholt. Dahingegen zeigten CRH-COE“-NES-Miuse erst nach 30-40 min starke
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Anfille. Jedoch traten diese noch vier Stunden nach Injektion auf und duBerten sich bei
einigen Tieren auch nach 24 h in spontanen Zuckungen und Krimpfen. Kontrolltiere beider
Mausstimme, die mit 0,9% NaCl-Losung injiziert wurden, wiesen keine

Verhaltensinderungen auf.
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Abb. 3.1 Maximale Stirkegrade und zeitlicher Verlauf der epileptischen Anfille nach Kainat-Injektion

Die Stirke der epileptischen Anféille nach intraperitonealer Kainat-Injektion (35 mg/kg) in CRH-
iiberexprimierenden CRH-COE™™-NES-Miusen und in CRH-COE®"-NES-Kontrollméusen wurde nach Racine
(1972) dokumentiert. Hohe Werte entsprechen starken epileptischen Anfillen, wie in Kapitel 2.2.5 beschrieben.
A, Mittelwert der maximalen Stdrken der epileptischen Anfélle + Standardabweichung sind angegeben. B,
Zeitverlauf der Stirke der epileptischen Anfille tiber 120 min nach Kainat-Injektion; Mittelwerte der
Starkegrade 20, 30, 40, 60, 80, 100 und 120 min nach Kainat-Injektion &+ Standardabweichung sind angegeben (*
P < 0,05, Students t-Test, n = 6-9). Abb. nach Hanstein et al., 2008a

Diese Ergebnisse zeigen, dass eine CRH-Uberexpression zwar nicht vor Kainat-induzierter

Exzitotoxizitét schiitzen kann, aber die Dauer der epileptischen Anfélle verkiirzt.

3.1.2 CRH-Uberexpression schiitzt hippocampale Neurone vor Exzitotoxizitit

CRH-Uberexpression schiitzt vor neuronaler Schiidigung im Hippocampus

Die Kainat-Injektion 16st lang anhaltenden exzitotoxischen Stress aus, wodurch neuronale
Schadigung, Apoptose und Nekrose sowie eine Aktivierung von Gliazellen im Hippocampus
induziert werden. Speziell die pyramidalen Neuronen der hippocampalen CA3-Region sind
sehr vulnerabel gegeniiber Kainat-induzierter Exzitotoxizitdt (Nadler et al., 1978; Ben-Ari,
1985). Deshalb wurde der neuronale Schaden 24 h nach Kainat-Injektion in Gehirnschnitten
durch den Hippocampus der CRH-COE"™™-NES- und CRH-COE“"-NES-Miuse mittels
DAPI- und Nissl-Farbung untersucht (Abb. 3.2). Durch die DAPI-Firbung erscheinen
geschidigte Zellen stark fluoreszierend (Ryu et al., 2003), wéhrend in der Nissl-Farbung
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geschidigte Neuronen dunkel gefédrbt sind und auch der Verlust von Neuronen im Gewebe

sichtbar wird (Liu et al., 1999).
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Abb. 3.2. Neuronaler Zelltod in der CA3-Region der Hippocampi von CRH-COE"™-NES- und CRH-
COE"-NES-Miusen 24 h nach Kainat-Injektion

A, Représentative DAPI- und Nissl-Farbungen von Hippocampus-Gewebeschnitten der NaCl- oder Kainat-
injizierten CRH-COE™™-NES- und CRH-COE‘"-NES-Miuse zur Untersuchung der neuronalen Schidigung.
Nach DAPI-Féarbung konnen geschédigte Zellen durch eine sehr starke Fluoreszenz der kondensierten Nuclei
identifiziert werden. Bei der Nissl-Farbung sind betroffene Hirnareale durch dunkel gefarbte Neuronen oder
Gewebelédsionen charakterisiert. Pfeile zeigen auf geschidigte Neurone in der hippocampalen CA3-Region. B,
Quantifizierung der Gewebeschddigung nach DAPI- und Nissl-Farbung in fiinf unabhingigen
Hippocampusschnitten jedes Tieres. Graph links — Anteil der geschidigten Zellen mit kondensierten, hell
fluoreszierenden Nuclei in Bezug zur Gesamtzellzahl. Graph rechts — Bewertung der Nissl-gefarbten Schnitte
nach folgender Skala: 0, keine Schédigung; 1, einzelne geschiddigte Neuronen in der CA3-Region; 2, neuronale
Schadigung der CA3-Region betrigt < 50% und 3, CA3-Region zeigt > 50% Neuronenschiadigung. Mittelwerte
+ Standardabweichung sind angegeben (*P < 0,05, **P < 0,01, Students t-Test, Kontrollmiuse n = 4, Kainat-
injizierte Méuse n = 6-7). Abb. nach Hanstein et al., 2008a

In Gehirnschnitten der sieben iiberlebenden Kainat-injizierten CRH-COE™™-NES-Méuse war
der neuronale Zelltod gering (Abb. 3.2 A, B), obwohl nach Kainat-Injektion sowohl CRH-
iiberexprimierende CRH-COE™™-NES-Miuse wie auch die CRH-COE®“"-NES-Miuse
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schwere epileptische Anfille entwickelt hatten (Abb. 3.1 A, B). Dahingegen wiesen Nissl-
und DAPI-gefirbte Gehirnschnitte von vier der sechs Kainat-injizierten CRH-COE“*"-NES-
Maiuse schwerwiegende Schidigungen der pyramidalen Neuronen in der Hippocampus CA3-
Region auf, zwei Maduse hatten geringere Schidigungen (Abb. 3.2 A, B). Tiere mit
betrachtlicher Schadigung der CA3-Region zeigten zudem Neurone mit pyknotischen Nuclei
in der Hippocampus CAl-Region und im Stratum granulare des Gyrus dentatus (Abb. 3.3).
Kontrolltiere, die mit 0,9% NaCl-Losung injiziert wurden, wiesen keinen Zelltod im

Hippocampus auf.

NacCl Kainat

CRH-COE®°"-NES CRH-COEr°m-NES CRH-COE®°"-NES CRH-COEM™-NES

Abb. 3.3 Neuronaler Zelltod in der CAl1-Region und im Gyrus dentatus der Hippocampi von CRH-
COE"™™-NES- und CRH-COE‘*"-NES-M:iusen 24 h nach Kainat-Injektion

Représentative DAPI- und Nissl-Farbungen von hippocampalen Gewebeschnitten der NaCl- oder Kainat-
injizierten CRH-COE™™-NES- und CRH-COE‘"-NES-Miuse zur Untersuchung der neuronalen Schidigung.
Geschidigte Zellen kdnnen nach DAPI-Féarbung durch eine sehr starke Fluoreszenz der kondensierten Nuclei
identifiziert werden. Bei der Nissl-Farbung sind dunkel gefiarbte Neurone oder Gewebeldsionen Charakteristika
der betroffenen Hirnareale. Pfeile zeigen auf geschiddigte pyramidale Neurone und Lasionen in der CA1-Region
(1. & 2. Reihe) oder auf geschéddigte Neuronen im Stratum granulare des Gyrus dentatus (3. & 4. Reihe),
Kontrollméiuse n = 4, Kainat-injizierte Méause n = 6-7 jeweils pro Genotyp. Abb. nach Hanstein et al., 2008a
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CRH-Uberexpression schiitzt vor Neuroinflammation im Hippocampus

Die geschadigten Hippocampusregionen wiesen auch Merkmale von Neuroinflammation auf
wie die Aktivierung und Proliferation GFAP-positiver Astrozyten und Tomatolectin-positiver
Mikroglia. Aktivierte Astrozyten und Mikroglia migrierten speziell in die Hippocampus CA3-
Region und akkumulierten dort um geschidigte pyramidale Neuronen (Abb. 3.4).

NaCl Kainat

CRH-COE®"-NES CRH-COEM™-NES CRH-COE®"-NES CRH-COE"™™-NES

DAPI

GFAP

Tomato-
lectin

Merge

Abb. 3.4 Analyse der Neuroinflammation in Hippocampi von CRH-COE"-NES- und CRH-COE"™-NES-
M iusen 24 h nach Kainat-Injektion

Hippocampus-Gewebeschnitte wurden dreifach mit DAPI (blau) fiir die Zellkerne, mit GFAP (rot) fiir aktivierte
Astrozyten und mit FITC-gekoppeltem Tomatolectin (griin) fiir aktivierte Mikroglia gefarbt. Geschadigte Zellen
zeigen nach DAPI-Firbung eine sehr starke Fluoreszenz der kondensierten Nuclei. Die Ubereinanderlagerung
der Féarbungen (= Merge) zeigt eine verstirkte Migration der aktivierten Gliazellen in die geschidigte
hippocampale CA3-Region der Kainat-injizierten CRH-COE®"-NES-Méuse. Zudem akkumulierten aktivierte
Gliazellen um geschéddigte pyramidale Neuronen. Aktivierte Astrozyten sind durch Pfeile markiert, Pfeilkopfe
weisen auf aktivierte Mikroglia hin. Bei Kainat-injizierten CRH-COE"™-NES-Mésusen und NaCl-injizierten
Kontrollméusen gibt es keine Anzeichen einer Neuroinflammation. Abb. nach Hanstein et al., 2008a

In den Hippocampusschnitten der Kainat-injizierten CRH-iiberexprimierenden Méuse (CRH-
COEhom-NES) zeigten sich nur geringe neuronale Schadigungen (Abb.3.2, 3.3), auch gab es

keine Anzeichen von Neuroinflammation im Hippocampus (Abb. 3.4).
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3. Ergebnisse

Diese Ergebnisse bestitigen, dass CRH hippocampale Neuronen gegeniiber Kainat-
induzierter Exzitotoxizitdt in vivo schiitzt. Kontrollméiuse, die mit 0,9%-iger NaCl-Losung
injiziert worden waren, zeigten keine neuronalen Schiddigungen und Neuroinflammation im

Hippocampus.

3.1.3 Hochregulation der BDNF-Proteinexpression nach exzitotoxischem Stress

Kainat-induzierter exzitotoxischer Stress 10st eine Hochregulation des BDNF-Proteins im
Hippocampus aus, die mit der Schwere der Schidigung korreliert und 24 h nach Injektion am
hochsten ist (Rudge et al., 1998; Sathanoori et al., 2004; Dong et al., 2006). In vielen Studien
konnte bereits gezeigt werden, dass BDNF in verschiedenen Neurotoxizitdtsmodellen in vivo
und in vitro entscheidend fiir die Neuroprotektion ist (Dugich-Djordjevic et al., 1992;
Khaspekov et al., 2004). Deshalb wurde die BDNF-Expression in Gehirnschnitten der Kainat-
injizierten ~ CRH-COE®™-NES- und  CRH-COE™™-NES-Miuse untersucht.  In
Hippocampusregionen der CRH-COE“"-NES-Mduse mit starker neuronaler Schiadigung trat
eine sehr hohe BDNF-Expression im betroffenen Areal auf. Die Intensitdt der BDNF-Fiarbung
korrelierte mit dem Schéadigungsgrad und war in der CA3-Region am stérksten (Abb. 3.5).

NaCl Kainat
CRH-COE"™-NES

CRH-COE®"-NES CRH-COE"™-NES CRH-COE""-NES

DAPI

BDNF

Abb. 3.5 Vergleich der BDNF-Expression in CRH-COE*"-NES- und CRH-COE"™-NES-M:iusen nach
exzitotoxischem Stress

obere Bildreihe — Représentative DAPI-Farbungen von Hippocampus-Gewebeschnitten der NaCl- oder Kainat-
injizierten CRH-COE™™-NES- und CRH-COE®"-NES-Miuse. Mittels DAPI-Firbung konnen geschidigte
Zellen durch eine sehr starke Fluoreszenz der kondensierten Nuclei identifiziert werden.

untere Bildreihe — Reprasentative BDNF-Farbungen der Hippocampusschnitte. Der Pfeil deutet auf eine starke
BDNF-Firbung in der geschédigten hippocampalen CA3-Region von CRH-COE™"-NES-Miusen hin.

Abb. nach Hanstein et al., 2008a
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3. Ergebnisse

Die BDNF-Expression im Hippocampus der Kainat-injizierten CRH-COE™™-NES-Miuse
war jedoch gegeniiber den NaCl-injizierten CRH-COE™™-NES-Miusen kaum erhoht, da hier
nur geringfligige neuronale Schiadigungen auftraten (Abb. 3.5).

3.1.4 CRH-Uberexpression induziert eine erh6hte BDNF-Proteinexpression

Interessanterweise konnte in den Hippocampusschnitten der NaCl-injizierten CRH-
iiberexprimierenden Mause (CRH-COE™™-NES) eine hohere basale BDNF-Expression im
Hippocampus detektiert werden als in Médusen mit endogenem CRH-Spiegel (CRH-COE"-
NES; Abb. 3.5). Diese Steigerung der BDNF-Proteinexpression in CRH-liberexprimierenden
Maiusen konnte auch durch eine Western Blot-Analyse von Gesamtproteinlysaten aus den
Hippocampi von unbehandelten CRH-COE®-NES- und CRH-COE™™-NES-Miusen
nachgewiesen werden (Abb. 3.6). Diese Ergebnisse bestdtigen in vitro Studien, die eine
gesteigerte BDNF-Expression nach CRH-Behandlung fanden (Bayatti et al., 2005), zeigen
aber auch erstmals BDNF als CRH-Zielgen in vivo. Da BDNF bereits als neuroprotektiver
Faktor beschrieben wurde, deuten diese Ergebnisse darauthin, dass BDNF fiir die CRH-
vermittelte Neuroprotektion relevant ist und somit die pyramidalen Neurone im Hippocampus

vor Kainat-induziertem exzitotoxischem Stress schiitzt.

160 -
CRH-COE*".NES CRH-COEM™-NES 140 -
proBDNF | - | 120 -

reifes BONF |l s o o
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Abb. 3.6 Effekte der CRH-Uberexpression auf die endogene BDNF-Expression im Hippocampus

BDNF-Spiegel in Proteinlysaten aus Hippocampi von unbehandelten CRH-COE®"-NES- und CRH-COE"™-
NES-Méusen wurden iiber Western Blots analysiert. Gezeigt ist ein reprasentativer Blot von zwei Tieren jedes
Genotyps. Die Quantifizierung von reifem BDNF erfolgte iiber eine densitometrische Analyse der Western
Blots. Mittelwerte = Standardabweichung sind angegeben. (*P < 0,05, Students t-Test, n = 7). Abb. nach
Hanstein et al., 2008a
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3. Ergebnisse

3.1.5 BDNF als Mediator der Neuroprotektion

Zur weiteren Untersuchung der BDNF-vermittelten Neuroprotektion, wurde der Effekt von
BDNF gegeniiber dem oxidativen Stressor H,O, in organotypischen hippocampalen
Schnittkulturen von neugeborenen BDNF-defizienten Mausen analysiert. Hierzu wurden
hippocampale organotypische Schnittkulturen aus homozygoten BDNF(-/-)-defizienten
Maiusen, heterozygoten BDNF(+/-)-Médusen, die 50% der endogenen BDNF-Menge
exprimieren, und aus wildtypischen Kontrolltieren hergestellt. Eine 24-stiindige Inkubation
mit H,O, (500 uM) induzierte in den Hippocampusschnitten der Méuse iiberraschenderweise

vergleichbare neuronale Schiden (Abb. 3.7).
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Abb. 3.7 Analyse der BDNF-vermittelten Neuroprotektion gegeniiber dem oxidativen Stressor H,O,

Zur Bestimmung des neuronalen Schadens wurde die PI-Fluoreszenz iiber die Fliche der hippocampalen
Schnitte gemessen. Die Fldache der Schnitte konnte durch Analyse der Phasenkontrastbilder genau bestimmt
werden. Der PI-Fluoreszenzmittelwert der Kontrollkulturen entsprach 100% Zelliiberleben; die PI-
Fluoreszenwerte der H,O,-behandelten Schnitte wurden dazu in Bezug gesetzt und das Zelliiberleben ermittelt.
Pro Kulturschale wurden vier bis sechs hippocampale Schnitte untersucht und alle Behandlungen erfolgten in
doppelten Ansétzen. Vier unabhéngige Experimente wurden durchgefiihrt.

Obwohl schon gezeigt wurde, dass Neuroprotektion in hippocampalen Schnitten gegeniiber
Glutamat-induzierter Exzitotoxizitdt durch BDNF vermittelt werden kann (Kaur et al., 2007),
zeigten in dieser Studie die Hippocampusschnitte mit endogener BDNF-Expression
gegeniiber den Hippocampi mit verringertem BDNF-Spiegel kein hoheres Zelliiberleben. In
diesem komplexen Zellsystem scheint daher die fehlende Neuroprotektion von BDNF
gegeniiber oxidativem Stress in den BDNF-defizienten Mausen durch weitere neuroprotektive

Faktoren — moglicherweise durch das Antioxidans Glutathion — kompensiert zu werden.
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3.2 Identifizierung von Connexin43 (Cx43) als weiteres CRH-Zielgen

Im Folgenden wurden Gap Junction-Proteine, die Connexine, als potentielle Zielgene des
CRH untersucht. Connexine bilden an der Plasmamembran interzelluldre Kanéle, sogenannte
Gap Junctions, die den Transport von kleinen (< 1 kDa) intrazelluldren Signalen, Néhrstoffen
und Metaboliten zwischen benachbarten Zellen zur Aufrechterhaltung der Homdostase und
zur Vermittlung von Zelliiberleben bzw. Apoptose erlauben (Azarnia et al., 1988; Simon und
Goodenough, 1998; Willecke et al., 2002; Saez et al., 2003). In dieser Arbeit konnte das Gap
Junction-Protein Connexin43 (Cx43) als weiteres CRH-Zielgen identifiziert werden. Im
Sdugetier-Gehirn ist Cx43 nur in Astrozyten exprimiert (Dermietzel, 1998) und hat in

Abhingigkeit vom Zelltyp eine sehr kurze Halbwertszeit von 1,5 bis 5 h (Laird et al., 1991).

3.2.1 CRH induziert eine gesteigerte Expression von Cx43

Zur Untersuchung von Cx43 als potentielles Zielgen von CRH wurden humane IMR32-
Neuroblastomzellen verwendet, da sie im Vergleich zu Astrozyten Cx43 nur moderat
exprimieren und sie somit die Analyse einer CRH-induzierten Erhohung oder Verminderung
der Cx43-Expression und die Untersuchung der Gap Junction-Assemblierung zu Gap
Junction-Plaques zulassen. Um CRH-Rezeptor-vermittelte Effekte in IMR32-Zellen
untersuchen zu konnen, wurde zunéchst die Expression der CRH-Rezeptoren 1 und 2 (CRH-

R1, CRH-R2) in den IMR32-Zellen iiber RT-PCR verifiziert (Abb. 3.8).
IMR32 MOCK

CRH-R1

CRH-R2

Abb. 3.8 Verifizierung der CRH-Rezeptor 1 und 2 (CRH-R1, CRH-R2) Genexpression in humanen
IMR32-Neuroblastomzellen iiber RT-PCR Abb. nach Hanstein et al., 2008b

Da IMR32-Zellen sowohl den CRH-R1 wie auch den CRH-R2 exprimieren, war eine Analyse
der CRH-Effekte auf die Cx43-Expression moglich.
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3. Ergebnisse

Mittels quantitativer RT-PCR (Real Time-PCR) konnte gezeigt werden, dass die Behandlung
von IMR32-Zellen mit CRH (100 nM und 10 nM) fiir 4 h zu einer signifikanten Zunahme der
Cx43-Genexpression im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle fithrte (Abb. 3.9 A). Zudem
korrelierte diese Steigerung der Cx43 mRNA mit einer signifikanten Erhohung des Cx43-
Proteins von 30% bzw. 20% (Abb. 3.9 B).
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Abb. 3.9 CRH induziert eine Erhéhung der Cx43-Genexpression und des Cx43-Proteinspiegels in IMR32-
Zellen

A, Cx43 mRNA-Spiegel sind nach einer CRH-Behandlung (100 nM, 10 nM) fiir 4 h im Vergleich zur Kontrolle
signifikant erhoht. Die Cx43-Genexpression wurde mittels quantitativer RT-PCR (Real Time-PCR) untersucht.
Statistisch signifikante Unterschiede sind angegeben: ***P < 0,005, *P < 0,05 berechnet mittels One Way
ANOVA und dem post hoc Tukey-Test (n = 3); B & C, Western Blot-Analyse und Quantifizierung der Cx43
Proteinexpression in IMR32-Zellen nach Behandlung mit CRH oder Urocortin (Ucn; jeweils 100 nM und 10
nM) fiir 4 h; Aktin diente als interne Ladekontrolle. Unterschiedlich phosphorylierte Cx43-Formen (PO = 42
kDa, P1 = 44 kDa, P2 = 46 kDa) sind mit Pfeilen markiert. Statistisch signifikante Unterschiede zwischen
behandelten und unbehandelten Zellen sind angegeben: ***P < 0,005; **P < 0,01 berechnet mittels Kruskal-
Wallis ANOVA on Ranks und dem post hoc Dunn's-Test (n = 4-6 flir jede Behandlung). Abb. nach Hanstein et
al., 2008b

Cx43 kann an Serin- und Tyrosinresten im C-Terminus mehrfach phosphoryliert werden und
zeigt deshalb 1m Western Blot von IMR32-Zelllysaten drei Banden mit den
Molekulargewichten von 42 (nicht-phosphorylierte Form), 44 und 46 kDa (phosphorylierte
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Formen), die auch als PO-, P1- und P2-Form bezeichnet werden (Crow et al., 1990; Musil et
al., 1990). Die CRH-Behandlung (100 nM, 10 nM) fiir 4 h induzierte eine signifikante
Zunahme aller drei Cx43-Formen (Abb. 3.9 B). Eine vierstiindige Behandlung der IMR32-
Zellen mit Urocortin (Ucn; 100 nM, 10 nM), einem weiteren endogenen CRH-
Rezeptorliganden (Vaughan et al., 1995), induzierte auch eine 20%-ige Erhdhung des Cx43-
Proteinspiegels (Abb. 3.9 C), wobei, wie fiir CRH gezeigt, eine signifikante Zunahme aller
drei Cx43-Formen auftrat (Abb. 3.9 C). Da fiir die CRH- und Urocortin-Konzentrationen von
100 nM und 10 nM schon eine neuroprotektive Wirkung gegeniiber oxidativem Stress gezeigt
werden konnte (Lezoualc'h et al, 2000), wurden CRH und Urocortin auch in diesen

Konzentrationen verwendet.

3.2.2 CRH induziert den Aufbau von Cx43-Gap Junction-Plaques

Die Zunahme der am stérksten phosphorylierten Cx43-Form (P2-Form), die wichtig fiir die
Gap Junction-Assemblierung ist (Cooper und Lampe, 2002) und nur in Gap Junction-Plaques
nachgewiesen werden konnte (Musil und Goodenough, 1991), deutet auf eine Zunahme der
Cx43-Lokalisation und Gap Junction-Kanalbildung in der Plasmamembran hin. An Zell-Zell-
Kontakten lagern sich die Kanéle oft zu sogenannten Gap Junction-Plaques zusammen, die im
Mikroskop nach Fluoreszenz-Immunfirbung als helle Punkte oder lingere Linien an der
Plasmamembran sichtbar sind (Paul, 1986). Um zu analysieren, ob der Transport von Cx43 an
die Zell-Zell-Kontaktstellen und die Bildung der Gap Junction-Plaques durch eine
Behandlung mit CRH beeinflusst wird, wurden immunhistochemische Farbungen der IMR32-
Zellen mit einem anti-Cx43-Antikorper durchgefiihrt (Abb. 3.10 A, B, E). Die Anzahl der
Zellnachbarn, die iiber Gap Junction-Plaques miteinander verbunden waren, wurde bei einer
Zugabe von CRH 100 nM um 25% und bei einer Zugabe von CRH 10 nM um 20% gesteigert.
(Abb. 3.10 A-C). Auch die Anzahl der Gap Junction-Plaques pro Zelle konnte durch CRH
erhoht werden (Abb. 3.10 A, B, D). Zusitzlich wurde auch die Linge der Gap Junction-
Plaques gemessen; die CRH-Behandlung fiihrte zu einer signifikanten Zunahme der Plaques
mit einer Lange liber 1 um (“libergroBer Plaque”, nach Qin et al, 2003; Abb. 3.10 E).
Gegeniiber den Kontrollzellen mit gepunkteter Fiarbung der Cx43-Gap Junction-Plaques
zeigen CRH-behandelte Zellen deutlich groBere und lingere Cx43-Gap Junction-Plaques an
den Zell-Zell-Kontaktstellen. Diese Daten zeigen, dass CRH zu einer Zunahme der Cx43-

Lokalisation und einer verstirkten Gap Junction-Kanalbildung in der Plasmamembran fiihrt.
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Abb. 3.10 CRH induziert die Bildung von Cx43-Gap Junction-Plaques (GJ) an Zell-Zell-Kontakten

A & B, IMR32-Zellen wurden fiir 4 h mit CRH (100 nM oder 10 nM) stimuliert. Mittels Immunhistochemie
wurde das Cx43-Protein markiert (rot) und die Zellkerne mit DAPI (blau) gefarbt. Vergroferung: 20x (4) und
40x (B) vor Wiedergabe. A-C, Die Anzahl der Zellen, die iiber Gap Junction-Plaques (GJ) mit ihren
benachbarten Zellen verbunden sind, wurden gezdhlt und zur Anzahl aller Zell-Zell-Kontakte in Bezug gesetzt.
A, B & D, Die Anzahl der Gap Junction-Plaques (GJ) pro Zelle wurde auch durch die CRH-Behandlung erhdht.
E, CRH fiihrt zur Zunahme der GréBe der Gap Junction-Plaques; Plaques mit einer Linge > 1 um “libergrofle
Plaques” nach Qin et al., 2003 wurden gezihlt und zur Gesamtzahl der Plaques in Bezug gesetzt (Plaques > 1
um sind mit weilen Pfeilen markiert, Pfeilspitzen zeigen auf Plaques < 1 pm). VergroBerung: 60x vor
Wiedergabe; Balken = 10 um. Jede Behandlung wurde in Doppelansétzen durchgefiihrt. 10 Bereiche jeder
Kulturschale wurden zuféllig ausgewéhlt und Cx43-positive Plaques gezdhlt und mit Hilfe der Meta Vue
Software vermessen. Mittelwert £ SEM sind angegeben, ***P < 0,001, *P < 0,05 berechnet {iber One Way
ANOVA mit dem post hoc Tukey-Test (n = 5). Abb. nach Hanstein et al., 2008b
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3.2.3 CRH und Urocortin steigern die interzellulire Kommunikation iiber Gap

Junctions

Zur Untersuchung der CRH-Effekte auf die interzelluldre Kommunikation iiber Gap Junctions
wurde der Transport des Farbstoffs Lucifer Yellow (LY) iiber Gap Junctions in LY-Scrape
Loading- und LY-Mikroinjektionsexperimenten analysiert. Der Fluoreszenzfarbstoff LY ist
nicht membrangidngig und kann sich daher ausschlielich iiber Gap Junctions in die
benachbarten Zellen ausbreiten, wodurch die Geschwindigkeit bzw. das Ausmal} der
Diffusion von LY zwischen benachbarten Zellen den funktionellen Zustand der Zell-Zell-
Kommunikation via Gap Junctions charakterisiert. Somit wurde iiberpriift, ob CRH neben der
Hochregulation der Cx43-Gap Junction-Plaques auch eine Steigerung des interzelluldren
Transports in IMR32-Zellen bewirkt. Mit beiden Methoden konnte eine Zunahme des LY-
Transfers zwischen IMR32-Zellen iiber Gap Junctions nach Behandlung mit CRH (100 nM
und 10 nM) beobachtet werden (Abb. 3.11).

Die Scrape Loading-Experimente zeigten, dass der Farbstoff LY nach einer Inkubation
bei 37 °C fir 10 min von den Kontrollzellen in die Zellschichten 3 bis 4 vom initialen
Rasierklingenschnitt transportiert wurde, wéhrend die CRH-Behandlung zu einem LY-
Transport in die Zellschichten 5 bis 6 fiihrte (Abb. 3.11 A, B). Neben CRH konnte auch
Urocortin (100 nM und 10 nM) den interzelluldren Transfer von LY iiber Gap Junctions in
Scrape Loading-Experimenten signifikant steigern (Abb. 3.11 C). Eine 15-miniitige
Inkubation mit dem spezifischen Gap Junction-Hemmstoff Carbenoxolon (Cbx, 20 puM)
inhibierte den LY-Transfer zwischen IMR32-Zellen auch nach vorheriger Behandlung mit
CRH oder Urocortin vollstindig (Abb. 3.11 A-C).

Auch die Mikroinjektionsstudien zeigten, dass die CRH-Behandlung (100 nM oder 10
nM) zu einem signifikant erh6hten Transport von LY in die umliegenden Zellen fiithrte (Abb.
3.11 D, E). Die gleichzeitige Injekion des Farbstoffs Rhodamin-Dextran mit LY diente als
Kontrolle fiir die Injektion in eine einzelne Zelle. Rhodamin-Dextran ist ein Farbstoff, der
nicht liber Gap Junctions transportiert werden kann, und dient als Marker fiir die injizierte
Zelle.

Die Scrape Loading- und Mikroinjektionsexperimente zeigen somit, dass CRH und
Urocortin neben der Hochregulation der Cx43-Gap Junction Plaque-Assemblierung auch den
interzelluldren Transport und somit die Funktionalitit der Gap Junctions zwischen IMR32-

Zellen steigern.
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Abb. 3.11 Forderung der interzelluliren Gap Junction-Kommunikation durch CRH und Urocortin

A, linke Spalte: CRH steigert den Lucifer Yellow-Transfer zwischen IMR32-Zellen in Scrape Loading-
Experimenten; reprédsentative Fluoreszenzbilder des Lucifer Yellow (LY)-Transfers zwischen IMR32-Zellen
nach Behandlung mit CRH (100 nM oder 10 nM) fiir 4 h. Vergroflerung: 10x vor Wiedergabe; rechte Spalte:
Behandlung der Zellen mit 20 uM Carbenoxolon (Cbx) iiber 15 min blockiert den interzelluldren Transfer von
LY. B, Quantifizierung des LY-Transfers; die Anzahl der LY-markierten Zellen vom initialen
Rasierklingenschnitt wurde gezahlt, wobei die erste angeschnittene Zelle ,,1* zéhlte. C, Quantifizierung des LY-
Transfers nach Behandlung der Zellen mit Urocortin (100 nM oder 10 nM) alleine fiir 4 h oder zusétzlich fiir 15
min mit Cbx (20 uM). Jede Behandlung erfolgte in Doppelansétzen und zehn Felder pro Kulturschale wurden
photographiert (10x Vergroflerung). Fiinf bis sechs unabhingige Experimente wurden untersucht und die Daten
sind als Mittelwerte + SEM angegeben. Statistisch signifikante Unterschiede (***P < 0,005) wurden mittels
Kruskal-Wallis ANOVA on Ranks mit dem post hoc Dunn’s-Test berechnet. D & E, Mikroinjektionsstudien
zeigten, dass die Behandlung der IMR32-Zellen mit CRH (100 nM oder 10 nM) fiir 4 h den Transport von LY
tiber Gap Junctions steigerte. D, Eine einzelne IMR32-Zelle in einer konfluenten Kultur wurde mit einem
Farbstoffgemisch aus LY und Rhodamin Dextran injiziert und 3 min nach Mikroinjektion photographiert
Vergroflerung: 20x. E, Quantitative Analyse der LY-transportierenden Zellen. Die Anzahl der Zellen, in die LY
von der injizierten Zelle aus in 3 min transportiert worden ist, wurde bestimmt. Sechs
Mikroinjektionsexperimente wurden durchgefiihrt, wobei jede Behandlung in Doppelansétzen erfolgte und zehn
Zellen pro Zellkulturschale injiziert wurden. Die Daten sind als Mittelwerte + SEM angegeben. Statistisch
signifikante Unterschiede (***P < 0,005) vs. Kontrolle wurden mittels One Way ANOVA mit dem post hoc
Tukey-Test berechnet. Abb. nach Hanstein et al., 2008b
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3.2.4 CRH induziert die Hochregulation der Cx43-Expression iiber den CRH-R1

Um zu analysieren, ob CRH seine Effekte auf die Cx43-Expression liber Aktivierung der
CRH-Rezeptoren vermittelt, wurden IMR32-Zellen mit CRH und einem CRH-Rezeptor-
Antagonisten, a-helical CRH 9-41 (100 nM) oder R121919 (100 nM), fiir 4 h co-inkubiert. a-
helical CRH 9-41 ist ein unspezifischer CRH-Rezeptor-Antagonist, bindet daher sowohl an
den CRH-R1 als auch an den CRH-R2, wohingegen R121919 ein spezifischer Antagonist des
CRH-R1 ist. Uber Western Blots konnte gezeigt werden, dass beide Antagonisten den Effekt
von CRH auf die Cx43-Proteinexpression vollstindig inhibierten (Abb. 3.12 A, B). Diese
Ergebnisse beweisen, dass CRH iiber Aktivierung des CRH-R1 die Stimulation der Cx43-

Expression bewirkt.

A ahCRH B R121919
Kontrolle GRH ohCRH CRH Kontrolle CRH R121919 CRH

Cx43 ---- o L R

Aktin T S — S— Aktin " S — —

140 - yeve 140 - e " *
5 —kekk ke ﬁ — —x
E 120 £ 120
) a
e o
O 400 L 490 -
5 J . 3 J
» ]
© e- - : : O 8o - .

Abb. 3.12 Die CRH-induzierte Hochregulation von Cx43 wird iiber den CRH-R1 vermittelt

Die Western Blots zeigen, dass die CRH-Rezeptor Antagonisten a-helical CRH 9-41 und R121919 die Effekte
von CRH auf die Cx43-Proteinspiegel in IMR32-Zellen inhibieren. Die Zellen wurden fiir 4 h mit CRH (100
nM) alleine oder in Kombination mit (4) dem unspezifischen CRH-Rezeptor-Antagonist a-helical CRH 9-41
(ahCRH, 100 nM) oder (B) dem spezifischen CRH-R1-Antagonist R121919 (100 nM) behandelt. Der Cx43-
Proteinspiegel in Bezug zur Kontrolle wurde mittels densitometrischer Analyse der Western Blots bestimmt. Die
Werte aus flinf unabhéngigen Experimenten sind als Mittelwerte = SEM angegeben. Statistisch signifikante
Unterschiede *P < 0,05, **P < 0,01, ***P < 0,005 wurden mittels Kruskal-Wallis ANOVA on Ranks und dem
post hoc Dunn’s-Test berechnet. Abb. nach Hanstein et al., 2008b

3.2.5 Einfluss von Proteinkinasen auf die CRH-induzierte Cx43-Expression

Viele CRH-Effekte werden iiber MAP-Kinase- und Protein Kinase A (PKA)-Signalwege
vermittelt (Graziani et al., 2008; Rossant et al., 1999; McEvoy et al., 2002; Bayatti et al.,

2003). Fiir diese Signalwege wurde wiederum gezeigt, dass sie die Expression von Cx43
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induzieren konnen und/oder die interzellulire Gap Junction-Kommunikation iiber
Phosphorylierung des Cx43 modulieren kdnnen (Kawasaki et al., 2002; Somekawa et al.,
2005). Daher sollte im Rahmen dieser Arbeit untersucht werden, ob PKA- und MAPK-
Signalwege auch an der CRH-induzierten Cx43-Regulation beteiligt sind.

Zunichst wurde ein Einfluss von CRH auf die Aktivierung der MAP-Kinasen ERK1/2
und die Aktivierung der PKA-Signalkaskade in IMR32-Zellen untersucht. Western Blot-
Analysen zeigten, dass eine CRH-Behandlung (100 nM) innerhalb von 5 min die
Phosphorylierung von ERK1/2 induzierte (Abb. 3.13 A). Die CRH-vermittelte Aktivierung
der PKA wurde indirekt iiber die PKA-abhédngige Phosphorylierung des Transkriptionsfaktors
CREB tiberpriift. Western Blots der IMR32-Zellen zeigten, dass CRH (100 nM) nach 15-20-
miniitiger Inkubation die PKA-induzierte Phosphorylierung und somit Aktivierung des
Transkriptionsfaktors CREB fordern konnte (Abb. 3.13 B). Uber den cAMP/PK A-abhéngigen
Signalweg hat CRH auch einen Einfluss auf die Expression von cFos (Abb. 3.13 B), einer
Untereinheit des Transkriptionfaktors Activator Protein 1 (AP-1) (Boutillier et al., 1991;
Autelitano und Cohen, 1996; Becquet et al., 2001). Nach Behandlung der IMR32-Zellen mit
100 nM CRH konnte ein Anstieg des cFos-Proteinniveaus gezeigt werden (Abb. 3.13 B). Da
in der Promotorregion des Cx43-Gens sowohl Bindungsstellen fiir CREB als auch fiir AP-1
existieren, ist ein CRH-vermittelter Effekt auf die Cx43-Expression iiber die PKA-abhédngige
Aktivierung von CREB und cFos denkbar (Bailey et al., 2002; Mitchell und Lye, 2005). Diese
Daten zeigen, dass der MAPK-Signalweg und der cAMP/PKA-Signalweg, der fiir die
Aktivierung der Transkriptionsfaktoren CREB und cFos sorgt, an der CRH-induzierten
Regulation der Cx43-Expression und Phosphorylierung beteiligt sein konnen.

Zur Bestitigung der MAP-Kinase- und PKA-Beteiligung an der CRH-induzierten
Zunahme und Phosphorylierung der Cx43-Expression wurden der MAP-Kinase Kinase
Inhibitor U0126 und der PKA-Inhibitor H89 verwendet. Eine 30-miniitige Vorbehandlung der
IMR32-Zellen mit U0126 und H89 (30 min) blockierte die CRH-vermittelte Hochregulation
der Cx43-Expression und die Cx43-Phosphorylierung (Abb. 3.13 C, D).

Aus diesen Daten ergibt sich, dass MAP-Kinase- und PKA-Signalkaskaden in die
CRH-induzierten Effekte auf die Expression und Phosphorylierung von Cx43-Protein

involviert sind.
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Abb. 3.13 Identifizierung der CRH-induzierten Signalwege zur Vermittlung der Cx43-Regulation

A & B, ldentifizierung von CRH-induzierten Signalwegen in IMR32 Zellen. IMR32-Zellen wurden mit CRH
(100 nM) fiir die angegebenen Zeitspannen behandelt. Zur Analyse von phosphoryliertem und totalem ERK1/2-
Protein (A), von phosphoryliertem und totalem CREB-Protein (B, Blot links) und der cFos-Expression (B, Blot
rechts) wurden Western Blots nach CRH-Behandlung durchgefiihrt. Aktin diente als interne Ladekontrolle. C &
D, Beteiligung der CRH-induzierten Aktivierung von PKA- und ERK1/2-Signalkaskaden an der Steigerung der
Cx43-Proteinexpression. Reprisentative Western Blots zeigen die Inhibition der CRH-vermittelten Steigerung
der Cx43-Expression durch H89 (10 uM, PKA-Inhibitor) oder U0126 (5 pM, MAPK-Inhibitor). Fiir die
Experimente mit U0126 wurde das U0126-Losungsmittel 0,1% DMSO auch zu der Kontrolle und den CRH-
behandelten Zellen zugegeben. Bestimmung der Cx43-Proteinspiegel erfolgte iiber densitometrische Analyse der
Immunoblots. Die Werte aus fiinf bis sechs unabhingigen Experimenten sind als Mittelwerte £ SEM angegeben.
Statistisch signifikante Unterschiede zwischen den unterschiedlich behandelten Gruppen *P < 0,05, **P < 0,01,
***P < 0,005 wurden tiber One Way ANOVA und dem post hoc Tukey-Test ermittelt. Abb. nach Hanstein et al.,

2008b
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3.2.6 Effekte von CRH auf Cx43 in Astrozyten und organotypischen
Schnittkulturen

Zur Bestimmung der physiologischen Relevanz der CRH-Effekte auf die Gap Junction-
Kommunikation, wurden die Experimente mit primidren Astrozyten aus Maédusen und
organotypischen hippocampalen Schnittkulturen aus Ratten durchgefiihrt. Im Saugetier-
Gehirn ist Cx43 das Hauptprotein der Gap Junctions in Astrozyten, es wird nicht von
Neuronen exprimiert (Dermietzel, 1998). In organotypischen hippocampalen Schnittkulturen
bleibt die anatomische Organisation von Neuronen, Astrozyten und Mikroglia erhalten, somit
werden zelluldre Interaktionen nicht beeintrachtigt (Stoppini et al., 1991; Skibo et al., 2000).

Zundchst wurde die Expression beider CRH-Rezeptoren in den primédren Maus-
Astrozyten und in den hippocampalen Schnittkulturen aus postnatalen sieben bis acht Tage
alten Ratten liber RT-PCR verifiziert (Abb. 3.14 A). CRH- oder Urocortin-Behandlung (100
nM, 4 h) konnten in den primdren Astrozyten den Proteinspiegel der Cx43 PO-, P1- und P2-
Form signifikant erhohen (Abb. 3.14 B). In den hippocampalen Schnittkulturen induzierte
CRH (100 nM und 10 nM, 4 h) hauptsdchlich eine Zunahme der Cx43 P1- und P2-Form
(Abb. 3.14 C).

3.2.7 Effekte von CRH auf die Cx43-Expression in vivo

Um die CRH-induzierte Zunahme der Cx43-Expression auch in vivo zu bestétigen, wurden
die Cx43-Proteinspiegel in Hippocampi der CRH-iiberexprimierenden CRH-COE™™-NES-
Miuse im Vergleich zu den Cx43-Proteinspiegeln in Kontrolltieren (CRH-COE“"-NES) {iber
Western Blot-Analyse bestimmt. Die Uberexpression von CRH in den CRH-COE™™-NES-
Maiusen fiihrte zu einer signifikanten Zunahme der Expression aller drei Cx43-Proteinformen
(Abb. 3.14 D).

Diese Ergebnisse zeigen, dass CRH auch in vivo einen Einfluss auf die Cx43-
Expression hat und dadurch zu einer Zunahme an Cx43-Protein im Hippocampus fiihrt. Ob
dieser CRH-Effekt auf Cx43 und die Gap Junction-Kommunikation einen Einfluss auf die

CRH-induzierte Neuroprotektion hat, soll im folgenden Abschnitt aufgezeigt werden.
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Abb. 3.14 CRH und Urocortin induzieren eine Zunahme von Cx43-Protein in priméiren Astrozyten, in
organotypischen hippocampalen Schnittkulturen und ir vivo

A, Verifizierung der CRH-R1- und CRH-R2-Genexpression in primidren Maus-Astrozyten und in
organotypischen hippocampalen Schnittkulturen (HP) aus Ratten iiber RT-PCR. B & C, Western Blots von
CRH- oder Urocortin-behandelten (100 nM, 10 nM, 4 h) priméren Astrozyten (B) oder von CRH-behandelten
(100 nM, 10 nM, 4 h) hippocampalen Schnittkulturen (C) zeigten im Vergleich zur Kontrolle eine signifikante
Erh6éhung von Cx43-Protein. Die Experimente mit Astrozyten wurden sechsmal unabhingig voneinander
durchgefiihrt; die Experimente mit hippocampalen Schnittkulturen wurden viermal unabhéngig voneinander
ausgefiihrt. Statistisch signifikante Unterschiede zwischen den CRH- oder Urocortin-behandelten und den
unbehandelten Zellen sind angegeben: *** P < 0,005; * P < 0,05 wurden iiber One Way ANOVA mit dem post
hoc Tukey-Test berechnet. D, Analyse der Cx43-Proteinspiegel in Proteinlysaten aus Hippocampi von CRH-
COE“"-NES- und CRH-COE"™-NES-Miusen iiber Western Blots. Gezeigt ist ein reprisentativer Blot von drei
Tieren jedes Genotyps. Darunter befindet sich die Quantifizierung von Cx43 iiber densitometrische Analyse der
Western Blots. Mittelwerte = Standardabweichung sind angegeben. (**P < 0,01, Students t-Test, n = 7). Abb.
nach Hanstein et al., 2008b
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3.3 Die CRH-induzierte Neuroprotektion iiber Regulation der Gap

Junctions

3.3.1 CRH induziert Neuroprotektion iiber das Gap Junction-Protein Cx43

Es konnte bereits gezeigt werden, dass CRH gegeniiber verschiedensten Toxinen
neuroprotektiv wirkt (Lezoualc'h et al., 2000; Elliott-Hunt et al., 2002; Bayatti et al., 2003).
Um die Beteiligung der interzelluliren Kommunikation iiber Gap Junctions an der CRH-
induzierten Neuroprotektion gegeniiber oxidativem Stress zu untersuchen, wurden
Zelliiberlebenstests (MTTs) durchgefiihrt (Abb. 3.15). Dazu wurden die Toxine H,O, und
Amyloid B Peptid (AP) verwendet. H,O, ist ein molekulares Oxidans, besitzt eine hohe
Membranpermeabilitidt (Halliwell, 1992) und 16st in der primér betroffenen Zelle und in
benachbarten Zellen oxidativen Stress aus. Das Amyloid B Protein (A), ein fiir die AD-
Pathogenese wichtiges toxisches Peptid, bildet neurotoxische AB-Aggregate und kann selbst
direkt tiber die vermehrte Bildung von H»O; in betroffenen Zellen zu oxidativem Stress
filhren (Behl et al., 1994). IMR32-Zellen wurden mit AP (20 uM) oder mit H,O, (100 uM)
fiir 24 h behandelt, was einen Zelltod von ungefihr 50% bzw. 30% zur Folge hatte (Abb. 3.15
A, B). Die gleichzeitige Behandlung von Toxin und CRH (100 nM) reduzierte den AB- und
H,0;-induzierten Zelltod der IMR32-Zellen. Dieser protektive Effekt des CRH wurde iiber
Co-Inkubation mit dem Gap Junction-Hemmstoff Carbenoxolon (Cbx, 20 uM) komplett
aufgehoben. Die 24-stiindige Inkubation der IMR32-Zellen mit Cbx (20 uM) alleine
beeintrachtigte das Zelliiberleben im Vergleich zur Kontrolle nicht (Abb. 3.15 A-C).
Dahingegen war eine 24-stiindige Behandlung der IMR32-Zellen mit Cbx-Konzentrationen >
20 uM toxisch (Abb. 3.15 C). Das maktive Derivat von Cbx, Glycyrrhizinsdure (GC, 20 uM,
24 h) hatte hingegen keinen Einfluss auf die neuroprotektiven Effekte von CRH gegeniiber
AB-induziertem Stress (Abb. 3.15 A).

Diese Ergebnisse verdeutlichen, dass die CRH-induzierte interzelluldre
Kommunikation iiber Gap Junctions fiir die Vermittlung der Neuroprotektion essentiell ist.
Aber auch die alleinige Blockade der Gap Junctions mittels Cbx in hohen Konzentrationen
iiber 24 h reichte schon aus, Neurotoxizitdt zu induzieren. Diese Beobachtung wird auch von
anderen Studien unterstiitzt, die eine erhohte Glutamat-Zytotoxizitit in Neuron-Astrozyten-

Co-Kulturen nach Blockade der Gap Junctions zeigen (Ozog et al., 2002).
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Abb. 3.15 Einfluss der CRH-induzierten Gap Junction-Kommunikation auf die Neuroprotektion in
IMR32-Zellen

Zelliiberlebens-Tests (MTTs) wurden in IMR32-Zellen durchgefiihrt, um die Beteiligung der Gap Junction-
Kommunikation an den neuroprotektiven Effekten des CRH zu analysieren. Die protektiven Effekte von 100 nM
CRH gegeniiber (4) Amyloid B Peptid (AB) 25-35 (20 uM)- oder (B) H,O, (100 uM)-induzierter Neurotoxizitit
wurden durch Co-Inkubation mit dem Gap Junction-Hemmstoff Cbx (20 uM) inhibiert, wiahrend das inaktive
Derivat von Cbx, Glycyrrhizinsdure (GC, 20 uM, 24 h), keinen Einfluss auf die neuroprotektiven Effekte von
CRH gegeniiber AP hatte (4). MTT-Tests wurden nach 24-stiindiger Behandlung der IMR32-Zellen mit CRH,
den Toxinen AP oder H,O,, Cbx und GC ausgefiihrt. Die Balkendiagramme représentieren das Zelliiberleben in
Bezug zur Kontrolle (K). Statistisch signifikante Unterschiede zwischen den unterschiedlich behandelten
Gruppen sind angegeben: *P < 0,05, **P < 0,01, ***P < 0,005 wurden iiber One Way ANOVA mit dem post
hoc Tukey-Test berechnet (n = 6). C, IMR32-Zellen wurden mit dem Gap Junction-Hemmstoff Cbx in den
angegebenen Konzentrationen fiir 24 h behandelt. Die Behandlung der IMR32-Zellen mit hoheren Cbx-
Konzentrationen (> 20 pM fiir 24 h) war toxisch. Das Balkendiagramm représentiert das Zelliiberleben der
behandelten Zellen in % zur Kontrolle. Drei unabhingige Experimente wurden durchgefiihrt. Abb. nach
Hanstein et al., 2008b

Cbx ist jedoch kein spezifischer Gap Junction-Hemmstoff und kann in hdheren
Konzentrationen Effekte auf weitere Membrankanéle besitzen (Perez Velazquez et al., 2003).
Es ist zurzeit aber der beste Inhibitor der Gap Junction-Kommunikation. Um trotzdem
Nebeneftekte des Cbx fiir die CRH-induzierte Neuroprotektion auszuschliefen, wurde die
Cx43-Expression mittels Cx43 siRNA reduziert. IMR32-Zellen wurden mit Cx43 siRNA oder
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nonsense (ns) siRNA transfiziert und die neuroprotektiven Eigenschaften von CRH gegeniiber
AP oder H,O, wurden mittels MTT-Tests analysiert. Die Transfektion mit Cx43 siRNA
regulierte die Cx43-Proteinspiegel um 50% nach 48 h herunter (Abb. 3.16 A). Zellen, die
aufgrund der Transfektion mit Cx43 siRNA eine reduzierte Cx43-Proteinkonzentration hatten,
waren gegeniiber der AB (20 uM)- oder H,O, (100 pM)-induzierten Toxizitdt vulnerabler als
Zellen, die mit ns siRNA transfiziert waren (Abb. 3.16 B). Diese Ergebnisse unterstreichen
die Relevanz von Cx43 fiir das Zelliiberleben. Interessanterweise induzierte die CRH-
Behandlung auch eine Hochregulation des Cx43, wenn die Zellen mit Cx43 siRNA
transfiziert waren; die Konzentration von Cx43 war in diesen Zellen jedoch geringer als in
CRH-behandelten, ns siRNA-transfizierten Zellen (Abb. 3.16 A). CRH induzierte daher auch
in Cx43 siRNA-transfizierten Zellen Neuroprotektion, auch wenn diese geringer ausfiel als in
den ns siRNA-transfizierten Zellen (Abb. 3.16 B). Die CRH-induzierte Hochregulation von

Cx43 korrelierte hier mit der CRH-induzierten Neuroprotektion.
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Abb. 3.16 Die CRH-induzierte Regulation von Cx43 und Neuroprotektion in IMR32-Zellen

IMR32-Zellen wurden mit ns siRNA oder Cx43 siRNA transfiziert und 48 h spéater mit CRH (100 nM) fiir
weitere 24 h behandelt. 4, Die Western Blot-Analyse zeigte eine reduzierte Cx43-Expression nach der
Transfektion mit Cx43 siRNA im Vergleich zur Transfektion mit ns siRNA; jedoch konnte CRH in beiden
Fillen die Cx43-Expression signifikant hochregulieren. Der Graph zeigt die densitometrische Analyse von drei
unabhédngigen Experimenten. Statistisch signifikante Unterschiede zwischen den unterschiedlich behandelten
Gruppen sind angegeben: *P < 0,05, ***P < 0,005 wurden tiber One Way ANOVA mit dem post hoc Tukey-
Test berechnet. B, MTT-Tests; Transfektion mit Cx43 siRNA reduzierte das Zelliiberleben von IMR32-Zellen
nach der Behandlung mit dem toxischen Amyloid  Peptid (AB, 20 uM, 24 h) im Vergleich zur Transfektion mit
ns siRNA. Die gleichzeitige Behandlung mit CRH forderte das Zelliiberleben von ns siRNA- und Cx43 siRNA-
transfizierten Zellen. Das Balkendiagramm représentiert das Zelliiberleben der behandelten Zellen in % zur
Kontrolle. Statistisch signifikante Unterschiede zwischen den unterschiedlich behandelten Gruppen sind
angegeben: *P < 0,05, ***P < 0,005 wurden iiber One Way ANOVA mit dem post hoc Tukey-Test berechnet.
Acht unabhingige Experimente wurden durchgefiihrt. Abb. nach Hanstein et al., 2008b
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3.3.2 Einfluss der Gap Junction-Kommunikation auf die CRH-induzierte

Neuroprotektion

Zur Untersuchung der CRH-vermittelten Neuroprotektion in organotypischen hippocampalen
Schnittkulturen wurde der oxidative Stressor H>O, verwendet. Die Behandlung der
hippocampalen Schnittkulturen mit H,O, (500 uM) fiir 24 h 16ste massiven Zelltod in den
pyramidalen Neuronen der Hippocampus CA1/CA3-Region und in den glutamatergen
Kornerzellen des Gyrus dentatus (DG) im Vergleich zu den Kontrollschnitten aus. Der
Zelltod konnte iiber Farbung mit Propidiumjodid, einem Marker fiir apoptotische und
nekrotische Zellen angezeigt werden (Abb. 3.17 A). Es ist anzumerken, dass die Neuronen am
stirksten von der Toxizitét betroffen waren, wihrend Gliazellen kaum Schidigung zeigten.

Ein neuroprotektiver Effekt von CRH (100 nM) gegeniiber H,0O,-induziertem
oxidativen Stress (Co-Inkubation, 24 h) konnte auch in organotypischen hippocampalen
Schnittkulturen bestdtigt werden (Abb. 3.17 A, B). Zur weiteren Analyse der
neuroprotektiven CRH-Effekte wurde der spezifische CRH-R1-Antagonist R121919 (R)
verwendet, der alleine keinen Einfluss auf das Zelliiberleben hatte. Jedoch inhibierte R121919
(Co-Inkubation fiir 24 h) den protektiven CRH-Effekt gegeniiber H,O, (Abb. 3.17 A, B). Die
CRH-induzierte Neuroprotektion in hippocampalen Schnittkulturen wurde iiber den CRH-R1
vermittelt, da eine Inhibition dieses Rezeptors mit dem Antagonisten R121919 die Protektion
reduzierte.

In einem weiteren Experiment mit organotypischen hippocampalen Schnittkulturen
wurde die Bedeutung der Gap Junction-Kommunikation fiir die CRH-vermittelte
Neuroprotektion untersucht. Die Inhibition der Gap Junction-Kommunikation in den
Hippocampusschnitten mittels Cbx (20 uM, 24 h) beeintrichtigte das Zelliiberleben nicht.
Jedoch reduzierte Cbx (20 uM, 24 h) bei Co-Inkubation mit CRH (100 nM) und H,0O, (500
uM) die CRH-vermittelte Neuroprotektion gegeniiber H,O;-induzierter Neurodegeneration
(Abb. 3.17 C). Eine 24-stiindige Behandlung der organotypischen Schnittkulturen mit Cbx in
Konzentrationen > 20 uM induzierte starke Toxizitdt. (Abb. 3.17 D). Diese Ergebnisse
zeigen, dass auch in organotypischen hippocampalen Schnitten die CRH-induzierte
interzellulire Kommunikation iiber Gap Junctions fiir die Vermittlung der Neuroprotektion
essentiell ist. Die Blockade der Gap Junctions mittels Cbx in hohen Konzentrationen > 20 uM
iber 24 h reichte aus, zunidchst den Zelltod in Neuronen (25 puM) und in hoheren

Konzentrationen in Gliazellen (100 bzw. 200 uM) zu induzieren.
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Abb. 3.17 Neuroprotektive Effekte von CRH in hippocampalen Schnittkulturen werden iiber den CRH-
R1 und iiber die Gap Junction-Kommunikation vermittelt

A, Reprisentative Bilder von organotypischen hippocampalen Schnitten, die den CRH-RI-vermittelten
neuroprotektiven Effekt von CRH (100 nM) gegeniiber dem H,O,-induzierten neuronalen Zelltod zeigen. (a)
Phasenkontrastbild eines Hippocampusschnittes mit der CA1- und CA3-Region und dem Gyrus dentatus (DG).
(b-h) Bilder von Pl-gefarbten hippocampalen Schnitten: unbehandelte Kontrolle (b), Schnitte 24-stiindig
behandelt mit CRH 100 nM (¢), R121919 100 nM (d), dem Toxin H,O, 500 uM (e) alleine oder in Kombination,
wie in der Graphik angegeben (f-h). B, Zur Bestimmung des neuronalen Schadens wurde die PI-Fluoreszenz
iiber die Flache der hippocampalen Schnitte gemessen, wie in Kapitel 2.2.1.4 beschrieben. Der Mittelwert der
PI-Fluoreszenz der Kontrollkulturen entsprach 100% Zelliiberleben; die PI-Fluoreszenwerte der Toxin-
behandelten Schnitte wurden dazu in Bezug gesetzt und das Zelliiberleben ermittelt. Sechs unabhangige
Experimente wurden durchgefiihrt. C, Analyse des neuronalen Zelliiberlebens in hippocampalen Schnittkulturen,
die mit H,O, 500 uM, CRH (100 nM) oder Cbx (20 uM) fiir 24 h behandelt wurden, via PI-Farbung. Es wurden
sechs unabhéngige Experimente durchgefiihrt. D, Organotypische hippocampale Schnittkulturen wurden mit den
angegebenen Cbx-Konzentrationen fiir 24 h behandelt und das Zelliiberlebn via PI-Farbung ermittelt. Es wurden
drei unabhéngige Experimente durchgefiihrt.

Pro Kulturschale wurden vier bis sechs hippocampale Schnitte untersucht und alle Behandlungen erfolgten in
doppelten Ansitzen. Statistisch signifikante Unterschiede sind angegeben: *P < 0.05 (zwischen den
unterschiedlich behandelten Gruppen) und “P < 0.05 (behandelte Gruppen vs. Kontrolle) wurden iiber Kruskal-
Wallis ANOVA on Ranks und dem post hoc Dunn's-Test berechnet. Abb. nach Hanstein et al., 2008b
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3.3.3 Das astrozytire Cx43 vermittelt die neuroprotektiven CRH-Effekte

Cx43 ist das Gap Junction-Protein, das von Astrozyten am stérksten exprimiert wird, jedoch
nicht von Neuronen. Es wurde daher untersucht, ob die CRH-induzierte Regulation von
astrozytirem Cx43 die neuroprotektiven Eigenschaften von CRH vermittelt. Zur Aufkliarung
dieser Frage wurden primidre Co-Kulturen aus hippocampalen Neuronen und Astrozyten
verwendet. Die Astrozyten wurden entweder mit Cx43 siRNA oder mit nonsense siRNA (ns
siRNA) transfiziert; die Transfektion der Astrozyten regulierte somit spezifisch das
astrozytdre Cx43 herunter, und zwar um 70% nach 48 h im Vergleich zur Transfektion mit ns

siRNA (Abb. 3.18 A).
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Abb. 3.18 Die neuroprotektiven CRH-Effekte werden iiber astrozytire Cx43-Expression vermittelt

Es wurden Co-Kulturen aus priméren hippocampalen Neuronen auf einer Einzelzellschicht aus priméren
Astrozyten verwendet, wobei die Astrozyten mit Cx43 siRNA oder ns siRNA transfiziert waren. 4, Die
Transfektion der Astrozyten reduzierte die Cx43-Expression um 70%. Statistisch signifikante Unterschiede sind
angegeben: ***P < (0,005 und wurden iiber den Students t-Test berechnet. B, 24 h nach Transfektion und Co-
Kultivierung wurden die Zellen mit HO, (200 uM, 24 h) behandelt oder nicht behandelt (Kontrolle). Die Co-
Kulturen wurden danach mit DAPI gefarbt, um tote Zellen zu markieren (tote Zellen mit kondensierten Nuclei
fluoreszieren hell, weifle Pfeilkopfe im DAPI-Bild). Fiir die Quantifizierung der toten Zellen wurden Neurone
und Astrozyten iiber morphologische Kriterien unterschieden. Im Phasenkontrastbild erscheinen Neurone
dunkler und kleiner als Astrozyten, zudem besitzen sie kleinere Nuclei. Die Pfeile im Phasenkontrast- und
DAPI-Bild zeigen auf Neurone. Das Balkendiagramm reprisentiert das Uberleben der Neurone nach Behandlung
mit H,O, (Gesamtanzahl der Neurone in einer Zellkulturschale = 100%). Statistisch signifikante Unterschiede
zwischen den unterschiedlich behandelten Gruppen sind angegeben: ***P < 0,005 wurden liber One Way
ANOVA mit dem post hoc Tukey-Test berechnet. Fiir jede Behandlung wurden 10-15 Gesichtsfelder ausgezahlt
(ca. 100 Zellen pro Gesichtsfeld). Drei unabhéngige Experimente wurden durchgefiihrt. Bildvergroerung vor
Wiedergabe: 20x. Abb. Hanstein et al., 2008b
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Auf transfizierten Astrozyten wurden hippocampale Neurone ausgesit und diese Co-Kulturen
wurden fiir 48 h kultiviert bevor sie mit H,O, (200 uM, 24 h) behandelt wurden. Die
Behandlung mit dem oxidativen Stressor H,O, reduzierte das Uberleben der hippocampalen
Neurone stark (nur 45% der Neurone iiberlebten im Vergleich zur Kontrolle, Abb. 3.18 B),
beeintrichtigte jedoch nicht das Uberleben der Astrozyten (> 95% Zelliiberleben, nicht
gezeigte Daten). Diese Beobachtung bestétigte frithere Untersuchungen, die fiir Astrozyten
eine stirkere Resistenz gegeniiber H,O, zeigten als fiir Neurone. Interessanterweise waren
Neurone vulnerabler gegeniiber H,O,, wenn sie in Co-Kultur mit Cx43 siRNA-transfizierten
Astrozyten waren, als wenn sie mit ns siRNA-transfizierten Astrozyten co-kultiviert wurden
(Abb. 3.18 B). Diese Daten bestdtigen die Resultate der MTT-Tests mit Cx43 siRNA-
transfizierten IMR32-Zellen und deuten darauthin, dass das astrozytire Cx43 fiir das
neuronale Zelliiberleben in Co-Kulturen entscheidend ist. Es ist daher zu vermuten, dass das
astrozytire Cx43 auch fiir die CRH-induzierte Resistenz hippocampaler Neurone in

organotypischen Schnitten gegeniiber oxidativem Stress sehr wichtig ist.

3.3.4 Identifizierung potentieller Mechanismen der Cx43-vermittelten

Neuroprotektion

Um den Mechanismus der CRH-induzierten und iiber Cx43-vermittelten Neuroprotektion
aufzukliren, wurden verschiedene Mdoglichkeiten in Betracht gezogen.

Zuerst wurde die Proteincarbonylierung als ein Indikator von oxidativem Stress in
IMR32-Zellen und priméren Astrozyten untersucht. Oxidativer Stress fiihrt zur Anlagerung
von Carbonylgruppen an Proteine, die die enzymatischen Funktionen oder
Bindungsaktivitdten der Proteine inhibieren (England et al., 2004). Die Behandlung der Zellen
mit dem Amyloid [ Peptid 25-35 (20 puM, 24 h) induzierte eine verstirkte
Proteincarbonylierung im Vergleich zur Kontrolle (Abb. 3.19, hier gezeigt fir IMR32-
Zellen). Dieser Effekt wurde verstdrkt, wenn die Zellen mit Cx43 siRNA transfiziert waren,
also niedrige Cx43-Proteinkonzentration besa3en. Diese Daten deuten darauthin, dass Cx43

durch Reduktion des oxidativen Stresses die CRH-induzierte Neuroprotektion vermittelt.

71



3. Ergebnisse

K AR K AR g“ 140 - « O AB

3

= 120 - *

o F T

27 I

8= 100 -

c

5

o |

Aktin D G GNP a ns siRNA Cx43 siRNA

Abb. 3.19 Niedrige Cx43-Proteinlevel verstirken den Amyloid f§ Peptid-induzierten oxidativen Stress

IMR32-Zellen, transfiziert mit ns siRNA oder mit Cx43 siRNA, wurden 48 h nach Transfektion mit dem
Amyloid B Peptid (AB) 25-35 (20 uM, 24 h) behandelt oder blieben unbehandelt (Kontrolle, K). Um den
Carbonylierungsstatus der Proteine zu bestimmen, wurden die Proteinlysate mit DNPH behandelt, um die
Carbonylgruppen zu DNP-Gruppen modulieren. Diese konnen dann mit einem monoklonalen anti-DNP
Antikorper detektiert werden. Einer von drei reprasentativen Blots ist hier gezeigt. Das Verhéltnis zwischen dem
DNP-Signal und dem Aktin-Signal, das auf einem separaten Blot detektiert wurde, wurde bestimmt. Die
Amyloid B Peptid-induzierte Proteincarbonylierung ist in den Zellen erhoht, die mit Cx43 siRNA transfiziert
waren (Vergleich zu ns siRNA-transfizierten Zellen). Statistisch signifikante Unterschiede zwischen den
unterschiedlich behandelten Gruppen sind angegeben: *P < 0,05 wurden iiber den Students t-Test berechnet.
Abb. nach Hanstein et al., 2008b

Zudem wurde analysiert, ob neurotrophe Faktoren in die CRH-induzierte
Neuroprotektion via Cx43 involviert sind. BDNF konnte bereits im Kapitel 3.1 als CRH-
Zielgen identifiziert werden. Es war somit moglich, dass die CRH-induzierte Regulation von
BDNF und Cx43 miteinander verkniipft sind. Daher wurde untersucht, ob Cx43 an der CRH-
induzierten Hochregulation von BDNF beteiligt ist. Western Blot-Analysen CRH-behandelter
IMR32-Zellen zeigten erhohte BDNF-Expression im Vergleich zu unbehandelten Zellen
(Abb. 3.20 A). Jedoch zeigten Zellen, die mit Cx43 siRNA transfiziert worden waren, einen
dhnlichen Anstieg der BDNF-Proteinexpression wie ns siRNA-transfizierte Zellen (Abb. 3.20
A). Somit ist eine Beteiligung von Cx43 an der CRH-induzierten BDNF-Regulation
ausgeschlossen. BDNF kann als CRH-Zielgen aber auch an der Regulation der Cx43-
Expression beteiligt sein. Die Behandlung von IMR32-Zellen und priméren Astrozyten mit
BDNF (20 ng/ml, 4 h) zeigte, dass BDNF die Cx43-Proteinexpression steigern kann; dieser
Effekt war in primédren Astrozyten stirker als in IMR32-Zellen. (Abb. 3.20 B). Die CRH-
induzierte Steigerung der Cx43-Expression kann daher auch iiber erhohte BDNF-

Proteinspiegel vermittelt werden.
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Abb. 3.20 Verkniipfung der CRH-induzierten Regulation von BDNF und Cx43

A, IMR32-Zellen wurden mit ns siRNA oder Cx43 siRNA transfiziert und 48 h nach der Transfektion mit CRH
(100 nM, 4 h) behandelt oder blieben unbehandelt (Kontrolle, K). BDNF- und Cx43-Expression wurden mittels
Western Blots analysiert. Die CRH-Behandlung stimulierte die BDNF-Expression im dhnlichen Ausmalf in ns
siRNA- und Cx43 siRNA-transfizierten Zellen. B, IMR32-Zellen und primére Astrozyten wurden mit BDNF (20
ng/ml, 4 h) behandelt und auf Verédnderungen der Cx43-Expression untersucht. Die Behandlung der Zellen mit
BDNEF steigerte die Cx43-Expression in beiden Zelltypen.

Statistisch signifikante Unterschiede zwischen den unterschiedlich behandelten Gruppen sind angegeben: *P <
0,05 wurden iiber den Students t-Test berechnet. Drei unabhéngige Experimente wurden durchgefiihrt. Abb.

nach Hanstein et al., 2008b

Die Ergebnisse zeigen, dass CRH seine neuroprotektiven Eigenschaften iiber eine gesteigerte
Expression des neurotrophen Faktors BDNF und des Gap Junction-Proteins Cx43 vermittelt.
Die Hochregulation des Cx43-Proteins und die dadurch gesteigerte Gap Junction-
Kommunikation vermindern den oxidativen Stress in einzelnen Zellen {iber eine verbesserte
Verteilung der toxischen Molekiile und konnen so das Zelliiberleben fordern. Fiir das CRH-
Zielgen BDNF konnten bereits neuroprotektive Effekte gezeigt werden. Zudem konnte es in
dieser Arbeit erstmals als Aktivator der Cx43-Expression identifiziert werden. Es sorgt somit

fiir eine zusétzliche Hochregulation des Cx43-Proteins.
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4. Diskussion

Das Corticotropin Releasing Hormon (CRH) ist ein wichtiger Mediator im ZNS, dessen
Stress-induzierte Ausschiittung moglicherweise zentral Neuroprotektion gegeniiber toxischen
Einfliissen induziert. Eine Stérung des CRH-Systems ist mit vielen neurodegenerativen
Krankheiten assoziiert (Bissette et al., 1985; Behan et al., 1996), was die Bedeutung von CRH
fiir die Funktion und das Uberleben von Neuronen unterstreicht. Obwohl bereits
neuroprotektive CRH-Effekte gegeniiber oxidativem Stress und Exzitotoxizitdt in vitro
bewiesen werden konnten (Lezoualc'h et al., 2000; Elliott-Hunt et al., 2002; Bayatti et al.,
2003), fehlte dafiir bislang die Bestitigung in vivo. Daher stand die Erforschung
neuroprotektiver Eigenschaften von CRH in vivo und die Identifizierung von CRH-Zielgenen
im Fokus der vorliegenden Arbeit. Die Analyse der CRH-induzierten Neuroprotektion in vivo
erfolgte in CRH-liberexprimierenden Maiusen und BDNF-defizienten Mausen. Die
Identifizierung der CRH-Zielgene, BDNF und Connexin43 (Cx43), und von CRH-aktivierten
Signalwegen wurde zundchst in humanen IMR32-Neuroblastomzellen durchgefiihrt. Die
Bedeutung dieser Zielgene fiir die CRH-induzierte Neuroprotektion wurde in priméren
Astrozyten und organotypische hippocampale Schnittkulturen bestimmt, da sie eher den
physiologischen Gegebenheiten entsprechen. /n vivo und in vitro konnten ein neuroprotektiver
Eftekt des CRH nachgewiesen werden, der iiber BDNF und Connexin43 vermittelt wird, und

dieser wird im Folgenden diskutiert.

4.1 Analyse der neuroprotektiven CRH-Eigenschaften

Zum Nachweis einer CRH-induzierten Neuroprotektion in vivo, wurden die Auswirkungen
akuten exzitotoxischen Stresses auf CRH-iiberexprimierende Mduse und Kontrollméuse
verglichen. Exzitotoxizitdt ist ein Merkmal vieler neurodegenerativer Erkrankungen (Van
Damme et al., 2005) und ein etabliertes Modell fiir die Analyse protektiver Molekiile. Die
CRH-Uberexpression verhinderte zwar nach Induktion der Exzitotoxizitit nicht die akut
auftretende Epilepsie, schiitzte aber langfristig Neurone des Hippocampus vor
Neurodegeneration und bewahrte das ZNS vor einer Inflammation. Zudem konnte eine

Hochregulation des Neurotrophins BDNF in CRH-iiberexprimierenden Méusen nachgewiesen
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werden. BDNF wurde bereits als wichtiger Uberlebensfaktor fiir Neurone beschrieben (zur
Ubersicht: Yuan and Yankner, 2000), die Modulation des BDNF durch CRH in vivo ist somit
ein Bestandteil der protektiven CRH-Wirkung und trigt zum Uberleben der Neurone nach

Exzitotoxizitit bei.

Die Analyse weiterer CRH-Zielgene identifizierte Connexin43 (Cx43), das Haupt-Gap
Junction-Protein der Astrozyten. Gap Junctions stellen die direkte Verbindung der
Zytoplasmata direkt benachbarter Zellen dar; Metabolite und Nihrstoffe, aber auch toxische
Molekiile konnen dariiber zwischen Zellen transportiert werden, die entweder die Abwehr der
Toxizitdt fordern oder fiir die Ausbreitung der Toxizitdt sorgen (Perez Velazquez et al., 2003).
Die Bedeutung von Gap Junction-Kanidlen fiir die Neuroprotektion wird daher zurzeit
verstarkt diskutiert. CRH induzierte die Cx43-Gen- und Proteinexpression, die Bildung von
Gap Junction-Kanilen und steigerte die interzelludre Kommunikation in klonalen IMR32-
Zellen und priméren Astrozyten. Die gesteigerte interzellulire Kommunikation scheint ein
wichtiger Faktor der CRH-induzierten Neuroprotektion zu sein, denn eine Blockade der Gap
Junction-Kanéle verhinderte den protektiven CRH-Effekt in MTT-Tests und organotypischen
Hippocampus-Schnittkulturen. Der erhohte Transfer protektiver Molekiile von gesunden in
geschidigte Zellen (,,guter Samariter” Effekt; Contreras et al., 2004) und die bessere
Verteilung bzw. Verdiinnung toxischer Molekiile wird somit durch CRH verstiarkt. Dadurch
wird der toxische Stress flir die einzelnen Zellen verringert, was durch die Analyse der
Proteincarbonylierung bestdtigt wurde. Die Relevanz von astrozytirem Cx43 fiir das
neuronale Zelliiberleben konnte in Astrozyten-Neuron-Co-Kulturen nachgewiesen werden,
wobei die Reduktion der Cx43-Expression in Astrozyten die Degeneration von Neuronen
nach oxidativem Stress forderte. Weiterhin konnte gezeigt werden, dass das CRH-Zielgen

BDNF selbst fiir eine zusétzliche Steigerung der Cx43-Expression sorgen kann.

Die CRH-induzierte Steigerung der Cx43-Expression und der interzelluldren
Kommunikation zwischen Astrozyten ist somit entscheidend fiir die Neuroprotektion und
unterstreicht die Bedeutung der Astrozyten fiir das neuronale Zelliiberleben (zur Ubersicht:

Lobsiger and Cleveland, 2007).

Im Folgenden soll die neuroprotektive Wirkung von CRH in vivo und in vitro
beschrieben und die CRH-Zielgene und ihr Beitrag zum Schutz der Neurone diskutiert

werden.
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4.2 Untersuchung der CRH-induzierten Neuroprotektion in vivo

Fir die in vivo Analyse der neuroprotektiven CRH-Effekte gegeniiber experimentell
ausgelostem Stress, hier der Exzitotoxizitat, wurden CRH-iiberexprimierende Méuse (CRH-
COE™™-NES) und altersentsprechende Kontrollmiuse (CRH-COE*™-NES) verwendet (Lu et
al., 2008). Akuter exzitotoxischer Stress ist ein wichtiges pathogenes Merkmal der Epilepsie,
die sowohl mit neurodegenerativen Krankheiten, z.B. der AD, als auch mit psychischen
Krankheiten assoziiert werden kann, da betroffene Patienten zehnmal bzw. fiinfmal haufiger
von Epilepsie betroffen sind als eine Referenzpopulation (zur Ubersicht: Menendez, 2005;

Kanner, 2007).

4.2.1 Einfluss der CRH-Uberexpression auf die Kainat-induzierte Epilepsie

In Ubereinstimmung mit fritheren Studien I6ste die Injektion von Kainat (35 mg/kg, i.p.)
progressive epileptische Anfélle in beiden Mausstimmen aus. Interessanterweise entwickelten
die CRH-iiberexprimierenden CRH-COE™™-Nes-Mause 20 min nach Kainat-Injektion
signifikant stirkere epileptische Krampfe als CRH-COE"-Nes-Kontrollmiuse. Sie waren
daher nicht besser vor den akuten Effekten der Exzitotoxizitit geschiitzt. Im weiteren Verlauf
traten jedoch in beiden Mausstammen vergleichbare Starkegrade der epileptischen Anfille
auf. Zwei Stunden nach Injektion erholten sich die CRH-iiberexprimierenden CRH-COE"™™-
Nes-Miuse bereits von der Kainat-induzierten Exzitotoxizitit, wihrend die CRH-COE®*"-Nes

Kontrollmduse auch noch nach vier Stunden epileptische Kriampfe aufwiesen. Diese

Unterschiede in dem Verlauf der Epilepsie werden im Folgenden diskutiert.

4.2.1.1 Schnelle Entstehung epileptischer Anfille in CRH-iiberexprimierenden Miusen

CRH wirkt in vielen neuronalen Schaltkreisen als exzitatorischer Neuromodulator (Aldenhoff
et al., 1983; Ehlers et al., 1983). Eine chronische CRH-Gabe kann CRH-R1-abhidngig eine
schnellere Entstehung epileptischer Anfille in neonatalen Ratten induzieren, durch die
hippocampale Neuronen geschiadigt werden (Baram und Schultz, 1995; Baram et al., 1997).
In adulten Ratten erzeugen chronische CRH-Gaben einen leicht erregbaren Status der
Neurone, der die Wirksamkeit von Aktivatoren der Glutamat-Rezeptoren wie z.B. Kainat in
vivo erhoht (Brunson et al., 1998). CRH scheint daher additiv zur Exzitotoxizitdt zu wirken.

In den CRH-iliberexprimierenden Maiusen ist der CRH-Spiegel chronisch erhoht. Die
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exzitatorischen CRH-Eigenschaften konnten daher einen schnellen Beginn der epileptischen
Antfille fordern.

Zudem konnen auch Glucocorticoide fiir die unmittelbare Entwicklung der
epileptischen Anfille in den CRH-iiberexprimierenden Miusen verantwortlich sein. Die
CRH-Uberexpression verursacht unter Stressbedingungen die Hypersekretion von
Stresshormonen (Lu et al., 2008), die dadurch zu einer verstdarkten Aktivierung der HPA-
Achse und zu einer erhohten Glucocorticoid-Freisetzung flihren. Glucocorticoide tragen in
Gegenwart eines Stressors wie der Exzitotoxizitit zum Anstieg der extrazelluldren
Glutamatkonzentration an Synapsen des Hippocampus in vivo und in vitro bei (Stein-Behrens
et al, 1992; Stein-Behrens et al, 1994). Diese Erhohung der extrazelluldren
Glutamatkonzentration verstirkt die Exzitotoxizitdt. In CRH-iiberexprimierenden CRH-
COE™™-Nes-Miusen 16st die Kainat-Injektion eine hyperreaktive Stressantwort aus, die in
den Miusen flir eine erhohte Glucocorticoid-Sekretion sorgt und so zu einem zusétzlichen
Anstieg des exzitotoxischen Stresses fiihrt und die epileptischen Anfille zu Beginn verstarken
kann. Die Stdrke der HPA-Achsen-Aktivierung ist jedoch individuell sehr unterschiedlich
(Raadsheer et al., 1995), wodurch nicht alle Tiere in gleichem Ausmal} von der Epilepsie

betroffen sind.

Nach Kainat-Injektion tragen sowohl die exzitatorischen CRH-Eigenschaften, als auch die
verstirkte Glucocorticoid-Sekretion zu einer Verstarkung der Exzitotoxizitdt bei und kdnnten
so zu einem frithen Beginn der schweren epileptischen Anfille beitragen oder sogar zum Tod

einzelner Méause fuhren.

4.2.1.2 Die CRH-Uberexpression verkiirzt die Dauer der Epilepsie

Die akute CRH-induzierte Stressantwort fithrt zur Freisetzung von Glucocorticoiden, wobei
die Glucocorticoid-Konzentration im Blut thren Maximalwert 15-30 min nach Stressinduktion
erreicht und nach 60-90 min auf ihr Ausgangsniveau abfillt (zur Ubersicht: de Kloet et al.,
2005). Die akute Stressantwort wird iiber sekretierte Glucocorticoide schnell iiber Aktivierung
von ,Feedback“-Mechanismen herunterreguliert, denn sie sorgen iiber Bindung an
Glucocorticoid-Rezeptoren im Gehirn fiir eine Reduktion der CRH-Sekretion und somit zu
einer verringerten HPA-Achsenaktivitit und Glucocorticoid-Sekretion (zur Ubersicht: Swaab
et al,, 2005). Eine langfristige Verstirkung der Exzitotoxizitdt wird dadurch verhindert.
Deswegen treten trotz des friihen Beginns der Epilepsie in CRH-iliberexprimierenden CRH-

COE™™-Nes-Miusen im weiteren Verlauf vergleichbare Stirkegrade der epileptischen
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Anfille in CRH-iiberexprimierenden CRH-COE™"-Nes-Miusen und CRH-COE®-Nes-

Kontrollméusen auf.

4.2.2 Auswirkungen der CRH-Uberexpression auf die Neuroprotektion

CRH-iiberexprimierende CRH-COE™™-Nes-Miuse erholten sich schneller von den
epileptischen Anfillen als CRH-COE®"-Nes-Kontrollmduse. Nach der Induktion der akuten
Stressantwort, die die Exzitotoxizitdt kurzfristig verstdrkt, scheint CRH langfristig der
toxischen Aktivitdt entgegenzuwirken und Neuroprotektion zu vermitteln. Diese CRH-
induzierte Neuroprotektion tragt somit zur reduzierten Dauer der Epilepsie bei und wurde im
Hippocampus, der sehr vulnerabel gegeniiber Exzitotoxizitét ist, genauer analysiert.

Die CRH-Uberexpression kann adaptive Anderungen der neuronalen Physiologie
bewirken. Chen et al. bewiesen bereits einen FEinfluss des CRH auf die neuronale
Konnektivitit wihrend der Entwicklung des Hippocampus (Chen et al., 2004b). In CRH-
iiberexprimierenden CRH-COE™™-Nes-Miusen konnte in diesem Zusammenhang die
Hochregulation der CRH-R1-Expression gezeigt werden (Lu et al., 2008). Viele Studien
deuten darauthin, dass die neuroprotektiven CRH-Effekte iiber den CRH-R1 vermittelt
werden (Lezoualc'h et al., 2000; Pedersen et al., 2001; Bayatti et al., 2003) und in vitro wurde
demonstriert, dass CRH Neuroprotektion gegeniiber dem exzitotoxischen Neurotransmitter
Glutamat via CRH-Rezeptor-abhingigen Signalwegen in organotypischen hippocampalen
Schnittkulturen induzieren kann (Elliott-Hunt et al., 2002). In den CRH-iiberexprimierenden
Maiusen konnen daher iiber erhohte CRH- und CRH-R1-Proteinspiegel ,,mehr* CRH-R1-
abhéingige neuroprotektive Signalwege aktiviert werden, die zu einer verkiirzten Dauer der
Epilepsie beitragen.

Einen weiteren Beweis fiir einen neuroprotektiven Effekt der CRH-Uberxpression
lieferte auch der verringerte Zelltod der pyramidalen Neurone der CA3/CA1-Region und der
Kornerzellen im Hippocampus in den CRH-iliberexprimierenden Méiusen nach Kainat-
Behandlung. Obwohl Kainat lang anhaltenden exzitotoxischen Stress induziert und zu
neuronalen Schiadigungen im Hippocampus flihrt (Nadler et al., 1978; Ben-Ari, 1985), waren
die Neurone der CRH-iiberexprimierenden Mause im Gegensatz zu hippocampalen Neuronen
der Méuse mit endogenem CRH-Spiegel geschiitzt.

Die Ergebnisse dieser Arbeit beweisen einen neuroprotektiven Effekt von CRH in

vivo. Sie zeigen, dass die CRH-Uberexpression in CRH-COE™™-Nes-Mausen zwar nicht vor
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Kainat-induzierter Exzitotoxizitdt schiitzen konnte, aber die Dauer der epileptischen Anfille
verkiirzte. Zudem forderte sie im Hippocampus den Schutz der Neurone vor Zelltod und

verhinderte eine Neuroinflammation.

4.2.3 Bedeutung von BDNF fiir die CRH-induzierte Neuroprotektion

Das Neurotrophin BDNF wurde bereits als Zielgen von CRH in Neuronen des Cerebellums
identifiziert (Bayatti et al., 2005). Zudem bewirken epileptische Anfille auch einen starken
Anstieg der BDNF-Genexpression und des BDNF-Proteinspiegels, der mit der Stirke der
Anfille korreliert und speziell im Gyrus dentatus und in den CA1/CA3-Regionen des
Hippocampus zu beobachten ist (Ernfors et al.,, 1991; Scharfman, 1991; Takahashi et al.,
1999). Ubereinstimmend dazu zeigten Kainat-injizierte CRH-COE®*"-Nes-Kontrollmiuse, die
schwere neuronale Schiaden und Neuroinflammation im Gyrus dentatus und in den CA1/CA3-
Regionen des Hippocampus aufwiesen, in diesen Regionen einen Anstieg des BDNF-
Proteinspiegels. Dahingegen entsprach das BDNF-Proteinniveau der Kainat-injizierten CRH-
iiberexprimierenden CRH-COE™™-Nes-Miuse, die weder Anzeichen fiir eine
Neurodegeneration noch fiir Neuroinflammation hatten, dem Kontrollniveau der NaCl-
injizierten CRH-COE™™-Nes-Miuse. BDNF ist ein neurotropher Faktor der Neurotrophin-
Proteinfamilie und wird im ZNS stark exprimiert. Es ist ein wichtiger Regulator des
Zelliiberlebens, der Differenzierung, der neuronalen Aktivitdt und somit der Plastizitdt (Barde,
1989). Nach neuronaler Schidigung wird die Expression von BDNF zur Unterstiitzung der
Neuroprotektion induziert (Dugich-Djordjevic et al., 1992) und diese Unterstiitzung des
neuronalen Zelliiberlebens durch BDNF wurde bereits in vielen Studien beschrieben (zur
Ubersicht: Yuan and Yankner, 2000). Eine BDNF-vermittelte Protektion gegeniiber
Glutamat-induzierter Neurotoxizitédt in vitro (Lindholm et al., 1993; Shimohama et al., 1993)
und eine Verminderung der neuronalen Schidigung in in vivo Modellen der
Neurodegeneration und Ischdmie konnten zudem bereits gezeigt werden (Morse et al., 1993;
Beck et al, 1994; Tsukahara et al, 1994). In Kainat-injizierten CRH-COE®"-Nes-
Kontrollmdusen fiihrt die neuronale Schiadigung zur Hochregulation der BDNF-Expression,
um die Neuronen gegeniiber der Exzitotoxizitét zu schiitzen.

Eine Erhohung des BDNF-Proteinspiegels konnte in dieser Arbeit jedoch nicht nur
nach Kainat-Behandlung in geschidigten Hirnregionen beobachtet werden, sondern trat auch

in CRH-iiberexprimierenden CRH-COE"™-Nes-Mzusen im Vergleich zu CRH-COE®"-Nes-
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Maiusen unter Kontrollbedingungen auf. Da BDNF schon als CRH-Zielgen beschrieben
werden konnte, fiihrt vermutlich die CRH-Uberexpression zur Hochregulation des BDNF-
Proteinniveaus in diesen Mausen. Auch die Western Blot-Analyse hippocampaler Lysate
zeigte eine Hochregulation der reifen BDNF-Form und eine geringe Reduktion der proBDNF-
Form in NaCl-injizierten CRH-iiberexprimierenden CRH-COE™™-Nes-Miusen im Vergleich
zu CRH-COE®”"-Nes-Kontrollmdusen. Die reife BDNF-Form fordert iiber Aktivierung des
Tyrosinkinase-Rezeptors TrkB das neuronale Zelliiberleben, das Auswachsen der Axone, die
Differenzierung von Dendriten und die Induktion von LTP im Hippocampus; dahingegen
bindet proBDNF mit hoher Affinitit an den p75™'~ Neurotrophin Rezeptor und induziert
Apoptose, die Degeneration von Axonen, es reduziert die Dendritenverzweigungen und LTD
(Lu et al., 2005; Amaral und Pozzo-Miller, 2007). Da die CRH-iiberexprimierenden Méause
mit einem erhohten reifen BDNF-Proteinniveau besser gegeniiber Kainat-induzierter
Exzitotoxizitdt geschiitzt waren, konnte BDNF Neuroprotektion direkt oder {iiber die
gesteigerte neuronale Plastizitit vermitteln.

Generell ist jedoch zu sagen, dass das Uberleben von Neuronen immer von der
Unterstiitzung eines neurotrophen Faktors abhingig ist (zur Ubersicht: Yuan and Yankner,
2000). Wird im ZNS weniger BDNF produziert, erholen sich Neurone langsamer von
Schidigungen (Chen et al., 2003), wird jedoch mehr BDNF produziert, wird das Uberleben
von Neuronen gefordert (Berger et al., 2004; Kurozumi et al., 2005).

Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen, dass die chronische Hochregulation von CRH gegeniiber
Exzitotoxizitdt protektiv wirkte und dass diese CRH-Hochregulation von erhohten BDNF-
Proteinspiegeln begleitet war. Das deutet darauthin, dass BDNF teilweise die CRH-
induzierten neuroprotektiven Effekte vermitteln kann. Weil CRH aber viele unterschiedliche

Zielgene aktivieren kann, konnen auch weitere Faktoren an der Neuroprotektion beteiligt sein.

4.2.4 BDNF als Mediator der Neuroprotektion im Hippocampus

Um die Abhidngigkeit der Neuroprotektion im Hippocampus vom neurotrophen BDNF-
Protein zu analysieren, wurde das Ausmal} der H,O;-induzierten Toxizitét in organotypischen
hippocampalen Schnittkulturen von neugeborenen homozygoten und heterozygoten BDNF-
defizienten Mausen (-/-) bzw. (+/-) im Vergleich zu Wildtyptieren mit endogenem BDNF-

Proteinspiegel bestimmt. Die hippocampalen Schnitte der Wildtyptiere zeigten keine bessere
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Protektion gegeniiber den durch H,O» induzierten oxidativen Stress, als die der homozygoten
und heterozygoten BDNF-defizienten Tiere. Die Schnitte aller drei Mausstimme zeigten
vergleichbare Zellschddigungen, wobei die pyramidalen Neurone der CAl- und CA3-Region
am stdrksten betroffen waren. Diese Ergebnisse konnen folgenderweise erkldrt werden: 1) Die
H,0;-induzierte Toxizitdt konnte zu grofl gewesen sein, um eine Protektion durch endogenes
BDNF zu erreichen. Da aber bei allen Mausen 60-70% der Zellen iiberlebten, erscheint dies
unwahrscheinlich. 2) In den homozygoten und heterozygoten BDNF-defizienten Miusen
konnten andere protektive Mechanismen die fehlende Neuroprotektion durch BDNF
kompensiert haben. Nach toxischen Einfliissen kommt es zur Aktivierung verschiedenster
protektiver Mechanismen wie der Aktivierung weiterer Neurotrophine (NGF, NT3, NT4; Lu
et al., 2005) oder der Aktivierung des Glutathion-Systems, das oxidative freie Radikale in der
Zelle unschddlich macht (Franco et al., 2007). 3) Weil die endogene BDNF-Expression im
Hippocampus sehr gering ist (Kokaia et al., 1996), wird die Neuroprotektion dort
wahrscheinlich nur zum Teil von BDNF abhingig sein. Diese Vermutung wird unterstiitzt
durch Untersuchungen, bei denen eine Reduktion der BDNF-Konzentration in der CAl-
Region in vivo keinen Einfluss auf die Zellschddigung der pyramidalen Neurone der CAl-
Region nach globaler Ischdmie zeigte (Larsson et al., 1999). In der CA3-Region ist die
endogene BDNF-Konzentration zwar etwas hoher als in der CAl-Region, BDNF hatte aber
auch hier keinen Einfluss auf die Neuroprotektion nach Ischdmie (Larsson et al., 1999). Nur
die chronische exogene Administration von BDNF erzeugte Neuroprotektion gegeniiber
Ischimie in verschiedenen Studien (Beck et al.,, 1994; Wu und Pardridge, 1999). Es ist
deshalb zu vermuten, dass die kurzfristige Erhohung der endogenen BDNF-Proteinspiegel
aufgrund des oxidativen Stresses in den hippocampalen Schnitten der Wildtyp- und
heterozygoten BDNF-Miuse nicht ausreichten, um neuroprotektiv zu wirken, auch wenn
BDNF in hoheren Konzentrationen neuroprotektive Effekte zeigt.

In den CRH-iiberexprimierenden Méusen konnte die chronische Hochregulation von
CRH einen dauerhaft erhohten BDNF-Proteinspiegel im Hippocampus erzeugen. Da viele
Studien einen protektiven Effekt der chronischen BDNF-Hochregulation schon beschrieben
haben (Beck et al., 1994; Larmet et al., 1995; Wu und Pardridge, 1999; Reibel et al., 2000),
konnte BDNF unter diesen Umstdnden mindestens teilweise fiir die CRH-induzierte
Neuroprotektion verantwortlich sein.

CRH kann jedoch viele unterschiedliche Signalwege aktivieren, die an der
Neuroprotektion beteiligt sind (Bayatti und Behl, 2005). Die CRH-induzierte Aktivierung des
cAMP/PKA-Signalweges kann Neuroprotektion iiber eine Aktivierung des cyclic AMP
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response element binding protein (CREB), MAPK und PKC oder iiber die Inhibition der pro-
apoptotischen Kinase GSK3f und des Transkriptionsfaktors NF-kB vermitteln (Crowder und
Freeman, 2000; Lezoualc'h et al., 2000; Lonze und Ginty, 2002; Bayatti et al., 2003). Diese
aktivieren moglicherweise neue Zielgene mit neuroprotektiven Eigenschaften, deren

Identifizierung im Fokus der vorliegenden Arbeit stand.

4.3 Bedeutung von Connexin43 (Cx43) als weiteres CRH-Zielgen

Im Rahmen dieser Arbeit konnte das Gap Junction-Protein Cx43 als neues CRH-Zielgen im
Gehirn identifiziert und Signalwege, die zur CRH-induzierten Regulation von Cx43 fiihren,
aufgeklart werden. Cx43 ist das am meisten verbreitete Gap Junction-Protein in Sdugern und
wird ubiquitdr exprimiert (Willecke et al., 2002). Homozygote Cx43-defiziente Méuse (-/-)
sterben schon nach der Geburt an Fehlbildungen des Herzens, wodurch die Relevanz von
Cx43 fir die Entwicklung und Physiologie multizelluldrer Organismen deutlich wird
(Reaume et al., 1995). Im Séugetier-Gehirn wird Cx43 nur in Astrozyten, dem hdufigsten
Gliazelltyp im Gehirn, und in aktivierten Mikrogliazellen, aber nicht von Neuronen exprimiert
(Dermietzel, 1998; Eugenin et al., 2001).

Der Einfluss von CRH auf Cx43 und Gap Junctions wurde zundchst in humanen
IMR32-Neuroblastomzellen untersucht. Obwohl diese Zellen neuronalen Ursprungs sind,
exprimieren sie sowohl Cx43, als auch die CRH-Rezeptoren und viele Komponenten
bekannter CRH-induzierter Signalkaskaden. Um die physiologische Relevanz der CRH-
induzierten Cx43-Regulation genauer zu untersuchen, wurde der Einfluss von CRH auf Cx43
auch in primiren Astrozyten, organotypischen hippocampalen Schnittkulturen und in CRH-
iiberexprimierenden Méusen untersucht. Die Bedeutung von Cx43 und von Gap Junctions fiir

die CRH-induzierte Neuroprotektion wird im Folgenden diskutiert.

4.3.1 Einfluss von CRH auf die Cx43-Expression und die Gap Junction-Funktion

CRH oder das CRH-verwandte Peptid Urocortin (Ucn) induzierten eine erhohte Cx43-
Genexpression und einen erhdhten Cx43-Proteinspiegel in humanen IMR32-Zellen, in
primiren Astrozyten und in organotypischen hippocampalen Schnitten. In Ubereinstimmung

mit dem erhohten Gesamt-Cx43-Proteinspiegel und dem Anstieg der phosphorylierten Cx43-
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Form, die nur in den Gap Junction-Plaques detektierbar ist (Solan und Lampe, 2007), zeigten
immunhistochemische Analysen, dass die Anzahl der Gap Junction-Plaques an den Zell-Zell-
Grenzen benachbarter Zellen erhoht und die Plaques groer waren. Zudem waren mehr Zellen
iiber Gap Junctions miteinander verbunden. Farbstoff-Transfer-Tests zeigten, dass die CRH-
induzierte Hochregulation der Gap Junction-Plaques an der Plasmamembran gleichzeitig zu
einer verstirkten Kommunikation zwischen benachbarten Zellen fiihrte und daher auch fiir die
Funktionalitdt der Kanédle relevant ist. Der CRH- oder Ucn-induzierte Anstieg des Cx43-
Proteins und speziell der phosphorylierten Cx43-Formen hat somit einen direkten Einfluss auf
den interzelluliren Transfer, wodurch vermehrt Nihrstoffe, Ionen und intrazellulire
Signalmolekiile zwischen benachbarten Zellen transportiert werden konnen (Azarnia et al.,

1988; Simon und Goodenough, 1998; Willecke et al., 2002; Saez et al., 2003).

4.3.2 Mechanismen der CRH-induzierten Modulation des Cx43-Proteins

Die Zell-Zell-Kommunikation {iber Gap Junctions ist ein dynamischer und stark kontrollierter
Prozess (zur Ubersicht: Solan and Lampe, 2007), der iiber Phosphorylierung der Connexine
innerhalb von Minuten reguliert wird. Die Cx-Phosphorylierung ist so fiir den Transport, die
Bildung und Degradation der Gap Junctions entscheidend (Stagg und Fletcher, 1990; Lampe
et al., 2000; Lampe und Lau, 2004; Laird, 2005; Moreno, 2005; Solan und Lampe, 2005) und
kann die Gap Junction-Kommunikation positiv sowie negativ beeinflussen (Bissette et al.,
1985; Crow et al., 1990; Musil et al., 1990; Kadle et al., 1991; Laird et al., 1991; Berthoud et
al., 1992). CRH und Ucn sorgten fiir eine erhohte Cx43-Expression, -Phosphorylierung und
einen gesteigerten Transfer iiber Gap Junctions, der iiber die Aktivierung des CRH-R1 und
die nachfolgende Stimulation der cAMP/PKA- und/oder der MAP-Kinase-Signalkaskade
induziert wurde. Die Verwendung des spezifischen CRH-R1-Antagonisten R121919, des
PKA-Inhibitors H89 oder des MAPK-Kinase Inhibitors U0126 blockierte die Hochregulation
des Cx43-Proteinspiegels und die Cx43-Phosphorylierung durch CRH. Obwohl bereits
bekannt war, dass die Aktivierung des CRH-R1 zur Stimulation der intrazelluldren
cAMP/PK A-Signalkaskade und der MAP-Kinasen ERK1/2 fiihren kann (Grammatopoulos et
al., 1996; Bayatti et al., 2003) und dass diese Kinasen einen Einfluss auf die Cx43-
Phosphorylierung sowie die Gap Junction-Kommunikation haben konnen (zur Ubersicht:
Solan and Lampe, 2007), st dies die erste Arbeit, die einen Zusammenhang zwischen CRH,

den PKA- und MAPK-Signalkaskaden und der Cx43-Regulation aufzeigt.
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4.3.3 Regulation der Cx43-Expression iiber PKA- und MAP-Kinase-Signalwege

Neben der Hochregulation des Cx43-Proteinspiegels wurde auch die Expression von Cx43
CRH-abhéngig erhoht. In der Promotorregion des Cx43-Gens existieren Bindungsstellen fiir
die Transkriptionsfaktoren CREB und AP-1 (Zhang et al., 2005; Wu et al., 2007). Die
Western Blot-Analysen der vorliegenden Arbeit zeigten einen CRH-induzierten Anstieg des
aktiven phosphorylierten Transkriptionsfaktors CREB und eine erhohte Expression des cFos-
Proteins, das eine Untereinheit des Transkriptionsfaktors Activator Protein-1 (AP-1) darstellt
(zur Ubersicht: Shaulian und Karin, 2002). Beide Transkriptionsfaktoren sind Zielproteine der
PKA- und ERK1/2-Kinasen (Boutillier et al., 1992; Bayatti et al., 2003; Tully et al., 2003;
Carlezon et al., 2005). Wiahrend CREB direkt von beiden Kinasen phophoryliert und aktiviert
werden kann, wird cFos auf Transkriptionsebene von PKA- und ERK1/2-Proteinen reguliert.
Die PKA- und ERKI1/2-Kinasen konnen daher neben dem direkten Einfluss auf die
Phosphorylierung des Cx43-Proteins auch die Cx43-Genexpression liber Phosphorylierung
und Aktivierung verschiedenster Transkriptionsfaktoren indirekt regulieren.

Obwohl hier nicht gezeigt wurde, dass CRH in IMR32-Zellen und Astrozyten die
Cx43-Expression iiber Bindung von CREB oder AP-1 an den Cx43-Promotor reguliert, ist ein
CRH-vermittelter Effekt auf die Cx43-Expression iiber die PKA- und/oder MAP-Kinase
ERK1/2-abhdngige Aktivierung von CREB oder Expression von cFos denkbar (Geimonen et
al., 1996; Echetebu et al., 1999; Bailey et al., 2002; Mitchell and Lye, 2005; Wu et al., 2007).
Dafiir sprechen Untersuchungen von Wu et al., die eine Bindung von cFos an den Cx43-

Promotor nach CRH-Behandlung von humanen Myometriumzellen zeigten (Wu et al., 2007).

Die Ergebnisse dieser Arbeit belegen einen Zusammenhang zwischen CRH-induzierten CRH-

R1/PKA- oder CRH-R1/MAPK-Signalwegen und der Regulation von Cx43.

4.3.4 Physiologische Funktion der CRH-induzierten Cx43-Regulation

Verschiedene Studien zeigten, dass CRH und verwandte Peptide Neuroprotektion iiber
Bindung an den CRH-R1 und Aktivierung der PKA- und MAP-Kinasen induzieren (Pedersen
et al., 2001; Pedersen et al., 2002; Bayatti et al., 2003; Facci et al., 2003). Da PKA- und
MAP-Kinasen auch an der Erh6hung des Cx43-Proteinspiegels beteiligt sind, war es denkbar,

dass CRH seine neuroprotektiven Effekte eventuell iiber die Forderung der interzelluldren
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Zell-Zell-Kommunikation iiber Gap Junctions vermittelt. Um diese Hypothese zu beweisen,
wurden Zelliiberlebenstests mit IMR32-Zellen und organotypischen hippocampalen
Schnittkulturen durchgefiihrt. CRH konnte sowohl in IMR32-Zellen als auch in
organotypischen hippocampalen Schnittkulturen Neuroprotektion gegeniiber oxidativem
Stress, ausgelost durch H,O, oder dem APB-Peptid, induzieren. Jedoch verhinderte die
Blockade der Gap Junction-Kommunikation durch Cbx die neuroprotektive Funktion von
CRH vollstindig, wodurch mehr Zellen vom Zelltod betroffen waren. Dadurch wird die
Hypothese unterstiitzt, dass Gap Junctions eine Komponente der CRH-induzierten

Neuroprotektion darstellen.

4.3.4.1 Bedeutung der Gap Junctions fiir die Neuroprotektion bzw. Apoptose
Uber den Einfluss der astrozytiren Gap Junction-Kommunikation auf die Neuroprotektion
existieren widerspriichliche Daten und Modelle (Abb. 4.1).

1) Uber Gap Junctions kdénnen inflammatorische Molekiile und apoptotische Signale
von der primdr geschidigten Zelle oder Hirnregion ins restliche Astrozyten-Synzytium
transportiert werden und so sekunddr gesunde Zellen bzw. Zellregionen (Penumbra)
schidigen; dies wird als ,,bystander effect* bezeichnet (Freeman et al., 1993). Eine Blockade
der Gap Junction-Kommunikation verhindert in diesem Fall die Ausbreitung der
Inflammation und Apoptose in das restliche Synzytium (Ochalski et al., 1995; Lin et al.,
1998; Chanson et al., 2001). Es wurde schon gezeigt, dass unter Ischimie-Bedingungen
astrozytire Gap Junctions reduziert werden, die verbleibenden Gap Junction-Kanéle aber
geodffnet bleiben (Cotrina et al., 1998; Li und Nagy, 2000) und so den Transfer intrazelluldrer
apoptotischer Molekiile erlauben. Dadurch erfolgt die sekundidre Ausbreitung des Zelltods,
der im Folgenden auch benachbarte Neurone betreffen kann.

2) Jedoch verhindert die Blockade der Gap Junction-Kommunikation auch die
Féahigkeit des Synzytiums, toxische Signale liber mehrere Zellen zu verteilen bzw. zu
verdiinnen und protektive und trophische Signale von gesunden Zellen in die geschidigte
Region zu transportieren (Yasui et al., 2000). Dies wird auch als ,,guter Samariter“-Effekt
bezeichnet. Beispielsweise fiihrten nach Blockade der Gap Junctions in Neuron-Astrozyten-
Co-Kulturen oxidativer Stress oder Glutamat-induzierte Exzitotoxizitdt zu verstirktem
neuronalen Zelltod (Blanc et al., 1998; Ozog et al., 2002). Jede Zelle (Neuron und Astrozyt)
ist nach Blockade der Gap Junction-Kommunikation nicht mehr Teil eines Synzytiums,

sondern muss sich alleine gegeniiber dem toxischen Einfluss behaupten. Auch in vivo
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Analysen der Auswirkungen einer Ischdmie in heterozygoten Cx43-defizienten Méiusen

zeigten eine protektive Rolle der Gap Junctions (Siushansian et al., 2001; Nakase et al., 2003).

e alniy gl

K*, Glucose, K, Glucose,
NADH, ATP, NADH, ATP,
GSH GSH
gesunde Zelle Zelle in der Penumbra geschédigte Zelle

Abb. 4.1 Gap Junctions und die Ausbreitung von Signalen zum Zelliiberleben bzw. Zelltod

Nach der Schidigung einer Zelle durch Toxine kommt es zur Membran-Depolarisation und der Offaung von
verschiedenen Ionenkanilen. Dadurch strémen Ca’*'- und Na'-lone verstirkt in die Zelle, wodurch die
interzellulire Homdostase gestort wird und Ca”*-abhingige toxische zellulire Enzyme aktiviert werden. Zudem
gehen protektive Molekiile (K*, Glucose, NADH, ATP, GSH) iiber Ausstrom in das extrazellulire Milieu
verloren. Apoptotische und inflammatorische Molekiile werden auch in den extrazelluliren Raum abgegeben
und konnen wiederum benachbarte Zellen schiadigen. Apoptotische und protektive Molekiile, wie ‘O,’, NO und
NAD+ werden aber auch direkt an benachbarte Zellen iiber Gap Junctions weitergegeben. Dadurch kann es zur
sekunddren Ausbreitung des Zelltods (,,bystander effect) kommen oder die Toxizitédt in der primér betroffenen
Zelle kann verringert werden. Gleichzeitig konnen iiber Gap Junction-Transfer protektive Molekiile von
gesunden in geschidigte Zellen gebracht werden (,,guter Samariter“-Effekt). Abb. nach Contreras et al., 2004

In der vorliegenden Arbeit wurde gezeigt, dass CRH die Gap Junction-Kommunikation
steigert und Neuroprotektion gegeniiber oxidativem Stress, ausgelost durch H,O, oder dem
AB-Peptid, in IMR32-Zellen und in organotypischen hippocampalen Schnitten induziert. Die
Blockade der Gap Junctions mittels Cbx verhinderte diesen protektiven CRH-Effekt. Die
CRH-induzierte Erh6hung der Gap Junction-Kommunikation forderte daher vermutlich in den
IMR32-Zellen und in den hippocampalen Schnitten die Verteilung trophischer Faktoren, also
den ,,guten Samariter“-Effekt, und konnte zudem die Verdiinnung toxischer Molekiile bewirkt

haben, wodurch das Zelliiberleben gesteigert wurde.

4.3.4.2 Bedeutung von Cx43-Halbkanilen fiir die Apoptose
Nach der Schiadigung einer Zelle durch Toxine kommt es zur Membran-Depolarisation und
der Offnung von verschiedenen Ionenkanilen. Neuere Studien behaupten, dass dadurch auch

Connexin-Halbkanile gedftnet werden, iiber die unspezifisch wichtige Metabolite und

86



4. Diskussion

protektive Molekiile in den extrazelluldiren Raum transferiert werden und Ionen in die Zelle
einstromen (Abb. 4.1; Ramachandran et al, 2007). Dadurch wiirden die Halbkandle den
Zelltod moglicherweise verstirken. Es ist jedoch umstritten, ob Connexin-Halbkanile
iiberhaupt funktionsfdhig sind und nicht andere Membrankanéle, wie Pannexine, P2X oder
VDAC-Kanile, fiir diese Effekte verantwortlich sind (zur Ubersicht: Spray et al., 2006).

CRH erhohte den Cx43-Proteinspiegel und die Anzahl von Cx43-Gap Junctions an der
Plasmamembran. Es ist deswegen sehr wahrscheinlich, dass auch die Anzahl von Cx43-
Halbkanédlen nach CRH-Behandlung angestiegen ist. Jedoch vermittelte CRH Protektion
gegentiiber oxidativem Stress, wodurch die Bedeutung der Halbkanile fiir die Neuroprotektion

bzw. Apoptose unklar bleibt.

4.3.4.3 Kanal-unabhiingige Funktionen von Cx43

Cx43 hat neben seiner Funktion als Gap Junction-Protein auch weitere physiologische
Aufgaben. Nach diversen toxischen Einfliissen wie oxidativem Stress und intrazelluldr
erhhter Ca®’-Konzentration kann Cx43 als Membranprotein iiber die Reorganisation des
Zytoskeletts und schnellere Normalisierung der zytoplasmatischen Ca®’-Konzentration das
Zelliiberleben fordern (Lin et al., 2003). Unter Ischimiebedingungen ist die Konzentration des
Cx43 in Mitochondrien erhoht (Boengler et al., 2005; Kardami et al., 2007) und diese
Translokation in die Mitochondrien scheint entscheidend fiir bestimmte Formen der
Cardioprotektion zu sein (Rodriguez-Sinovas et al., 2007).

Zudem beeinflusst das Cx43-Protein selbst die Transkription verschiedener Gene; die
Tatsache, dass der Cx43 C-Terminus eine ,,Nucleus Targeting“-Sequenz enthélt und an DNA
binden kann, legt die Vermutung nahe, dass er iiber Bindung an cis-Elemente in
Promotorenbereichen direkt die Gentranskription regulieren kann (de Feijter et al., 1996;
Huang et al., 1998; Dang et al., 2003), z.B. verhindert er in verschiedenen Zelllinien die
Zellproliferation iiber Transkriptionsregulation (Moorby and Patel, 2001; Dang et al., 2003;
Dang et al., 2006). Cx43 scheint aber auch einen direkten Einfluss auf die Transkription von
Zelliiberlebensgenen zu haben, beispielsweise kann es die Expression des Apoptose-Inhibitors
bcl2 regulieren (Huang et al.,, 2001). Alternativ ist auch eine Interaktion von Cx43 mit
anderen Signalmolekiilen und Transkriptionsfaktoren denkbar. Membrangebundenes Cx43
kann tiber seine SH2-, SH3- und ZO1-Bindungsstellen im C-Terminus mit Signalmolekiilen
oder Transkriptionsfaktoren interagieren (Kanemitsu et al., 1997; Loo et al., 1999). Dadurch
konnen sich diese Faktoren nicht mehr frei im Zytosol und Nukleus bewegen, um Signalwege

zu induzieren oder die Genexpression zu stimulieren (Herve et al., 2004; Giepmans, 2006).
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Beispielsweise interagiert Cx43 mit B-Catenin, wodurch dessen Konzentration im Zytosol
verringert wird. Ein Mangel von Cx43 hat zur Folge, dass B-Catenin in den Nucleus gelangen
kann, um die Expression von Cx43 zu steigern (Ai et al, 2000). Ahnlich wird der
Transkriptionsfaktor CCN-3 von Cx43 abgefangen, wodurch die Expression von
Zellproliferationsgenen im Nukleus nicht mehr aktiviert wird (Fu et al., 2004; Gellhaus et al.,
2004).

Da CRH eine Hochregulation des Cx43-Proteinspiegels induzierte, kann es auch
Kanal-unabhdngige Funktionen des Cx43 verstirken. So konnte Cx43 direkt die
Genexpression protektiver Molekiile induzieren und iiber Interaktion mit weiteren
Signalmolekiilen oder Transkriptionsfaktoren neuroprotektive Signalwege fordern oder
schidigende Signalwege inhibieren. Die Analyse der Kanal-unabhidngigen Cx43-Funktionen
und deren moglicher Beitrag zur CRH-induzierten Neuroprotektion waren jedoch nicht

Bestandteil dieser Arbeit.

4.3.5 Wirkung des Gap Junction-Hemmstoffs Carbenoxolon

Der neuroprotektive CRH-Effekt wurde durch den Gap Junction-Hemmstoff Cbx vollstindig
inhibiert. Dies stimmt mit fritheren Studien iiberein, die in Gegenwart von Cbx oder dem Gap
Junction-Inhibitor 18a-Glycyrrhetinsdure eine verstirkte Toxizitdt von Glutamat oder NMDA
in Neuron-Astrozyten-Co-Kulturen zeigten (Ozog et al., 2002; Zundorf et al., 2007). Die Gap
Junction-Blockade durch 18a-Glycyrrhetinsdure kann auch den Kainat- und FeSo4-
induzierten oxidativen Stress auf pyramidale Neurone in hippocampalen Schnittkulturen
verstiarken (Blanc et al., 1998). Der Gap Junction-Hemmstoff Cbx hatte in der eingesetzten
Konzentration von 20 uM keinen Effekt auf das Zelliiberleben in Scrape Loading-
Experimenten und Zelliiberlebenstests, konnte aber die Gap Junction-Kommunikation und
dadurch den neuroprotektiven CRH-Effekt inhibieren. Wurde Cbx jedoch in Konzentrationen
hoher als 20 uM eingesetzt, wirkte es selbst zytotoxisch.

Cbx beeinflusst neben den Gap Junctions verschiedene Ionenkandle und Rezeptoren
(Salvi et al., 2005). In isolierten Leber-Mitochondrien kann Cbx einen Kollaps des
Membranpotentials und der ROS-Produktion iiber Interaktion mit der mitochondrialen
Atmungskette induzieren. In Neuronen und Astrozyten hat Cbx keinen Effekt auf das
Membranpotential und die intrazellulire Ca**-Konzentration, jedoch induziert es die ROS-

Produktion in Neuronen und die Depolarisation der Mitochondrien in Astrozyten und
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Neuronen. Zundorf et al. zeigten bereits, dass diese toxischen Cbx-Effekte abhingig von der
Konzentration und Inkubationsdauer sind (Zundorf et al., 2007). In dieser Arbeit wirkten nur
Cbx-Konzentrationen hoher als 20 uM zytotoxisch. Es ist deshalb zu vermuten, dass nur diese
hohen Cbx-Konzentrationen die ROS-Produktion und die Depolarisation von Mitochondrien
induzierten und zum Zelltod flihrten. Die 24-stiindige Inkubation der IMR32-Zellen oder
hippocampalen Schnitte mit 20 uM Cbx alleine fiihrte nicht zum Zelltod und beeinflusste
auch nicht die Zellmorphologie. Ein Einfluss auf die ROS-Produktion oder Depolarisation
von Mitochondrien ist somit auszuschlieBen. Daher ist davon auszugehen, dass allein die
Inhibition des interzelluldren Transfers von Molekiilen {iber Gap Junctions fiir den vermehrten
Zelltod in Gegenwart von CRH verantwortlich ist. Neben Cbx und 18a-Glycyrrhetinsdure
wurde in anderen Studien Alkohole (Octanol, Heptanol) oder pH-Anderungen verwendet, um
die Gap Junctions zu blockieren. Jedoch beeinflussen diese auch die Zellphysiologie stark.
Daher sind Cbx oder Derivate der Glycyrrhetinsdure die derzeit spezifischsten Gap Junction-
Hemmstoffe (Perez Velazquez et al., 2003) und wurden in dieser Arbeit verwendet. Um die
Spezifitdt von Carbenoxolon zu untermauern, wurde die inaktive Form der Glycyrrhetinsdure
verwendet. Diese Form zeigte alleine oder in Kombination mit dem Toxin und/oder CRH

keinen signifikanten Einfluss auf den Zelltod.

4.3.6 Bedeutung der astrozytiren Gap Junction-Kommunikation fiir die

Neuroprotektion

In dieser Arbeit wurde die Relevanz der astrozytdren Gap Junction-Kommunikation fiir die
Neuroprotektion in hippocampalen Schnitten und in Astrozyten-Neuron-Co-Kulturen
deutlich.

In hippocampalen Schnitten zeigte sich, dass Astrozyten, die ein starkes Synzytium
iiber Gap Junctions bilden, kaum von den toxischen Effekten des oxidativen Stresses
betroffen sind. Werden die Gap Junctions in Gegenwart eines Stressors durch Cbx blockiert,
sind auch die Astrozyten vom Zelltod betroffen, was durch die verstdrkte PI-Farbung im
gesamten hippocampalen Schnitt deutlich wurde. Das astrozytidre Synzytium vermittelt somit
Schutz gegeniiber toxischen Einfliissen.

Die hippocampalen Neurone reagierten dahingegen viel sensitiver auf oxidativen
Stress als Astrozyten und wurden somit stirker von oxidativem Stress geschiddigt. Neurone

sind zwar auch iiber Gap Junctions miteinander gekoppelt, bilden aber nur regional begrenzte
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Netzwerke zur Regulation der elektrischen Synchronisation (Sohl et al., 2005; Fukuda, 2007).
Sie sind u.a. daher vulnerabler gegeniiber Stressfaktoren als Astrozyten. Das spiegelt sich
auch in der spezifischen Schidigung der pyramidalen Neurone der CA1/3- Region und der
Interneurone der DG-Region in den hippocampalen Schnitten nach H,O,-Behandlung wieder.
In Gegenwart von CRH zeigte sich jedoch eine Reduktion der Stress-induzierten neuronalen
Schiadigung in den hippocampalen Schnitten. Cx43 ist das Hauptprotein astrozytirer Gap
Junctions. Western Blot-Experimente zeigten, dass nach CRH- oder Urocortin-Behandlung
primdre Astrozyten und Gliazellen der hippocampalen Schnitte mehr Cx43-Protein bilden und
die Phophorylierung von Cx43 erhohen. Die astrozytdre Kopplung scheint daher in den
hippocampalen Schnitten eine groe Rolle fiir das neuronale Zelliiberleben zu haben.

Auch in Astrozyten-Neuron-Co-Kulturen zeigte sich, dass die Verbindung der Astrozyten
iiber Cx43-Gap Junctions das neuronale Zelliiberleben bei oxidativem Stress stark beeinflusst.
Die Verminderung der Cx43-Expression in den Astrozyten liber eine Transfektion mit Cx43
siRNA reduzierte das Uberleben der Neurone nach Behandlung mit H,O, im Vergleich
Neuronen, die mit ns siRNA transfizierten Astrozyten co-kultiviert wurden.

Diese Ergebnisse deuten auf eine wichtige Rolle der Astrozyten fir die
Neuroprotektion hin. Entscheidend fiir diese protektive Rolle der Astrozyten scheint Cx43
und die Kopplung der Astrozyten iiber Gap Junctions zu sein. Interessanterweise kann das
von Neuronen sekretierte CRH die Cx43-Expression und die Gap Junction-Kommunikation

steigern.

4.3.7 Mechanismen der Neuroprotektion iiber eine CRH-induzierten Cx43-

Expression

Wie eine CRH-induzierte Verstirkung der Cx43-Expression Neurone nach toxischen
Einfliissen unterstiitzen kann, wurde in verschiedenen Ansitzen untersucht. Die Analyse der
Proteincarbonylierung als ein Marker oxidativen Stresses zeigte eine erhohte Carbonylierung
der Zellen nach Behandlung mit dem Amyloid  Peptid. Dieser Effekt wurde verstérkt, wenn
die Zellen geringe Cx43-Spiegel durch Transfektion mit Cx43 siRNA besalen. Cx43 scheint
daher den oxidativen Stress innerhalb der Zellen fiir Proteine und evtl. auch andere zelluldre
Komponenten zu verringern.

Zudem konnte ein interessanter Zusammenhang zwischen der CRH-induzierten

BDNF-Expression und der CRH-geforderten Cx43-Expression hergestellt werden. BDNF, das
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bereits als neurotropher Faktor beschrieben wurde, forderte auch die Cx43-Expression.
Andere neurotrophe Faktoren konnten daher auch die Expression von Cx43 oder anderen Gap
Junction-Proteinen zeit- und zelltypspezifisch regulieren und so die Vulnerabilitit der Zellen
gegentiiber oxidativem Stress beeinflussen.

In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass eine CRH-induzierte Erhohung der Cx43-
Expression und Verstiarkung der Gap Junction-Kommunikation fiir den Schutz der Neurone
nach toxischen Einfliissen verantwortlich ist. Ob CRH neben Cx43 auch die Expression
weiterer Gap Junction-Proteine, die von Neuronen und Mikroglia gebildet werden, verdndert
und ob diese potentiellen Anderungen der Gap Junction-Kommunikation gegen neurotoxische
Einfliisse wirken, muss noch gezeigt werden. Aktivierte Mikroglia, die CRH-Rezeptoren
exprimieren konnten zusitzliche molekulare Ziele des CRH sein. Es ist bereits bekannt, dass
die Aktivierung von Mikroglia durch Lipopolysaccharide die astrozytire Cx43-Expression
und die Gap Junction-Kommunikation inhibiert (Meme et al., 2006). Fiir Urocortin wurde
nachgewiesen, dass es die Mikroglia-Aktivierung hemmt und somit dopaminerge Neurone vor
dem Lipopolysaccharid-induziertem Zelltod schiitzt (Wang et al, 2007). Ob diese
Neuroprotektion auch astrozytdre Gap Junctions betrifft oder auf mikrogliale Gap Junctions
beschrankt ist, ist unklar. Neuroprotektive Effekte des CRH konnten auch in priméren
Neuronen aus unterschiedlichen Hirnregionen, die ohne Astrozyten kultiviert wurden,
beschrieben werden (Bayatti et al., 2003). Es bleibt daher offen, ob neuronale Gap Junctions
auch von CRH reguliert werden konnen und zur Neuroprotektion beitragen oder ob CRH
andere neuroprotektive Mechanismen aktiviert. Ein Einfluss neuronaler Connexine auf das
Zelliiberleben wurde bisher nur in der Arbeit von Condorelli et al. untersucht (Condorelli et
al., 2003). Exzitotoxischer Stress fiihrte in apoptotischen Neuronen zu einer Hochregulation
der Cx26 und Cx45 mRNA, hatte jedoch keinen Einfluss auf die Cx26- und Cx45-
Proteinspiegel. Zudem war der Proteinspiegel von Cx36, dem am stdrksten exprimierten
neuronalen Connexin, herunterreguliert. Es ist daher zu vermuten, dass neuronale Connexine
nicht flir das Zelliiberleben entscheidend sind.

Es ist jedoch festzuhalten, dass CRH das astrozytire Cx43-Protein und somit die
astrozytire Cx43-Gap Junction-Kommunikation hochreguliert. Astrozyten sind der
Hauptzelltyp im Gehirn und bilden iiber Gap Junctions ein Synzytium, in das die Neurone
eingebettet sind (Dermietzel, 1998). Zudem sind sie bidirektionale Kommunikationspartner
im ZNS, sie erhalten Signale von den benachbarten Neuronen und antworten auf diese mittels
Freisetzung neuroaktiver Substanzen, energiereicher Substrate, trophischer Faktoren und

antioxidativer Substanzen (Tsacopoulos und Magistretti, 1996; Araque et al., 1998). Sie
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regulieren sowohl die Aufnahme des exzitotoxischen Neurotransmitters Glutamat und des
inhibitorischen Neurotransmitters GABA aus dem synaptischen Spalt, als auch die Natrium-
und Kalium-Homoostase (Hansson et al., 2000). Astrozyten enthalten auch die hdchsten
Mengen verschiedenster Antioxidantien im Gehirn (Peuchen et al., 1997; Wilson, 1997,
Dringen et al., 2000) und unterstiitzen andere Zelltypen, vor allem Neurone, in der Abwehr
von oxidativem Stress (Dringen et al, 2000). Da oxidativer Stress die Progression
neurodegenerativer Krankheiten wie AD, PD oder amyotropher Lateralsklerose mafigeblich
beeinflusst (Bains und Shaw, 1997; Schulz et al., 2000), haben Anderungen der astrozytiren
Funktion einen starken Einfluss auf das Uberleben der Neurone und die Pathologie von

neurodegenerativen Krankheiten.

4.3.8 Relevanz von Cx43 fiir die Pathologie neurodegenerativer Krankheiten

Ein Hauptmerkmal aller neurodegenerativen Krankheiten ist die reaktive Astrozytose,
die Proliferation der Astrozyten, die durch geschéddigte Neurone ausgelost wird (Norenberg,
1994). Fehlen reaktive Astrozyten, sind nach Zellschidigung mehr Neurone vom Zelltod
betroffen als unter Kontrollbedingungen (Bush et al., 1999; Faulkner et al., 2004). Reaktive
Astrozyten wurden in beiden Studien aus dem Gehirn dadurch entfernt, indem sie die Herpes
Simplex Virus-Thymidine Kinase unter einem Gfap-Promotor exprimierten und mit dem
antiviralen Agenz Ganciclovir behandelt wurden. Hirngewebe, dem GFAP-positive
Astrozyten fehlten zeigten substantielle neuronale und oligodendrozytdre Degeneration sowie
Demyelinierung der Axone. Auch eine Blockade der Gap Junctions mittels 18a-
Glycyrrhetinsdure, die die Gap Junction-Kommunikation modifiziert, erhoht die neuronale
Vulnerabilitit gegeniiber oxidativem Stress (Blanc et al., 1998). Dies konnte in dieser Arbeit
in Neuron-Astrozyten-Co-Kulturen und in organotypischen hippocampalen Schnitten bestétigt
werden. Einen Uberblick iiber den potentiellen Einfluss der Astrozyten und des astrozytiren
Netzwerks auf neurodegenerative Krankheiten gibt Abb. 4.2.

Verdanderungen der astrozytdren Cx43-Expression und der Gap Junction-
Kommunikation wurden bei Hirnpathologien neurodegenerativer Erkrankungen wie AD, HD
und PD beobachtet (Rozental et al., 2000; Rouach et al., 2002). Alzheimer Patienten weisen in
geschidigten Hirnarealen eine gesteigerte Immunfarbung fiir Cx43 in Astrozyten um
amyloide Plaques und um geschéddigte Neuronen auf (Nagy et al., 1996). In vitro Studien in
PC12-Zellen zeigten, dass das Amyloid B Peptid fiir die hohere Cx43-Expression und eine
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gesteigerte Gap Junction-Kommunikation verantwortlich ist (Lynn et al, 1995). In
betroffenen Gehirnbereichen von Huntington Patienten konnte auch eine verstirkte Cx43-
Expression zusammen mit einem verstirkten GFAP-Signal um betroffene Neuronen
nachgewiesen werden (Vis et al., 1998), die Expression der Gap Junction-Proteine Cx26 und
Cx32 blieb jedoch unverindert. In einem Ratten-Parkinson-Modell wurde auch deutlich, dass
die Cx43-Expression erhoht war und die Behandlung mit dem trophen Faktor FGF-2
(fibroblast growth factor 2) zu einer weiteren Verstirkung des Cx43-Proteinniveaus fiihrte
(Rufer et al., 1996).

Die Modulation der astrozytidren Cx43-Expression und der astrozytdren Gap Junction-
Kommunikation scheint daher relevant fiir die Pathologie neurodegenerativer Krankheiten zu
sein und weist zudem auf die physiologische Bedeutung eines funktionalen astrozyiren

Synzytiums fiir das neuronale Zelliiberleben hin.
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Abb. 4.2 potentieller Einfluss geschidigter Astrozyten auf neurodegenerative Krankheiten

1) Stérung des Glutamat-Transports erhoht die synaptische Glutamat-Konzentration und 16st Exzitotoxizitit aus
(Maragakis et al., 2004). 2) Amyloid B Peptid interagiert mit Gap Junctions und veréndert interzellulire Ca*'-
Signale und die gliale Kommunikation (Haughey und Mattson, 2003). 3) NO stimuliert die astrozytiare Sekretion
von GSH, das von Neuronen als Antioxidanz gegeniiber oxidativem Stress verwendet wird (Damier et al., 1993).
4) Neuronen, die von mutanten Astrozyten umgeben sind, bilden Proteinaggregate, axonale Pathologien und
zeigen eine erhdhte Vulnerabilitiat gegeniiber toxischen Einfliissen (Clement et al., 2003; Forman et al., 2005;
Shin et al., 2005). 5) Amyloid B-positives Material kann in Astrozyten von AD-Patienten detektiert werden
(Wisniewski et al., 1991). 6) Akkumulation mutanter Superoxid-Dismutase 1 in Astrozyten in ALS (Watanabe et
al., 2001) 7) Kommunikation zwischen verletzten und verdnderten Astrozyten kann die Funktion gesunder
Astrozyten beeinflussen (Siushansian et al., 2001). Abb. nach Maragakis and Rothstein, 2006
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4.4 Ausblick

Identifizierung weiterer CRH-Zielgene, die Neuroprotektion vermitteln

Die vorliegende Arbeit verdeutlichte zum ersten Mal, dass CRH auch in vivo neuroprotektiv
gegeniiber exzitotoxischem Stress wirken kann. Zudem konnte gezeigt werden, dass eine
CRH-induzierte Neuroprotektion iiber die Hochregulation des Neurotrophins BDNF und iiber
eine Verstdrkung der astrozytiren Gap Junction-Kommunikation vermittelt wird. Einen
Uberblick iiber die CRH-induzierte Neuroprotektion und iiber die beteiligten Faktoren gibt die
Abb. 4.3 wieder.

Transfer
neurotropher
Faktoren,
Verdiinnung
von Toxinen

Gap Junction-
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Protektion

o durch
e - SN intrazellulires
&’Iasmamembran 4 Cx43 ?

Abb. 3.4 Die CRH-induzierte Neuroprotektion

Die CRH-induzierte Neuroprotektion wird iiber die Hochregulation des Neurotrophins BDNF und des Gap
Junction-Proteins Cx43 vermittelt. Diese Effekte erfolgen iiber die Aktivierung des CRH-Rezeptor 1 und
nachfolgend der PKA- und MAPK-Signalwege.

Die BDNF-Synthese erfolgt nach neuronaler Aktivierung, dabei wird zunichst eine glykosylierte proBDNF-
Form synthetisiert, die darauf interzellulédr in die reife BDNF-Form umgewandelt und in Vesikeln gespeichert
wird. BDNF wird nach Depolarisation der Neurone sezerniert und wirkt parakrin und/oder autokrin. Reifes
BDNF bindet mit hoher Affinitdt an den TrkB-Rezeptor und fordert das Zelliiberleben.

Zudem induziert CRH PKA- und MAPK-abhingig eine Erhéhung der astrozytdren Cx43-Expression und eine
Verstirkung der Gap Junction-Kommunikation. Uber die Verstirkung der astrozytiren Gap Junction-
Kommunikation und somit der interzelluliren Kommunikation werden schnell toxische Molekiile verdiinnt,
Energiesubstrate und protektive Faktoren verteilt und Ionen abpuffert, wodurch Schiadigungen in den Zellen
reduziert werden.
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Obwohl CRH auf zelluldrer Ebene neuroprotektiv wirkt und auch das Lernen und die
Merkféhigkeit positiv beeinflusst, zeigt es negative Wirkungen auf die menschliche Psyche.
Ergebnisse klinischer Studien legen bereits einen kausalen Zusammenhang zwischen der
CRH-Hypersekretion, die mit erhohter HPA-Aktivitit und Hypophysen-/Nebennierenrinde-
Hypertrophie einhergeht, und chronischen Depressionen oder Angststorungen nahe (Owens
und Nemeroff, 1993; Behan et al., 1996; Steckler und Holsboer, 1999). Deshalb wére eine
Behandlung neurodegenerativer Krankheiten durch eine Erhdhung der CRH-Konzentration
nur in einem bestimmten Konzentrationsrahmen denkbar. Daher sollten weitere CRH-
Zielgene erforscht werden, um spezifische neuroprotektive Signalwege und deren
Komponenten zu identifizieren, die dann als Grundlage therapeutischer Maflnahmen dienen

konnten. Die Identifizierung des Cx43-Proteins konnte einen solchen Ansatz liefern.

Modulation der interzelluiren Kommunikation zwischen Neuron-Gliazellen sowie
zwischen Glia-Gliazellen als potentielles therapeutisches Ziel

Bisher galt die klassische Ansicht, dass ZNS-Krankheiten primir ,,Neuro‘-degenerative
Erkrankungen sind, d.h. dass eine spezifische neuronale Population sehr vulnerabel gegeniiber
einem toxischen Einfluss, z.B. der Akkumulation eines mutanten Proteins, ist und ihre
Funktion nicht mehr ausiiben kann. Daher lag der Focus bei der Suche nach Therapien fiir
neurodegenerative Krankheiten auf der Gabe von fehlenden Neurotransmittern wie dem
Glutamat-Rezeptor-Antagonist fiir die Behandlung von AD oder Dopamin fiir PD. Zudem
wurden viele Studien durchgefiihrt, um protektive Strategien zur Behandlung neuronaler
Zellen zu entwickeln. Zurzeit zeigen jedoch viele Arbeiten, dass die Neurodegeneration stark
von der Toxizitdt oder einer mutanten Proteinexpression in neuronalen wie auch in nicht-
neuronalen Zellen, den Astrozyten, Oligodendrozyten und Mikroglia, in der Umgebung eines
vulnerablen Neurons beeinflusst wird (zur Ubersicht: Lobsiger und Cleveland, 2007). Es ist
jedoch unklar, ob die Interaktion zwischen Glia-Gliazellen oder Gliazellen-Neuronen Ursache
der Neurodegeneration ist oder ob sie zu ihr beitrdgt. Denkbar ist, dass die Toxizitét in einem
betroffenen Neuron bei Gliazellen schidigende Reaktionen stimulieren kann. Auch eine
Toxizitdt oder die Expression eines mutanten Proteins in Gliazellen konnte die normale
Gliazellfunktion storen und zur Verstirkung einer bereits vorhandenen Schidigung beitragen
oder sogar die Ursache einer Neurotoxizitdt darstellen. Co-Kulturen von primdren mutanten
SOD1-exprimierenden Astrozyten mit primidren Motorneuronen zeigten, dass diese

Astrozyten das neuronale Zelliiberleben stark beeintrachtigten (D1 Giorgio et al., 2007). Eine
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andere Studie zeigte, dass Motorneuronen, die mutantes SODI1 in hohen Mengen
exprimierten, besser iiberlebten, wenn sie von Wildtyp-Gliazellen umgeben waren (Clement
et al., 2003). Diese Studien verdeutlichen die wichtige Rolle der Gliazellen beim Erhalt einer
normalen Neuronenfunktion und in der Pathologie von neurodegenerativen Krankheiten.

Zukiinftige Therapieansdtze fiir neurodegenerative Erkrankungen sollten daher auch
die wichtige Rolle der Gliazellen, speziell der Astrozyten, einbeziehen. Zudem ist es denkbar,
dass bereits géngige neuroprotektive Therapeutika auch die Glia-Gliazell- oder die Neuron-
Gliazell-Interaktion stiarken. Ein Beispiel ist das Antibiotikum Ceftriaxon, das die astrozytére
Genexpression und die Glutamat-Transporterexpression und Funktion in verschiedenen in
vitro und in vivo Modellen sowie in transgenen Modellen chronischer Neurodegeneration
(mutante SOD1-Mausmodelle) erhdhte (Rothstein et al., 2005). Zukiinftige Forschungen zur
Entwicklung von Therapien fiir neurodegenerative Erkrankungen sollten daher die
Modulation der Interaktionen/interzelludren Kommunikation zwischen Neuron-Gliazellen
sowie zwischen Glia-Gliazellen im Hinblick auf die Neuroprotektion in den Mittelpunkt
stellen.

In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass CRH die Expression von astrozytirem
Connexin43-Protein in vitro und in vivo induziert und einen Einfluss auf die astrozytire Gap
Junction-Kommunikation nehmen kann. Die Modulation der Kommunikation des astrozytéren
Synzytiums zeigte einen protektiven Effekt fiir das neuronale Zelliiberleben bei oxidativem
Stress. CRH ist ein zentraler Mediator im ZNS und es sind bisher nur wenige CRH-Zielgene
bekannt. Daher sollten zukiinftig neben CRH-Zielgenen in Neuronen auch Zielgene in
Gliazellen identifiziert werden und ihr Beitrag zur Neuroprotektion als Basis neuer Therapien

neurodegenerativer Erkrankungen untersucht werden.
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5. Zusammenfassung

Das Corticotropin Releasing Hormon (CRH) ist ein zentraler Mediator des neuroendokrinen
Systems von Sdugetieren und kontrolliert die physiologische Stressreaktion des Korpers.
Zudem zeigten in vitro Daten, dass es Neuroprotektion gegeniiber oxidativem Stress
induzieren kann. In der vorliegenden Arbeit konnte erstmals ein neuroprotektiver Effekt des
CRH in vivo gezeigt werden. Die Uberexpression des CRH im ZNS von Miusen konnte
Nervenzellen in vivo vor Exzitotoxizitit schiitzen; nach Injektion des Exzitotoxins Kainat
verkiirzte die CRH-Uberexpression die Dauer der epileptischen Anfille, schiitzte die Neurone
der betroffenen Hippocampusregion vor Zelltod und verhinderte die bei Exzitotoxizitdt und
vielen neurodegenerativen Erkrankungen aufiretende Neuroinflammation. Desweiteren
konnten in CRH-iiberexprimierenden Tieren erhohte BDNF-Proteinspiegel nachgewiesen
werden. BDNF, ein bedeutender neurotropher Faktor im ZNS, vermittelt daher teilweise die
CRH-induzierte Neuroprotektion gegeniiber der Exzitotoxizitét in vivo.

Im Rahmen dieser Arbeit wurde mit Connexin43, dem Haupt-Gap Junction-Protein
der Astrozyten, ein neues CRH-Zielgen im ZNS identifiziert. Es konnte erstmals gezeigt
werden, dass CRH sowohl die Expression des Connexin43-Gens als auch den Connexin43-
Proteinspiegel in vitro und in vivo erhoht. Diese Effekte werden iiber die Aktivierung des
CRH-Rezeptor 1 und nachfolgend der PKA- und MAPK-Signalwege vermittelt. In
Ubereinstimmung mit der Hochregulation des Connexin43-Proteinspiegels verstirkte CRH
auch die interzellulire Kommunikation iiber Gap Junctions. Physiologisch hat diese CRH-
induzierte Verstdarkung der astrozytdren Gap Junction-Kommunikation eine grofle Bedeutung
fiir die Neuroprotektion, da eine Hochregulation der interzelluliren Kommunikation schnell
toxische Molekiile verdiinnt, Energiesubstrate und protektive Faktoren verteilt und Ionen
abpuffert. Dadurch werden Schidigungen durch oxidativen Stress in den Zellen reduziert, was
iiber die Analyse der Proteincarbonylierung gezeigt wurde. Die Relevanz der astrozytiren
Gap Junction-Kommunikation fiir das Uberleben der Neurone konnte in organotypischen
hippocampalen Schnitten und in Neuron-Astrozyten-Co-Kulturen deutlich gemacht werden.

Die im Rahmen der vorliegenden Arbeit gewonnenen Daten zeigen, dass die Stress-
induzierte Sekretion von CRH im ZNS zur verstirkten Expression neuroprotektiver Molekiile
wie BDNF und Connexin43 beitrdgt. Diese vermogen Neurone gegeniiber toxischen
Einfliissen zu schiitzen und zum Erhalt ithrer Funktion beizutragen. Die protektiven CRH-
Effekte konnten speziell bei chronischen neurodegenerativen Krankheiten wie der

Alzheimerschen Demenz und der Parkinsonschen Krankheit hilfreich sein.
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7. Anhang

7.1 Abkiirzungsverzeichnis

AB Amyloid B Peptid

APP Amyloid-Vorlauferprotein (Amyloid Precursor Protein)
APS Ammoniumpersulfat

ATP Adenosintriphosphat

BDNF Brain Derived Neurotrophic Factor

CA-Region Cornus Ammonis-Region

COE Conditional overexpressors

CRH CorticotropinReleasing Hormone

C-Terminus
Cx43

dH20
DAPI
DMEM
DMSO
DNA

ECL

FBS

GFAP

h
HPA-Achse
ip.

min
N-Terminus
PAA

PAGE

PBS

PCR

RNA

rpm

SDS

sec

TBS
TEMED
Tris

U

Ucn

ZNS

Carboxy-Terminus eines Proteins oder Peptids
Connexin43

destilliertes Wasser
4',6-Diamidino-2-phenylindol

Dulbecco’s modified Eagles’s medium
Dimethylsulfoxid

Desoxyribonukleinsdure (Desoxyribonucleic acid)
Enhanced Chemiluminescence

Fotales Rinderserum (fetal bovine serum)
Glial Fibrillary Acidic Protein

Stunde (hour)
Hypothalamic-Pituitary-Adrenal axis
intraperitoneal

Minute

Amino-Terminus eines Proteins oder Peptids
Polyacrylamid
Polyacrylamid-Gelelektrophorese

Phosphat Buffered Saline

Polymerase-Kettenreaktion (Polymerase chain reaction)

Ribonukleinsdure (Ribonucleic acid)
Umdrehungen pro Minute

Natriumdodecylsulfat (Sodium dodecyl sulphate)
Sekunde

Tris buffered saline
N’,N’,N’,N’-Tetramethylethylendiamin
Tris(hydroxymethyl)-aminomethan

Einheit (unif)

Urocortin

zentrales Nervensystem
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