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1 EINLEITUNG

1.1 SH-SY5Y-Zellen - ein neurobiologisches Zellsystem

SH-SY5Y ist eine klonale Sublinie der Neuroblastom-Zelllinie SK-N-SH, die 1970 aus
dem Knochenmarkbiopsiematerial eines 4-jahrigen Madchens mit metastasierendem
Neuroblastom gewonnen wurde (Biedler et al. 1973, Jalava et al. 1990).

Die epithel- und neuronenahnlichen Zellen sind adharent und wachsen einschichtig
in Zellverbanden ohne véllige Konfluenz. Ihre Verdopplungszeit betragt >55 Stunden
und sie besitzen einen diploiden Karyotyp mit 1,8 % Polyploidie. Sie produzieren
Dopamin und exprimieren Dopaminrezeptoren (Biedler et al. 1978, Decker et al.
1993). Die Zellen sind ein etabliertes Modell fur dopaminerge Zellen bei der
Untersuchung verschiedener neuronaler Krankheiten (Cassarino et al. 1997, Gomez-
Santos et al. 2002, Tiffany-Castiglioni et al. 1982). Werden die Zellen mit Retinsaure
behandelt, in diesem Fall Gber einen Zeitraum von 5 Tagen mit 5 pM, bilden sie
Auslaufer und haben dadurch einen neuronenartigen Phanotyp (Encinas et al. 2000).
SH-SY5Y-Zellen exprimieren JNK1 und JNK2.

1.2 Apoptose und ihre Bedeutung

Im Koérper des Menschen finden standig Prozesse statt, die ein kontrolliertes
Absterben von Zellen notwendig machen. Dieser als Apoptose, physiologischer oder
programmierter Zelltod (programmed cell-death, PCD), bezeichnete Vorgang wird
genetisch  kontrolliert und ist durch biochemische und morphologische
Charakteristika gekennzeichnet (Kerr et al. 1972). Hierzu zahlen im Wesentlichen
Zellschrumpfung, Kern- bzw. DNA-Fragmentierung, Chromatinkondensation,
Vesikelbildung (,membrane blebbing“) und die Bildung von apoptotischen
Korperchen (,apoptotic bodies®). Da es hierbei zu keiner Freisetzung intrazellularer
Bestandteile nach auf3en und anschlieBender Aufnahme durch phagozytierende
Zellen kommt, wird im Gegensatz zur Nekrose, dem sogenannten pathologischen
Zelltod, keine Entziindungsreaktion ausgeldst. Apoptose findet sich u.a. als Antwort
auf zellularen Stress (z.B. UV-Strahlung), bei der embryonalen Entwicklung von

Fingern (das Gewebe zwischen den Fingern geht unter), bei immunologischen



Prozessen (z.B. Toleranzentwicklung, Eliminierung infizierter Zellen) und der
Homoostase bestimmter Gewebe (z.B. der Haut). Gerat dieses Gleichgewicht aus
Zellproliferation und Zelluntergang aul3er Kontrolle, kann es je nach Verschiebung
zur Entstehung von Tumoren oder Autoimmunerkrankungen im Falle verminderter
Apotose (Brown und Attardi 2005), bzw. AIDS und Neurodegenerativen
Erkrankungen bei gesteigerter Apotose kommen (Thompson 1995, Alenzi 2005). Aus
diesem Grund ist das Verstandnis der unterschiedlichen Signalkaskaden, die zur
Apoptose fuhren, von groRer Bedeutung und ermdglicht die Entwicklung gezielter

Therapieansatze zur Krankheitsbekampfung (Fischer und Schulze-Osthoff 2005).

1.3 6-Hydroxydopamin (6-OHDA)

1.3.1 Chemie

6-Hydroxydopamin (6-OHDA) ist ein Analogon des Dopamins, das an Position 6
seines Sechsrings statt des Wasserstoffs eine Hydroxylgruppe hat (Abb. 1). Da es
beim physiologischen pH-Wert von ca. 7,4 instabil ist, zerfallt es in sein
entsprechendes para-Chinon und gibt dabei ein Superoxidradikal (O, ) ab, das zu

H202 weiterreagiert.

OH
HO

OH

Abb. 1: Reaktion von 6-Hydroxydopamin in sein Chinon unter Abgabe reaktiver

Sauerstoffverbindungen



Sowohl das entstehende Superoxidradikal als auch H202 sind als reaktive
Sauerstoffverbindungen in hohem Mal3e toxisch fir jede Zelle, indem sie die Zelle

direkt abtoten oder Apoptose induzieren.

1.3.2 Wirkung von 6-Hydroxydopamin auf Zellen in vivo und in vitro

6-Hydroxydopamin (6-OHDA) wird nur von Neuronen oder neuronenahnlichen Zellen
aufgenommen, welche die Neurotransmitter Noradrenalin und Dopamin ausschutten.
Von entscheidender Bedeutung fur den Effekt des 6-OHDA auf Zellen ist das
Wechselspiel zwischen reaktiven Sauerstoffmetaboliten und Apoptose. Neben der
Induktion von Apoptose durch Sauerstoffmetabolite und oxidativen Stress (Buttke
und Sandstrom, 1994) dienen die Sauerstoffmetabolite in gesunden Zellen auch als
Signalmolekile (Kane et al. 1993; Greenlund et al. 1995). Sie erhohen die
intrazellulare Glutathion-Konzentration (Kane et al. 1993; Ferrari et al. 1995) sowie
die Expression der Enzyme Glutathion-Peroxidase (Hockenberry et al. 1993),
Superoxid-Dismutase (Kane et al. 1993; Greenlund et al. 1995) und Catalase
(Sandstrom & Buttke 1993). Diese Enzyme senken die Konzentration der
Sauerstoffradikale und hemmen die Apoptose. Die proapoptotische Wirkung von 6-
OHDA auf Neuroblastomzellen wurde bereits 1970 von Angeletti und Levi-Montalcini
in neugeborenen (Angeletti et al. 1970a) und adulten (Angeletti et al. 1970b)
Nagetieren nachgewiesen, der therapeutische Einsatz dieses Effektes konnte

allerdings nicht Gberzeugen (Kushner et al. 1991).

1.4 Mitogen-aktivierte Proteinkinasen (MAPK)

Mitogen-aktivierte Proteinkinasen (MAPK) gehoren zur Gruppe der Serin-/Threonin-
Proteinkinasen und sind ein wichtiger Bestandteil verschiedener Signalwege der
Zelle (Robinson und Cobb, 1997). Sie werden durch Phosphorylierung von MAP-
Kinasen-Kinasen (auch MAPKK oder MAP2K genannt) aktiviert, die ihrerseits durch
MAP-Kinasen-Kinasen-Kinasen (MAPKKK, MAP3K) phosphoryliert werden. Die
MAPK-Signalkaskade (Abb. 2) wird durch physiologische und pathophysiologische
Stimuli mittels G-Proteinen oder Rezeptor-assoziierten Proteinen in Gang gesetzt
(Herdegen et al. 1997). Die MAPKs selbst kénnen sowohl zytoplasmatische

Substrate als auch Transkriptionsfaktoren phosphorylieren (Kyriakis und Avruch



2001). Grundsatzlich werden 3 Signalwege unterschieden, die jedoch auf
verschiedenen Ebenen interagieren konnen (Schaeffer und Weber 1999):
extrazellular signal-regulierte Kinasen (ERK 1 und 2), c-Jun N-terminale Kinasen
(JNK) und p38-mitogenaktivierte Proteinkinase (p38-MAPK). Gegenstand dieser
Arbeit sind JNK und p38, die auch als Stress-aktivierte Proteinkinasen (SAPK)
bekannt sind.

Rezeptor- GProtein-
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Kinasen Zellstress Rezeptoren
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Abb. 2: Signaltransduktionswege der Mitogen-aktivierten Proteinkinasen (MAPK)

1.4.1 Stress-aktivierte Proteinkinasen (SAPK)

1.4.1.1 c-Jun N-terminale Kinase (JNK)

Die MAPK-Familie der JNKs umfasst die ubiquitdr vorkommenden Isoformen JNK1
und JNK2 sowie JNK3, welches vor allem im Gehirn, dem Herzen und den Hoden
gebildet wird (Herdegen et al. 1999, Kyriakis und Avruch 2001). Durch alternatives
SpleiRen am C-terminalen Ende entstehen 4 (JNK1 und JNK2) bzw. 2 (IJNKS3)
Isoformen mit einem Molekulargewicht von 46 kDa oder 54 kDa (Gupta et al. 1996).
Modifizierte Domanen an Position 9 und 10 sind fur die beiden zusatzlichen
Isoformen von JNK1 und JNK2 verantwortlich (Kyriakis et al. 1994). Die JNKs sind zu
88-90 % homolog (Carletti et al. 1995), ihre Aktivierung erfolgt kooperativ durch die
MAP2Ks MKK4 und MKK7 am Tyrosin- bzw. Threonin-Rest. lhnen vorgeschaltet



konnen verschiedene MAP3Ks am Anfang der Signalkaskade stehen. MKK4
phosphoryliert bevorzugt an der Aminosaure Tyrosin und MKK7 am Threonin. Sie
werden durch Serin- und Tyrosin-Phosphatasen oder spezifische MAPK-
Phosphatasen inaktiviert (Manning und Davis 2003). JNKs spielen eine wichtige
Rolle sowohl fur physiologische als auch pathophysiologische Vorgange in der Zelle.
Erstmals 1993 durch Hibi et al. als Stress-aktivierte Proteinkinasen (SAPK)
beschrieben, sind sie vor allem untersucht worden im Zusammenhang mit zellularem
Stress und Apoptose, ausgeldst beispielsweise durch UV-Strahlung, Hitzeschock (Ip
und Davis 1998), ionisierende Strahlung, DNA-schédigende Substanzen und
Chemotherapeutika, Zytokine sowie Wachstumsfaktoren (Kharbanda et al. 1995;
Deng et al. 2001). JNKs sind aul3erdem an verschiedenen Krankheiten wie Diabetes
mellitus, Rheumatoider Arthritis, Atherosklerose, Schlaganfall, Morbus Alzheimer und
Parkinson beteiligt (Waetzig und Herdegen 2006). DarUber hinaus sind die einzelnen
JNKs aber auch in eine Reihe von wichtigen physiologischen Vorgangen involviert
und zeigen auch antiapoptotische Eigenschaften (Waetzig et al. 2006). So ist JNK1
fur eine intakte Zytoarchitektur des Gehirns erforderlich (Chang et al. 2003), JNK2 fur
die Aktivierung von Immunzellen (Yang et al. 1998) und die JNK3-p54 Isoform
steigert die Proliferation und Neuritenbildung in PC12 Zellen, einer Zellinie aus
Ratten (Waetzig und Herdegen 2003). Vermittelt werden diese teilweise
gegensatzlichen Effekte durch die Phosphorylierung einer Vielzahl von
cytoplasmatischen Substraten wie IRS-1 (Insulin Rezeptor Substrat 1), MAP2A
(Mikrotubulus-assoziertes Protein 2A) und Bcl-2 oder die Transkriptionsfaktoren c-
Jun, ATF2 und EIk1. Je nach Isoform zeigen die JNKs unterschiedliche
Bindungsaffinitat zu ihren Substraten, so dass z.B. JNK1 25-fach starker an c-Jun
bindet als JINK2 (Kallunki et al. 1994). Von entscheidender Bedeutung fur die Art und
Intensitat des Signals sind die Scaffold-Proteine, vor allem die JNK-Interaktions-
Proteine (JIPs), welche die MAP3Ks, die beiden MAP2Ks MKK4 und MKK7 und die
JNKs in raumliche Néahe zueinander bringen und auf diese Weise unterschiedlich
arrangierte Komplexe bilden. Diese sogenannten Signalosomen geben letztendlich
die verschiedenen intra- und extrazellularen Reize stimulus-, kompartment- und
zellspezifisch weiter (Morrison and Davis 2003). Durch Hemmung spezifischer
Signalosomdoménen konnte die Madoglichkeit entstehen, selektiv unerwinschte
pathophysiologische Effekte der JNK Isoformen zu unterdriicken, ohne die

elementaren zellbiologischen Signaltransduktionswege mit ihren Nebenwirkungen zu



beeinflussen, wie es zwangslaufig bei genereller Inhibiton der JNK Isoformen bzw.
MAPKSs geschieht (Herdegen et al. 1997). Erste positive Ergebnisse wurden bereits
1998 mit CEP-1347 erzielt. Das Molekil hemmte den Untergang von Neuronen in
Tierversuchen durch Blockierung bestimmter JNK-vermittelter Signalwege (Maroney
et al. 1998). Eine Kurzzeitstudie an Patienten belegte zwar die Sicherheit in der
Anwendung (Parkinson Study Group 2004), aktuelle Langzeitergebnisse zeigten
jedoch keinen Nutzen in der Behandlung von Parkinson im Friuhstadium (Parkinson
Study Group PRECEPT Investigators 2007).

1.4.1.2 p38-mitogenaktivierte Proteinkinase (p38-MAPK)

Bei den p38-MAPKs werden mindestens 4 Isoformen unterschieden: p38a-MAPK,
p38B-MAPK, p38y-MAPK und p38d-MAPK. Sie werden durch vielfaltige Stimuli, wie
z.B. die Entzindungszytokine Interleukin-18 (IL-1B3) und Tumornekrosefaktor a
(TNFa), Lipopolysaccharide, verschiedene andere Stressoren wie UV-Strahlung
(Keyse 1995), oxidativen Stress und Hyperosmolaritat (Haussinger et al. 1999,
Shapiro et al. 1995) aber auch den koloniestimulierenden Wachstumsfaktor 1
(colony-stimulating factor 1, CSF-1) (Foltz et al. 1997) aktiviert (Raingeaud et al.
1995, Jiang et al. 1996). Phosphoryliert werden die p38-Kinasen von den MAP2Ks
MKK3 und MKK®6, die ihrerseits durch eine Vielzahl von MAP3Ks phosphoryliert
werden konnen. Trotz der grundséatzlich voneinander unabh&ngigen Signalmodule
geschieht dies durch Interaktionen im Allgemeinen parallel zu den JNKs (Mendelson
et al. 1996). Die Aktivierungsintensitat bei der anschliel3enden Phosphorylierung von
cytoplasmatischen Substraten oder Transkriptionsfaktoren hangt wie bei den JNKs
entscheidend von den Scaffold Proteinen ab. Je nach Stimulus und zellularem
Kontext kommt es zu teils gegensatzlichen Effekten, da ihre Aktivierung in Zellen
sowohl anti- (Park et al. 2002) als auch proapoptotisch (Xia et al. 1995) wirken kann.
1994 wiesen Lee et al. die wichtige Bedeutung der p38-MAPKs bei
Entzindungsreaktionen nach, weil ihre Hemmung zu einer verminderten Expression
von TNFa und IL-1B fuhrte. Der therapeutische Nutzen dieser Erkenntnis bei der
Behandlung entzindlicher Erkrankungen wie Morbus Crohn oder der Rheumatoiden
Arthritis ist Gegenstand zahlreicher Studien (Nishikawa et al. 2007, Arslan et al.
2006, Kaminska 2005). Erhohte Aktivitat von p38-MAPKs findet sich auch bei der

Parkinson- und Alzheimer-Krankheit (Johnson und Bailey, 2003). Darlber hinaus



konnte in jungerer Vergangenheit gezeigt werden, dass p38-MAPKs eine wichtige
Rolle bei der Entstehung von malignen Tumoren im Sinne eines Tumorsuppressors
spielen, da ihre Inhibition oder Mutation zu einer vermehrten Proliferation fuhren
kann (Brancho et al. 2003, Hui et al. 2007). Sie haben weiterhin Bedeutung bei der
Embryogenese (Allen et al. 2000).

1.5 Inhibitoren der MAP-Kinasen

1.5.1 SP600125

SP600125 (Abb. 3) ist ein Inhibitor der c-Jun N-terminalen Kinase (JNK). Durch
Bindung an die ATP-bindende Domane hemmt es kompetitiv und reversibel JNK1,
JNK2 und JNK3 (IC50 = 40-90 nM). Die hier verwendeten Konzentrationen von 1-2
UM zeigten keine Interaktionen mit ERK2 oder p38 (Bennett et al. 2001).

N——NH

0

Abb. 3: SP600125 (Anthra[1-9-cd]pyrazol-6(2H)-1)

1.5.2 SB203580

SB203580 (Abb.4) ist ein hochselektiver und zellpermeabler p38-MAPK-Inhibitor, der
durch kompetitive Bindung an die ATP-Bindungsstelle spezifisch die katalytische
Aktivitat der p38-MAP-Kinase hemmt (Lee et al. 1999). Durch eine Dosierung von 1
UM konnten die fir hohere Konzentrationen beschriebenen Effekte auf die
Phosphoinositid-abhangige Proteinkinase 1 (PDK1) sowie die Inhibition der JNK

vermieden werden (Davies et al. 2000).
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Abb. 4: SB203580 (4-[5-(4-Fluorophenyl)-2-[4-(methylsulfonyl)phenyl]-1H-imidazol-4-yl]pyridin)



1.6 Zielsetzung der Arbeit

Gegenstand dieser Arbeit ist die Beantwortung folgender Fragen:

1. Fahrt 6-OHDA zum Tod von SH-SY5Y Zellen?

2. Besteht ein Unterschied zwischen naiven und differenzierten SH-SY5Y Zellen
hinsichtlich des durch 6-OHDA induzierten Zelltods?

3. Welche SAPK werden durch 6-OHDA aktiviert?

4. Welche SAPK sind am Zelltod durch 6-OHDA beteiligt?



2 MATERIAL UND METHODEN

2.1 Chemikalien und Verbrauchsmaterialien

Die Tabelle 1 enthalt

eine Ubersicht

der verwendeten Chemikalien und

Verbrauchsmaterialien. Alle Chemikalien hatten den Reinheitsgrad pro analysi (p.a.).

Tabelle 1: Chemikalien und Verbrauchsmaterialien

Chemikalien und Verbrauchsmaterialien

Hersteller

2-Mercaptoethanol

6-OH Dopamin

IAcrylamid/ bis-acrylamid Lésung 37,5:1
All-trans Retinsaure

Aminhexansaure

IAmmoniumpersulfat
Bromophenolblau
Dimethylsulfoxide (DMSO)
di-Natriumhydrogenphosphat
Dye Reagent

ECL Plus

Ethanol (vergallt)

Eukobrom

Filterpapier

Foetales Kéalberserum (FCS)
Glycin

Hyperfilm ECL

Immobilon P 1500
Kaliumchlorid
Kaliumdihydrogenphosphat
Kryotubes (2 ml)
Magermilchpulver

Methanol

Natrium dodecyl sulfat (SDS)
Natriumchlorid

PBS (w/o Ca*" und Mg®")
Penicillin/Streptomycin-Lésung (10.000 1U / 10.000 pg/ml)
Phosphatase Inhibitor Cocktail 11
Pipetten (steril; 5/ 10/ 25 ml)

Pipettenspitzen (10 / 200 / 1000 pl)
Ponceau S
Proteinmarker, prestained, broad range

Reaktionsgefal? (0,5/1,5/2,0 ml)

Reaktionsgefal, steril (15 /50 ml)
SP 600125

SB 203580

TEMED

Tris

Trypanblau

Trypsin

Tween-20

Ultra Pure Water

\Western Blot Chemiluminescence Reagent Plus
Zellkulturschalen (Durchmesser 10 cm)
Zellschaber

Sigma, Miinchen

Sigma, Miinchen

Bio-Rad, Miinchen

Sigma, Miinchen
Merck-Schuchardt, Hohenbrunn

Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Biorad, Miinchen

IAmersham Biosciences, Freiburg
Bundesmonopol fur Branntwein (BfB), Offenbach
Tetenal, Norderstedt

\Whatman, Maidstone, UK

Bio Whittaker; Vervriers, Belgien
Merck, Darmstadt

lIAmersham Biosciences, Freiburg
Millipore, Eschborn

Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Greiner, Frickenhausen

Uelzena Milchwerke, Uelzen
Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt
Invitrogen/Gibco, Karlsruhe
Invitrogen/Gibco, Karlsruhe
Sigma, Miinchen

Sarstedt, Niimbrecht

Sarstedt, Nimbrecht
Sigma, Munchen
New England Biolabs, Frankfurt

Sarstedt, Nimbrecht

Sarstedt, Nimbrecht
IAlexis, Grinberg
Calbiochem, Schwalbach
Carl Roth, Karlsruhe

Merck, Darmstadt
Sigma, Minchen
Invitrogen, Karlsruhe
Calbiochem, Schwalbach
Biochrom, Berlin

NEN, Zaventem, Belgien
Nunc, Karlsruhe

Nunc, Karlsruhe




10

2.2 Zentrifugen und Sterilisation

Folgende Zentrifugen wurden verwendet: Biofuge fresco, Labofuge GL, Megafuge
1.0 R (alle von Heraeus, Osterode) und Mikrofuge (Neolab, Heidelberg). Die
Mikrofuge erbrachte eine relative Zentrifugationsgeschwindigkeit (RCG) von maximal
2000 xg. Die Labofuge GL und Megafuge 1.0 R zeigten die RCG automatisch an.
Die RCG der Biofuge fresco (maximaler Radius rmax: 73 mm) wurde nach folgender

Gleichung berechnet:

xg = 1.118 x Imax [MM] x (rpm/1.000)?

Gleichung 1: Berechnung der relativen Zentrifugationsgeschwindigkeit

Alle Reaktionsgefal3e und Pipettenspitzen wurden autoklaviert (134 °C, 2,2 bar, 20
min).

Die Losungen fur die Zellkultur wurden entweder steril gekauft oder in einem DS 202
Autoklaven (Webeco, Bad Schwartau) bei 120 °C und 2,0 bar fur 30 Minuten
autoklaviert. Soweit nicht anders angegeben, wurde zur Herstellung von Puffern und
Losungen bidestilliertes Wasser verwendet, das mit der Anlage Seradest RO-25
compact/ Seralpur Pro90CN (Seral, Ransbach-Baumbach) hergestellt wurde. Es wird
im Folgenden als ,Aqua bidest.“ bezeichnet.

Die verwendeten Puffer und Losungen werden bei den jeweiligen Methoden
aufgefuhrt; in Klammern gesetzte Lésungen mit dem Kirzel ,St.“ bezeichnen die

entsprechenden Stammldsungen.

2.3 Kultivierung, Differenzierung, Stimulation und Farbung von SH-
SY5Y- Zellen

2.3.1 Standardzellkultur

2.3.1.1 Kulturbedingungen

Alle Arbeitsschritte in der Zellkultur wurden in der Sterilbank (HERAsafe, Heraeus,
Osterode) durchgeftihrt. Die verwendeten Lésungen wurden vor der Benutzung im
Wasserbad auf 37 °C erwarmt. Die Zellen wurden im Brutschrank bei 37 °C und 5 %
CO;, kultiviert (Hera cell, Heraeus, Osterode) und mit einem inversen Olympus CK 2

Mikroskop untersucht (Olympus, Hamburg).
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Zur Kultivierung der SH-SY5Y-Zellen wurden Kulturschalen aus Kunststoff (Nunc;
Wiesbaden) mit einem Durchmesser von 10 cm verwendet, in welche 7 ml
Nahrmedium (Tab. 2) gegeben wurden. Alle zwei bis drei Tage wurde das
Nahrmedium gewechselt.

Um unter reproduzierbaren Kulturbedingungen zu arbeiten, wurden nur Zellen von

Passage 1 bis 20 verwendet.

Tabelle 2: Zusammensetzung des Nahrmediums

Inhaltsstoff Konzentration/ Menge
foetales Kalberserum (FCS) 10 %
Penicillin/Streptomycin- Lésung 1%

in RPMI 1640 mit Glutamax

Unter der Sterilbank angesetzt, bei 4 °C gelagert.

Das FCS wurde vor Gebrauch durch drei3ig-minttige Inkubation im Wasserbad bei

56 °C hitzeinaktiviert, anschlie3end aliquotiert und bei —20 °C gelagert.

2.3.1.2 Passage der SH-SY5Y-Zellen

Tabelle 3: Zusammensetzung der Stammldsung von 10 x PBS fir Zellpassagen

Inhaltsstoff Konzentration/ Menge
NacCl 1,37 M
KCI 0,03 M
Na,HPO; 0,07 M
KH,PO; 0,02 M

Autoklaviert, bei 4 °C gelagert.

Sobald die Zellen eine Konfluenz von 80 % erreicht hatten, wurden sie neu ausgesat.
Zunachst wurde das Nahrmedium mit Hilfe einer Vakuumpumpe (KNF Miniport,
Omnilab, Bremen) abgesaugt und die Zellen mit 2 ml PBS (Verdinnung der
Stammldsung (Tab. 3) mit sterilem DDW im Verhdltnis 1:10) gewaschen. Um die
Zellen vom Schalenboden zu l6sen, wurde die Kulturschale mit 2 ml Trypsin fur 2
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Minuten bei 37 °C im Brutschrank inkubiert. AnschlieBend wurden 5 ml Medium
zugegeben und die entstandene Zellsuspension in ein 15 ml-Reaktionsgefal}
Uberfahrt. Nach einer zehnminitigen Zentrifugation bei 1000 rpom (Labofuge GL,
Heraeus, Osterode) wurde der Uberstand entfernt und das Zellpellet in 2 ml Medium
resuspendiert. Nach Zugabe von weiteren 5 ml Medium und einer zweiten
Resuspension wurden 500 pl-Aliquots der Zellsuspension in neue Kulturschalen mit

vorgelegtem Nahrmedium gegeben, die Zellen im Verhaltnis 1:14 neu ausgesat.

2.3.1.3 Auftauen und Einfrieren der SH-SY5Y- Zellen

Tabelle 4: Einfriermedium fir die SH- SY5Y- Zellen

Inhaltsstoff Konzentration/ Menge
Komplettmedium 80 %
FCS 10%
DMSO 10%

Frisch unter der Sterilbank angesetzt und nur kurz bei Raumtemperatur unter der Sterilbank gelagert.

Zu Beginn der Zellkultivierung wurde die Zellsuspension, die bei —80 °C gelagert
worden war, rasch im Wasserbad bei 37 °C aufgetaut. Die Zellen wurden in der
Sterilbank in eine Kulturschale mit vorgelegtem Nahrmedium Uberfihrt und diese
anschlieBend im Brutschrank kultiviert. Nach spatestens 24 Stunden wurde das
Néahrmedium gewechselt.

Um einen Vorrat an SH-SY5Y-Zellen anzulegen, wurden die Zellen gemaR dem
Protokoll fur die Zellpassage von der Kulturschale geldst und pelletiert. Anschliel3end
wurde das Pellet je nach Zellzahl in 2 ml bis 3 ml Einfriermedium (Tab. 4) sorgfaltig
resuspendiert und 1 ml-Aligouts in Kryogefal3e (Nunc, Wiesbaden) pipettiert. Die
Gefalle wurden zunéchst fur 10 Minuten bei Raumtemperatur und dann fir 30
Minuten auf Eis inkubiert. Das Einfrieren wurde in mehreren Stufen durchgefihrt:
nach 45 Minuten bei —20 °C wurden die Zellen fir einige Tage bei —80 °C inkubiert

und schlie3lich in flissigen Stickstoff Gberfuhrt.



13

2.3.2 Differenzierung von SH-SY5Y-Zellen

Die SH-SY5Y-Zellen wurden mit 5 UM Retinsaure differenziert. Dazu wurden die
Zellen ab einer Konfluenz von 70 % fir 5 Tage mit 5 yM Retinséure behandelt. Die
Zellen bildeten Auslaufer und hatten dadurch einen neuronenartigen Phanotyp.

2.3.3 Stimulation von SH-SY5Y-Zellen

Als Stimuli wurde 6-OHDA in den Konzentrationen 25 pM und 50 pM verwendet. Es
wurde zum Nahrmedium in die Kulturschalen pipettiert und durch vorsichtiges
Schwenken gleichmalig verteilt. Sollten die JNKs gehemmt werden, wurden die
jeweiligen Kulturschalen vor der Applikation des Stressstimulus fur 30 Minuten mit
SP600125 (1 pM) im Brutschrank vorinkubiert. Das gleiche Procedere wurde mit
SB203580 (1 uM) durchgefihrt, wenn p38 gehemmt werden sollte.

Die stimulierten Zellen wurden bis zur weiteren Bearbeitung im Brutschrank inkubiert,

dabei betrug die Dauer der Inkubation je nach Versuchsansatz 4 bis 48 Stunden.

2.3.4 Trypanblau Vitalfarbung

Zur Bestimmung der Zellzahl Giberlebender Zellen eignete sich Trypanblau, da intakte
Zellen das Eindringen des Farbstoffes fur kurze Zeit verhindern kénnen. Hingegen
diffundiert Trypanblau rasch in den Intrazellularraum derjenigen Zellen, deren
Membranintegritdt gestort ist, so dass diese umgehend die Blaufarbung der
Umgebung annehmen.

24 oder 48 Stunden nach Applikation der Stressoren (Kap. 2.3.3) wurden die
stimulierten Zellen sowie eine Platte unbehandelter Kontrollzellen gemald dem
Protokoll fur die Zellpassage von den Kulturschalen gel6st und pelletiert (Kap. 2.3.1).
Zum Resuspendieren wurden hier 500 pl bis 1000 ul PBS verwendet. 20 ul der
entstandenen Zellsuspension wurden in ein 1,5 ml-Reaktionsgefal3 mit 20 ul
Trypanblau (0,4 %) uUberfuhrt und die beiden Lésungen mit Hilfe einer Pipette
vermischt. Das Gemisch wurde in eine Zahlkammer (Neubauer, Marienfeld)
gegeben, um zlgig die Zahl der lebenden Zellen in den 16 Quadraten beider
Kammern zu bestimmen. AnschlieBend wurde der prozentuale Anteil der

Uberlebenden Zellen im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle ermittelt.
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2.4 Herstellung von Gesamtzelllysaten

Zur Analyse der Expression und Aktivitat der untersuchten Proteine wurden

Gesamtzelllysate hergestellt.

Tabelle 5: Zusammensetzung des 2-fach denaturing lysis buffer (DLB) fir Gesamtzellysate

Inhaltsstoff Konzentration/ Menge
SDS 2%

Tris (pH 7,4) 20 mM

Phosphatase Inhibitor Cocktail Il | 1 %

Unmittelbar vor Gebrauch wurde eine 1:2 Verdinnung des DLB-Puffers (Tab. 5) mit Ultra Pure Water hergestellt
und 1 % Phosphatase Inhibitor Cocktail zugesetzt.

Zunachst wurde das Nahrmedium entfernt und die Zellen einmal mit PBS
gewaschen. AnschlieBend wurden 800 ul PBS in die Schale pipettiert und die Zellen
mit Hilfe eines Zellschabers (Sarstedt, NUmbrecht) vom Plattenboden gelést. Die
entstandene Zellsuspension wurde in einem 1,5 ml-Reaktionsgefal? kurz
abzentrifugiert (Tischzentrifuge, National Labnet, Woodbridge, NJ, USA). Der
Uberstand wurde verworfen, das Zellpellet je nach Volumen in 50 pl bis 100 pl
Lysispuffer vollstandig resuspendiert und die Probe fir 5 Minuten bei 95 °C im
Heizblock (Thermomixer 543, Eppendorf, Hamburg) inkubiert. AnschlieRend wurde
die Probe mit 2 x 5 Impulsen eines Ultraschallstabs (GM 70 Sonicator, Bandelin,
Berlin) lysiert. Nach funfzehnminutiger Zentrifugation bei 13000 rpm und 4 °C
(Biofuge fresco, Heraeus, Osterode) wurde der Uberstand mit den Proteinen in ein
steriles 1,5 ml-Reaktionsgefal3 tberfuhrt und nach kurzer Inkubation in flissigem
Stickstoff bei —80 °C eingefroren. Zur Bestimmung der Proteinkonzentration wurde

pro Probe ein 2 pl-Aliquot bei 4 °C zwischengelagert.

2.4.2 Bestimmung des Proteingehalts von Gesamtzellextrakten

Fur die Bestimmung der Proteinkonzentration der Gesamtzelllysate wurde Dye
Reagent (BioRad, Minchen) in einer Verdinnung von 1:5 mit Aqua bidest.
verwendet. Dieser Farbstoff ist eine Variante des Bradford’s colorimetric assay,
welcher auf dem Wechsel des Absorptionsmaximums von 465 nm auf 595 nm

beruht, sobald der Farbstoff an Proteine bindet (saure Lésung von Coomassie-
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Brilliant-Blau G-250). Der Versuch wurde in Einmalklvetten aus Kunststoff
durchgefuhrt. AuRerdem wurde eine Standardreihe mit BSA-LOsung eingesetzt, die
folgende Werte umfasste: 0,1 mg/ml; 0,2 mg/ml; 0,4 mg/ml; 0,6 mg/ml.

Um Proteinkonzentrationen in der GroRenordnung der Standardreihe zu erhalten,
wurden zunachst die Gesamtzelllysate im Verhaltnis 1:50 mit Aqua bidest verdinnt.
Jeweils 20 pl der Proteinldsungen wurden in eine Klvette pipettiert und mit 1 ml der
Farbeldsung versetzt. Die Losungen wurden mit Hilfe eines Vortex vermischt, um die
Reaktion zu starten und dann far 10 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert.
AnschlieRend wurde ihre Extinktion bei A = 595 nm in einem Spektrophotometer (U-
2000, Hitachi, Wiesbaden) gemessen.

Die Proteinkonzentration der Probe [K(P)] wurde aus der Extinktion der Probe [E(P)]
und der des Standards [E(S)] sowie der Proteinkonzentration des Standards [K(S)]

nach der Lambert-Eaton-Gleichung berechnet:

K(P) = [E(P) xK(S)]/ E(S)

Gleichung 2: Berechnung der Proteinkonzentration K(P)

2.5. SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese und Western Blot

2.5.1 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese

Das Prinzip der Sodiumdodecylsulfat-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-Page)
beruht auf der Tatsache, dass Proteine nach der Behandlung mit SDS denaturiert
sind und proportional zu ihrem Molekulargewicht negative Ladung tragen. Deshalb
kbnnen sie im molekularen Sieb eines Polyacrylamidgels nach ihrer Groéfe
aufgetrennt werden.

Zur Herstellung der Gele wurden Acrylamidmonomere mit Bis-acrylamid als
Verbindungsglieder co-polymerisiert. Ammoniumpersulfat (APS) katalysierte die
Reaktion, mit N,N,N,N-Tetramethylethylenediamin (TEMED) wurde sie gestartet. Die
Auftrennung der SDS-behandelten Proteine fand in zwei miteinander verbundenen
Gelabschnitten statt (Tab. 6), die unterschiedliche Zusammensetzungen und
Funktionen hatten: Im Sammelgel wurden die Proteine zunachst zu Banden

komprimiert und anschlieBend im ca. 6cm breiten Trenngel nach ihrem
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Molekulargewicht aufgetrennt. Die verwendeten Gele hatten stets eine Dicke von
0,75 mm, der Acrylamidanteil der Trenngele betrug 12 %.

Tabelle 6: Zusammensetzung des Trenn- und Sammelgels

Inhaltsstoffe! Trenngel Sammelgel
aufgefillt auf 10 ml aufgefillt auf 6 mi

Acrylamid? 4 ml 0,6 ml

4 x Trenngelpuffers 2,5ml -

4 x Sammelgelpuffer? - 1,5ml

Autoklaviertes DDW 3,4 ml 3,9 ml

10 % APS® 100 pl 60 pl

Bromophenolblau - 5l

TEMED 10 pl 6 ul

1) alle Inhaltsstoffe aufgefiillt auf 10 ml fur das Trenngel bzw. 6 ml fiir das Sammelgel (entspricht einem Gel);
%) Acrylamid/bis-acrylamid Losung (37,5:1, z. B. 30 % Acrylamid und 0.8 % Bis-acrylamid; gelagert bei 4 °C);
%) 4 x Trenngelpuffer: 1,5 M Tris (pH auf 8,8 mit HCI), 0,4 % SDS;

%) 4 x Sammelgelpuffer: 0,5 M Tris (pH auf 6,8 mit HCI), 0,4 % SDS;

5) 10 % (w/v) Ammoniumpersulfat in DDW, gelagert bei 4 °C im Dunkeln

Die Glasplatten fiir das Gelkammersystem MiniProtean3 Vertical PAGE chamber
(Bio-Rad; Minchen) wurden mit Aqua bidest. und 70 % Ethanol gereinigt,
zusammengesetzt und vertikal in einer Halterung fixiert. Dann wurden die beiden
Gelabschnitte nacheinander hergestellt. Die Gelmischungen (Tab. 6) wurden in je
einem 15 ml-Reaktionsgefald angesetzt und nach Zugabe des TEMED mit Hilfe einer
10 ml-Kunststoffpipette (Eppendorf, Hamburg) rasch zwischen die Glasplatten
gegeben. Um einen horizontalen Ubergang zwischen Sammel- und Trenngel zu
erreichen, wurde das Trenngel wahrend seiner Auspolymerisation mit einigen
Tropfen DDW (berschichtet. Ungefahr 30 Minuten spater wurde die DDW-Schicht
wieder entfernt, TEMED zum vorbereiteten Sammelgel-Ansatz gegeben, dieser
vorsichtig Uber das ausgehartete Trenngel pipettiert, ein Kamm in das Sammelgel
eingesetzt und die Auspolymerisation abgewartet.

In der Zwischenzeit wurden die Proteinproben so mit autoklaviertem DDW verdinnt,
dass im Endvolumen (10 pl, 20 pl oder 40 pl je nach Proteinkonzentrationen der
Proben) stets eine Gesamtmenge von 20 ug Protein enthalten war. Dann wurde 5 x

Probenbuffer (sample buffer, Tab. 7) im Verhéltnis 1:5 zugegeben und die Proben fur
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5 Minuten bei 95 °C im Heizblock inkubiert (Thermomixer 543, Eppendorf, Hamburg).
Nach abgeschlossener Denaturierung im sample buffer wurden die Proben bis zur

Beladung des Gels bei 4 °C zwischengelagert.

Tabelle 7: Zusammensetzung des sample buffers fir SDS- Gelelektrophoresen

Inhaltsstoffe Menge/ Konzentration
Tris (pH auf 6,8 mit HCI) 312,5 mM

SDS 10 %

2- Mercapto- Ethanol 10 %

Glycerol 50 %
Bromophenolblau einige Kristalle

Bei 4 °C gelagert.

Tabelle 8: Zusammensetzung des 10 x Elektrophoresepuffers (Stammlésung)

Inhaltsstoffe Menge/ Konzentration
Tris (pH auf 8,3 mit HCI) 0,25 M

Glycin 2M

SDS 0,03 M

Bei Raumtemperatur gelagert.

Nach vollstandiger Polymerisation der Gelmatrize wurde das Gel in die
Elektrophoreseapparatur eingesetzt und diese mit 1 x Elektrophoresepuffer gefuillt
[1:10 Verdunnung der 10 x Stammldsung (Tab. 8) mit Aqua bidest.]. Der Kamm
wurde aus dem Sammelgel genommen und verbliebene Gelreste sorgfaltig mit Hilfe
einer Pipette aus den puffergefliliten Geltaschen entfernt. Anschliel3end wurden die
Proben in die Geltaschen gegeben. 5 ul des GréRenmarkers Broad range prestained
protein marker (New England Biolabs, Frankfurt) wurde in eine separate Geltasche
pipettiert, um im nachfolgenden Western Blot (Kap 2.5.2) das Molekulargewicht der
jeweiligen Banden ablesen zu kdnnen. Die Proben durchliefen das Sammelgel bei
einer konstanten Stromstarke von 15 mA pro Gel innerhalb von 30 Minuten (Power
Supply 250 EX, Invitrogen/Gibco, Karlsruhe). Sobald die Proben das Trenngel
erreicht hatten, wurde die Stromstarke auf 30 mA pro Gel erhdht, was einer

Spannung von ca. 150 V entsprach. Der Farbstoff hatte in der Regel nach 45
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Minuten das Gel durchlaufen, danach wurde die Elektrophorese fur weitere 30

Minuten fortgesetzt.

2.5.2 Western Blot

Bei Western-Blot-Experimenten werden Proteine von einem SDS-Page-Gel (Kap.
2.5.1) auf eine synthetische Membran Ubertragen. Dort kbnnen spezifische Proteine
mit Hilfe von enzymgekoppelten Antikérpern nachgewiesen werden. Um eine
unspezifische Bindung der Antikbrper an die Membran zu verhindern, wird diese
zunachst in Trockenmilchpulver oder einer BSA-LOsung inkubiert und so die
Proteinbindungskapazitat der Membran abgesattigt. AnschlieBend werden die
Zielproteine mit einem primaren lgG-Antikdrper der Spezies Kaninchen markiert und
mit einem Sekundarantikorper detektiert, welcher entsprechend gegen Kaninchen-
IgG gerichtet ist. An diesen Sekund&rantikbrper ist ein Enzym gebunden, z. B.
horseradish peroxidase (HRP), das ein chemiluminizierendes Substrat umsetzt. Die
Chemilumineszenz lasst sich anschlie3end auf hochsensitiven Filmen darstellen. Sie
ist proportional zur Menge der an Priméarantikdrper gebundenen Sekundé&rantikorper;
die Bindungsrate der Primarantikdrper ist wiederum proportional zur Menge der
Zielproteine, die auf der Membran vorhanden ist.

Die Proteine wurden mit Hilfe einer Semi dry-blot-Apparatur (Pegasus, Phase,
Lilbeck) auf eine Polyvinylidendifluorid- (PVDF) Membran (Immobilon™ P 1500,
Millipore, Eschborn) transferiert. Es wurden folgende Puffer bei der Ubertragung der

Proteine verwendet (Tabelle 9):

Tabelle 9: Zusammensetzung der Pufferlésungen fir die Western Blots

Puffer Inhaltsstoffe Menge/ Konzentration
Kathodenpuffer Tris 25 nM
Aminhexansaure 40 nM
SDS 0,01 % (St.: 10 %)
Methanol 20 %
Anodenpuffer 1 Tris 30 nM
Methanol 20 %
Anodenpuffer 2 Tris 300 nM
Methanol 20 %

Bei Raumtemperatur gelagert.
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Nach Beendigung der SDS-Page (Kap. 2.5.1) wurde das Gel von den Glasplatten
gelést, das Sammelgel abgetrennt und das Trenngel fur kurze Zeit im
Kathodenpuffer zwischengelagert.

Pro Gel wurden fiinfzehn Streifen Filterpapier und eine PVDF-Membran auf die
Grofke des Gels (6 cm x 9 cm) zugeschnitten. Die Blotmembran wurde fir 3 Minuten
in 100 % Methanol aktiviert, das Methanol anschlie3end fur 2 Minuten in Aqua
bidest. ausgewaschen und die Membran bis zur Verwendung in Anodenpuffer 1
inkubiert. Die Filterpapierstreifen wurden mit Pufferldsung (Tab. 2.5.2.1) getréankt und

nach folgendem Schema auf einer Plexiglasplatte gestapelt:

sechs Lagen Filterpapier (Anodenpuffer 2),
drei Lagen Filterpapier  (Anodenpuffer 1),
aktivierte Blotmembran  (Anodenpuffer 1),
Gel (Kathodenpuffer),
sechs Lagen Filterpapier (Kathodenpuffer).

Es wurde darauf geachtet, dass beim Stapeln keine Luftblasen zwischen den
Schichten des Filterpapiers und vor allem zwischen Gel und Blotmembran entstehen.
AulRRerdem wurde die Lage des Gels auf der Membran markiert. Danach wurde der
Stapel so in die Blot-Apparatur eingesetzt, dass die mit Kathodenpuffer getrankte
Filterpapierschicht auf der Kathodenplatte zu liegen kam. SchlieB3lich wurden die
Proteine bei einer konstanten Stromstarke von 0,8 mA/cm? fiir 65 Minuten geblottet.

Anschlielend wurde die Blot-Anordnung abgebaut und die Membran in einige
Tropfen TTBS (Tabelle 2.5.2.2) Uberfuhrt. Entsprechend der Markierungen wurden
diejenigen Stellen der Membran mit einem Skalpell abgetrennt, an denen wahrend
des Blotvorgangs kein Kontakt zum Gel bestanden hatte. Dann wurde die Membran
abhangig von ihrer Grol3e in eine Petrischale oder kleinere Plexiglasgefaf3e mit
vorgelegtem TTBS gegeben. Alle folgenden Inkubationsschritte fanden auf einem
Schuttler (Polymax 2040, Heidolph, Kehlheim) statt, folgende LOosungen wurden

verwendet (Tabelle 10):
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Tabelle 10: Zusammensetzung der Inkubationslésungen fir geblottete PVDF- Membranen

Ldsung Inhaltsstoffe Menge/ Konzentration | Lagerungs-
bedingungen
10x TBS Tris/ HCI 1M,pH7,5 4°C
(Stammldsung)
NacCl 15M
1x TTBS TBS 1:10 verdinnt frisch angesetzt
Tween- 20 0,1 %
Blocking solution Magermilchpulver 49 4°C
in TTBS 100 ml

Die Membran wurde fir 20 Minuten in TTBS und 60 Minuten in blocking solution

gewaschen, diese wieder entfernt und die Membran tber Nacht mit einer Losung des

Primarantikorpers (Tab. 11) bei 4 °C inkubiert. Am folgenden Tag wurde die

Antikdrperléosung abgenommen und ungebundene Antikorpermolekile mittels

funfmaligen Waschens in TTBS (1 x 15 min, 4 x 5 min) entfernt. Es folgte die 30-

minutige Inkubation mit dem peroxidasegekoppelten Sekundarantikdrper (Tab. 11).

AbschlieRend wurde der Blot einmal fir 25 Minuten und weitere vier Mal fir 5

Minuten mit TTBS gewaschen.

Tabelle 11: Primar- und Sekundarantikérper der Western Blots

pAb*- Zielstruktur Hersteller pA Losung und sAb® sAb
Puffer (M? oder Puffer
TBST)

p38 CcsT! 1:1000 in TBST a-rabbit 2% M

Phospho-p38 Promega® 1:2500 in TBST a-rabbit 4% M

Phospho-c-Jun (Ser®) csT! 1:1000 in TBST a-rabbit 2% M

Phospho-JNK® Promega® 1:2500in 4 % M a-rabbit  [4% M

SAPK/INK csT! 1:1000 in 3% M o-rabbit 2% M

1) pAb, Primarantikérper.

2) M, Magermilchpulver (Uelzena, Uelzen) geldst in TBST Puffer.

3) sAb, Sekundarantikorper. Sekundar-IgG-Antikorper — a-rabbit (NEB/CST) — immer mit horse-radish-
Peroxidase gekoppelt und 1:2000 verdinnt.

%) CST, Frankfurt

5) Promega, Mannheim, Germany.

6) Wenn nicht anders gekennzeichnet, bezieht sich die Phosphorylierung immer auf das Motiv Thr-X-Tyr.
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Wahrend des Waschens der Blotmembran wurde das ECL-Reagenz (Western Blot
Chemiluminescence Reagent Plus, Amersham Biosciences, Freiburg) vorbereitet,
welches das Substrat der an die Sekundarantikbérper gebundenen Peroxidase
darstellt. Fur eine Membran der StandardgréRe 6 cm x 9 cm wurden 0,975 ml der
Lésung A mit 25 pl der Losung B des ECL Plus Reagent gemischt. Alle folgenden
Arbeitsschritte fanden in der Dunkelkammer statt.

Die gewaschene Blotmembran wurde mit der Proteinseite nach oben auf eine
Frischhaltefolie Uberflhrt, Uberschissiges TTBS entfernt und die Membran
gleichmafiig mit der vorbereiteten ECL-L6sung benetzt. Nach einer Inkubation von 3
Minuten wurde das ECL sorgfaltig abgenommen, die Membran in Folie
eingeschlagen und in einer Filmkassette fixiert. Die Chemilumineszenzsignale
wurden durch Exposition eines Hyperfilm™ ECL detektiert. Dabei variierte die
jeweilige Dauer der Exposition. Die Filme wurden von Hand entwickelt (100 ml
Eukobrom- Lésung auf 900 ml Wasser) und fixiert (500 g Natriumthiosulfat und 50 g

Kaliumdisulfit auf 2 | Wasser).

2.5.3 Strippen von Western-Blot-Membranen

Das Strippen der Blotmembranen diente dazu, die Komplexe aus Primar- und
Sekundarantikdrpern von der Membran zu l6sen, um eine Inkubation derselben

Membran mit unterschiedlichen Prim&rantikbrpern zu ermadglichen.

Tabelle 12: Zusammensetzung der stripping solution fir Western Blot-Membranen

Inhaltsstoffe Menge/ Konzentration
Tris/ HCI 0,06 M, pH 6,7

SDS 1,4 % (St. 10 %)

B- Mercaptoethanol 0,1M,1,4%

Bei Raumtemperatur gelagert.

Die Membran wurde fir 30 Minuten in stripping solution (Tab. 12) inkubiert [50 °C,
auf einem Schittler (Innova 4000, New Brunswick Scientific, Amsterdam,
Niederlande)]. AnschlieRend wurde die stripping solution sorgfaltig entfernt und die

Membran zweimal fur 10 Minuten in TTBS (Tab. 10) gewaschen. Nach 60-minttiger
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Inkubation in blocking solution (Tab. 10) konnten die Proteine auf der Membran

erneut mit einem Primarantikorper inkubiert werden (Kap. 2.5.2).

2.5.4 Ponceau S-Farbung von Western-Blot-Membranen

Ponceau S ist ein Farbstoff, mit dem man Proteine auf Nitrocellulose- oder PVDF-
Membranen anfarben kann. Da die Farbung transient ist und vollstdndig
ausgewaschen werden kann, resultiert keine Beeinflussung der nachfolgenden
Antigendetektion. Ponceau S wurde benutzt, um die Ubertragung der Proteine auf
die Blotmembran nachzuweisen. Nach abgeschlossener ECL-Reaktion und
Entwicklung des Western Blots (Kap. 2.5.2) wurde die Membran zweimal in TTBS
(Tab. 10) gewaschen und dann fir 20 Minuten mit Ponceau S gefarbt. Anschliel3end
wurde die gefarbte Membran zweimal fir 5 Minuten mit DDW gewaschen und dann

luftgetrocknet.

2.6 Statistische Auswertung

Bei der statistischen Analyse der Daten aus den Uberlebensversuchen wurden
zunéachst die Mittelwerte und die dazugehdrigen Standardabweichungen berechnet.
Um zuféllige Schwankungen von signifikanten Unterschieden zwischen der Kontrolle
und den nach Stimulation gewonnenen Werten unterscheiden zu kénnen, wurde der
Anova-Test mit anschlieBender Bonferoni-Analyse durchgefihrt. a-Fehler p<0,05;
0,01; 0,001 wurde bei beiden Tests mit *, **, *** bzw. #, ##, ### bezeichnet.
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3 ERGEBNISSE

Um die Reproduzierbarkeit der Ergebnisse zu sichern, wurden alle Experimente
mindestens dreimal wiederholt. Alle Versuche wurden mit naiven und differenzierten
SH-SY5Y-Zellen und 6-OHDA als Stressor durchgefuhrt.

3.1 Zelltod nach 24 h und 48 h

Mit Hilfe von Trypanblau-Assays wurde der Einfluss unterschiedlich hoher
Konzentrationen von 6-OHDA auf das Uberleben naiver sowie differenzierter SH-
SY5Y-Zellen untersucht.

Die Zellen wurden entsprechend dem Protokoll 2.3.3 fur 24 bzw. 48 Stunden mit 6-
OHDA inkubiert. AnschlieRend wurde wie in Kapitel 2.3.4 beschrieben die Anzahl der
uberlebenden Zellen bestimmt. Dabei zeigte sich bereits nach 24 h eine signifikant
niedrigere Zellzahl im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle, welche nach 48 h

weiter sank.

3.1.1 Naive Zellen

Eine Stimulation mit 25 uM 6-OHDA Uberlebten nach 24 Stunden 72 % und nach 48
Stunden 62 % der Zellen gegenlber der Kontrollgruppe, wéhrend es bei 50 uM nach
24 Stunden noch 41 % bzw. nach 48 Stunden 22 % waren (Abb. 5).
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Abb. 5: Uberleben naiver SH-SY5Y-Zellen nach 6-OHDA

Bestimmung der Zellzahl nach 24 und 48 h mittels Trypanblaufarbung; n=4; ***: p<0,001, verglichen
mit unstimulierter Kontrolle.
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3.1.2 Differenzierte Zellen

Die differenzierten Zellen reagierten insgesamt empfindlicher als die naiven. Bereits
bei 25 pM 6-OHDA kam es nach 24 Stunden zu einem Rickgang der Zellzahl auf
58 % sowie 45 % nach 48 Stunden. Noch deutlicher war dies bei 50 pM. Hier
Uberlebten lediglich 1,8 % der Zellen die ersten 24 Stunden, nach weiteren 24

Stunden wurden keine Uberlebenden Zellen mehr nachgewiesen (Abb. 6).
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Abb. 6: Uberleben differenzierter SH-SY5Y-Zellen nach 6-OHDA

Bestimmung der Zellzahl nach 24 und 48 h mittels Trypanblaufarbung; n=4; ***. p<0,001, verglichen
mit unstimulierter Kontrolle.

3.2. Aktivierung von JNK und p38

Da JNK und p38 durch viele Formen von zellularem Stress aktiviert werden, wurde
hier untersucht, ob die Stimulation mit 6-OHDA eine Zunahme der JNK- bzw. p38-
Phosphorylierung hervorruft. Eine der Aufgaben aktivierter JNKs ist es, den
induzierbaren Transkriptionsfaktor c¢c-Jun zu phosphorylieren (pc-Jun). Die
Untersuchung dieses Substrats in den Zellen erlaubt also Aussagen Uber die
nukleére Aktivitdt von JNKs. Die Untersuchungen wurden an Gesamtzelllysaten zur
Analyse der JNKs und pJNKs, sowie von p38 und seiner phosphorylierten Form
durchgeflihrt. Die Analysen wurden mit Hilfe von Western Blots durchgefihrt. Die
eingesetzten Antikorper fur die phosphorylierte Form der JNK (pJNK) bzw. des
unphosphorylierten Gesamt-JNKs (tJNK) detektierten alle Isoformen der JNK
gleichermal3en. Zur Kontrolle der aufgetragenen Proteinmenge wurden die Western-
Blot-Membran nach abgeschlossener ECL-Reaktion und Entwicklung mit Ponceau-

S-Losung gefarbt.
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3.2.1 Beobachtung Uber 4, 6 und 8 h nach 25 uM 6-OHDA

6-OHDA bewirkte bei den naiven Zellen bereits nach 4 Stunden eine starke
Phosphorylierung der JNK, die sich bis zum 8-Stundenwert verstarkte. Zusatzlich zur
46-kDa-Bande wurde nach 8 Stunden die 54-kDa-Bande phosphoryliert, was bei den
differenzierten Zellen schon nach 6 Stunden der Fall war.

Das pp38 zeigte bei naiven und differenzierten Zellen eine nahezu identische Kinetik:
Bereits nach 4 Stunden war eine deutliche Phosphorylierung sichtbar, die sich nach
8 Stunden noch leicht verstarkte.

Analog dem pJNK war eine deutliche Zunahme von phosphoryliertem c-Jun
nachweisbar, hierbei zeigten die naiven Zellen eine starkere Phosphorylierung des
Transkriptionsfaktors. Eine deutliche Bande von pJNK zeigte sich nach 4 Stunden,
wahrend dies bei pc-Jun erst nach 6 Stunden der Fall war. Die Kontrolle wies in allen
3 Fallen nur sehr geringe Aktivitat auf. Im Gegensatz hierzu war das Signal der JNK-
und p38-Expression (tJNK und p38) zu jedem Zeitpunkt gleich und veranderte sich
gegenuber der Kontrolle nicht (Abb. 7).
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Abb. 7: Aktivierung von JNK, c-Jun und p38 in der Kurzzeit-Beobachtung

Bestimmung von JNK, c-Jun und p38 nach Stimulation mit 25 uM 6-OHDA bei naiven (A) und
differenzierten (B) Zellen. c: unstimulierte Kontrolle; Zahlen: Stunden nach Stimulation; pJNK:
phosphoryliertes JNK; tJNK: total INK; pp38: phosphoryliertes p38; pc-Jun: phosphoryliertes c-Jun;
Pfeile: Molekulargewichtsmarker [kD]; Repréasentativ fur n=4.
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3.2.2 Beobachtung Uber 24 und 48 h nach 25 uM 6-OHDA

Nach 24 und 48 h war JNK in naiven und differenzierten Zellen in etwa gleich stark
phosphoryliert. Allerdings konnte bei den differenzierten Zellen keine signifikante
Aktivierung von p38 nachgewiesen werden, wahrend die naiven Zellen ein deutliches
Signal zeigten. Wie auch Uber 4 bis 8 h war sowohl bei den naiven als auch bei den
differenzierten Zellen eine deutliche Phosphorylierung von c-Jun zu erkennen, wobei
auch hier die naiven Zellen ein starkeres Signal zeigten. Die Expressionen von JNK
und p38 blieb wie bei den naiven Zellen gleich.
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Abb. 8: Aktivierung von JNK, c-Jun und p38in der Langzeit-Beobachtung

Bestimmung von JNK, c-Jun und p38 nach Stimulation mit 25 uM 6-OHDA bei naiven (A) und
differenzierten (B) Zellen. c: unstimulierte Kontrolle; Zahlen: Stunden nach Stimulation; pJNK:
phosphoryliertes JNK; tJNK: total INK; pp38: phosphoryliertes p38; pc-Jun: phosphoryliertes c-Jun;
Pfeile: Molekulargewichtsmarker [kD]; Reprasentativ fir n=4.

3.3 JNK- und p38 Inhibition durch SP600125 bzw. SB203580

Nachdem die Aktivierung der JNKs und von p38 durch den Stimulus 6-OHDA gezeigt
worden watr, sollte im Weiteren die Funktion beider Enzyme untersucht werden. Dazu
wurde zum einen der direkte JNK-Inhibitor SP600125 verwendet, der an die ATP-
bindende Domaéane der Kinase bindet. Er inhibiert selektiv die JNKs und hat keinen
Einfluss auf die Aktivitat der anderen MAP-Kinasen (Bennett et al. 2001). Zum
anderen SB203580, das durch kompetitive Bindung an die ATP-Bindungsstelle
spezifisch die katalytische Aktivitat der p38-MAP-Kinase hemmt (Lee et al. 1999).

Beide Inhibitoren wurden 30 Minuten vor Stimulation mit 6-OHDA in einer

Konzentration von 1uM vorinkubiert. Im Falle von SP600125 wurde diese
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Konzentration gewahlt, weil es hierbei zu einer durch die JNK-Inhibition vermittelten
Zellprotektion kommt. Dabei greift das SP600125 aber noch nicht, wie bei htheren
Konzentrationen, in den Zellzyklus ein. Die Konzentration von 1 pM SB203580
hemmt spezifisch p38, nicht aber JNKs (Davies et al. 2000). Die folgenden
Prozentangaben beziehen sich auf die unbehandelte Kontrollgruppe von 100 %.

3.3.1 INK-Inhibition durch SP600125

3.3.1.1 Naive Zellen

Nach Stimulation mit 25 uM 6-OHDA zeigte sich ein deutlicher Rickgang der Zellzahl
auf 72 % bzw. 62 % gegenuber der Kontrolle. Bei den mit 1 uM SP600125
vorinkubierten Zellen Uberlebten 94 % nach 24 Stunden sowie 67 % nach 48
Stunden. Es zeigte sich somit nach 24 Stunden ein signifikantes Uberleben
gegenuber 6-OHDA, wahrend nach 48 Stunden kein Unterschied zu den Zellen ohne
Vorbehandlung mit SP600125 beobachtet werden konnte (Abb. 9). Alleinige
Inkubation mit SP600125 ergab eine Zellzahl von 97 % nach 24 Stunden und 92 %
nach 48 Stunden, zeigte also keinen signifikanten Unterschied zur Kontrolle. Bei
einer Konzentration von 50 uM 6-OHDA schlief3lich kam es in beiden Fallen zu
keinem signifikanten Schutz der zusatzlich mit SP600125 behandelten Zellen (24 h:
39 %, 48 h: 22 %) gegenuber den unbehandelten (24 h: 41 %, 48 h: 22 %).
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Abb. 9: Zahl naiver Zellen nach Hemmung von JNK

Bestimmung der Zellzahl 24 und 48 h nach 6-OHDA-Stimulation mittels Trypanblaufarbung;
***: n<0,001, verglichen mit unstimulierter Kontrolle; ###: p<0,001, verglichen mit nicht mit SP600125
vorbehandelten Zellen; n=4.
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3.3.1.2 Differenzierte Zellen

Im Vergleich zu den naiven Zellen war die Protektion durch SP600125 von
differenzierten Zellen im Konzentrationsbereich von 25 pM nach 24 Stunden
schwacher, 74 % (6-OHDA + SP600125) gegenuber 58 % (nur 6-OHDA). Auch noch
nach 48 Stunden zeigte sich ein signifikantes Uberleben gegentiber den nicht mit
SP600125 vorbehandelten Zellen, und zwar 55 % versus 45 % (Abb. 10). Bei einer
Konzentration von 50 uM 6-OHDA zeigten sich wie bei den naiven Zellen keine
signifikant hoheren Uberlebensraten bei mit SP600125 vorbehandelten Zellen. Nach
24 Stunden uberlebten 1,8 % der allein mit 6-OHDA Zellen und 2,0 % der zusétzlich
mit SP600125 vorinkubierten Zellen. Nach 48 Stunden wurden in beiden Fallen keine
lebenden Zellen nachgewiesen. Diese Zahlen belegen, dass die differenzierten
Zellen insgesamt und vor allem bei einer Konzentration von 50 pM 6-OHDA deutlich
empfindlicher auf den Zellstress durch 6-OHDA reagieren als die naiven Zellen. Die
nur mit SP600125 behandelten Zellen wiesen Werte von 101 % nach 24 Stunden
bzw. 96 % nach 48 Stunden auf; der JNK-Inhibitor beeintrachtigte demnach nicht
signifikant das Uberleben der differenzierten Zellen.
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Abb. 10: Zahl differenzierter Zellen nach Hemmung von JNK

Bestimmung der Zellzahl 24 und 48 h nach 6-OHDA-Stimulation mittels Trypanblaufarbung;
***: n<0,001, verglichen mit unstimulierter Kontrolle; ##: p<0,01 / #: p<0,05, verglichen mit nicht mit
SP600125 vorbehandelten Zellen; n=4.
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3.3.2 p38-Inhibition durch SB203580

3.3.2.1 Naive Zellen

Nach Stimulation mit 25 pM 6-OHDA zeigte sich ein deutlicher Rickgang der Zellzahl
auf 72 % nach 24 Stunden bzw. 62 % nach 48 Stunden gegenuber der Kontrolle. Bei
den zusatzlich mit 1 uM SB203580 vorinkubierten Zellen tberlebten 73 % bzw. 60
%. Es bestand somit fUr beide Zeitrdume kein signifikanter Schutz gegentiber dem
alleinigen Stimulus (Abb. 11). Auch bei einer Konzentration von 50 uM 6-OHDA kam
es weder nach 24 noch nach 48 Stunden zu einem signifikanten Uberleben der
zusatzlich mit SB203580 behandelten Zellen (24 h: 43 %, 48 h: 19 %) gegenuber
den unbehandelten (24 h: 41 %, 48 h: 22 %). Die ausschlie3lich mit SB203580
behandelten Zellen wiesen eine Zellzahl von 97 % nach 24 Stunden und 93 % nach

48 Stunden auf, zeigte also keinen signifikanten Unterschied zur Kontrolle.
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Abb. 11: Zahl naiver Zellen nach Hemmung von p38

Bestimmung der Zellzahl 24 und 48 h nach 6-OHDA-Stimulation mittels Trypanblaufarbung;
***: n<0,001, verglichen mit unstimulierter Kontrolle; n=4.
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Tabelle 13: Zusammenfassung der Veranderungen bei naiven SH-SY5Y-Zellen

6-OHDA 25 uM 50 uM
24 h 48 h 24 h 48 h
Zellzahl verglichen mit Kontrolle |72 % *** |62 % ***| 41 % ***| 22 % ***
(100 %)
Schutz durch SP600125 94 % ###| 67 % ***| 39 Y *** | 22 % ***
Schutz durch SB203580 73 % *** | 60 % *** | 43 9 *** | 19 Op ***
pJNK-Aktivierung Beginn 4 h
Maximum 8 h
Dauer 48 h
pc-Jun-Aktiverung Beginn 6 h
Maximum 8 h
Dauer 48 h
pp38-Aktivierung Beginn 4 h
Maximum 8 h
Dauer 48 h

***. p<0,001, verglichen mit unstimulierter Kontrolle; ###: p<0,001, verglichen mit unbehandelten
Zellen.

3.3.2.2 Differenzierte Zellen

Auch bei den differenzierten Zellen konnte kein Schutzeffekt durch SB203580
festgestellt werden. Es zeigten sich wie bei den naiven Zellen Uberlebensraten, die
denen der nicht mit SB203580 behandelten Zellen gegenuber keinen nennenswerten
Unterschied aufwiesen (Abb. 12). Fir eine Konzentration von 25uM 6-OHDA
bedeutete dies bei den nicht vorbehandelten Zellen 58 % (24h) bzw. 45 % (48 h) im
Vergleich zu 62 % bzw. 48 % bei den vorbehandelten Zellen. Ahnliches galt auch fur
die 50 uM Konzentration. Wahrend nach 24 Stunden noch 1,8 % der nur mit 6-
OHDA stimulierten Zellen lebten sowie 2,0 % der zusatzlich mit SB203580
vorinkubierten, konnten nach 48 Stunden in beiden Zellreihen keine lebenden Zellen
mehr nachgewiesen werden. Wurden die Zellen nur mit SB203580 behandelt, hatten
nach 24 Stunden 98 % und nach 48 Stunden 96 % der Zellen tberlebt. SB203580 an
sich beeintrachtigte somit wie auch SP600125 nicht signifikant das Uberleben der

differenzierten Zellen.
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Abb. 12: Zahl differenzierter Zellen nach Hemmung von p38

Bestimmung der Zellzahl 24 und 48 h nach 6-OHDA-Stimulation mittels Trypanblaufarbung;
***: p<0,001, verglichen mit unstimulierter Kontrolle; n=4.

Tabelle 14: Zusammenfassung der Veranderungen bei differenzierten SH-SY5Y-Zellen

6-OHDA 25 UM 50 UM
24h | 48h 240 |48h

Zellzahl verglichen mit Kontrolle (100 %) | 58 % *** |45 % ***| 1,8 % ***| 0 %
Schutz durch SP600125 TA%## | 55%# | 2% ** | 0%
Schutz durch SB203580 62 % *** 148 % ***| 2% *** |0 %
pJNK-Aktivierung Beginn 4 h
Maximum 8 h
Dauer 48 h
pc-Jun-Aktiverung Beginn 6 h
Maximum 8 h
Dauer 48 h
pp38-Aktivierung Beginn 4 h

Maximum 8 h
Dauer =8 bis <24 h

***: n<0,001, verglichen mit unstimulierter Kontrolle; ##: p<0,01 / #: p<0,05, verglichen mit
unbehandelten Zellen.
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4 DISKUSSION

Gegenstand dieser Arbeit ist die Beantwortung folgender Fragen:

1. Fihrt 6-OHDA zum Tod von SH-SY5Y Zellen?

2. Besteht ein Unterschied zwischen naiven und differenzierten SH-SY5Y Zellen
hinsichtlich des durch 6-OHDA induzierten Zelltods?

3. Welche SAPK werden durch 6-OHDA aktiviert?

4. Welche SAPK sind am Zelltod durch 6-OHDA beteiligt?

4.1 Zelltod von SH-SY5Y Zellen nach 6-Hydroxydopamin (6-OHDA)

Die proapoptotische Wirkung von 6-OHDA auf Neuroblastomzellen wurde bereits
1970 von Angeletti und Levi-Montalcini in neugeborenen (Angeletti et al. 1970a) und
adulten (Angeletti et al. 1970b) Nagetieren nachgewiesen und durch eine Vielzahl
von weiteren Experimenten bestatigt (von Coelln et al. 2001; Jiang et al. 2004; Tian
et al. 2007; Nakaso und Nakashima 2008). Die Versuche der vorliegenden Arbeit
zeigten ebenfalls, dass die Stimulierung mit 6-OHDA zu einem signifikanten
Absterben der SH-SY5Y-Zellen fihrt. Fir die in dieser Arbeit verwendeten
Konzentrationen von 25 und 50 uM 6-OHDA ergab sich sowohl nach 24 als auch
nach 48 h ein signifikantes Absterben der naiven und differenzierten Zellen.

Von Coelin et al. verwendeten 2001 fur ihre Versuche mit naiven SH-SY5Y Zellen
Konzentrationen von 10, 20 und 40 uM 6-OHDA und einen Inkubationszeitraum von
12 Stunden. 20 und 40 pM 6-OHDA fuhrten dabei zu einem signifikanten Absterben
der Zellen, wahrend in anderen Arbeiten 6-OHDA erst ab einer Konzentration von
mindestens 50 uM toxisch war (Tian et al. 2007; Jiang et al. 2004).

6-OHDA fuhrt auch in anderen neuronalen Zellen zum Zelltod sowie in vivo, wie z.B.
in PC12 und MN9D Zellen, primaren zerebellaren Koérner-Neuronen und
mesenzephalischen Neuronen (Walkinshaw und Waters 1994; Wu et al. 1996; Ochu
et al. 1998; Takai et al. 1998; Choi et al. 1999; Dodel et al. 1999; Lotharius et al.
1999; Eminel et al. 2004; Offen et al. 1998; Jeon et al. 1999; He et al. 2000).
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4.2 Verstarkter Zelltod in differenzierten SH-SY5Y Zellen

Die differenzierten Zellen reagierten insgesamt empfindlicher als die naiven. Bereits
bei einer 6-OHDA Konzentration von 25 pM uUberlebten nach beiden Zeitrdumen
jeweils ca. 15 % weniger differenzierte als naive Zellen. Noch deutlicher war der
Unterschied bei einer Konzentration von 50 pM, hierbei ergab sich ein Ruckgang von
ca. 40 % nach 24 h, bzw. ein kompletter Zellverlust nach 48 h.

Die verstarkte Apoptose der differenzierten Zellen kann durch die Vorbehandlung mit
Retinsaure erklart werden. Als Antwort auf oxidativen Stress oder auch andere
Toxine wie z.B. Doxorubicin, Taxol und UV-Strahlung kommt es u.a. zur erhdhten
Expression von wichtigen pro-apoptotischen Regulatoren wie p53 und verschiedenen
Caspasen (Mrass et al. 2004; Das et al. 2008), die fur die erhdhte Sensitivitat der
Retinsaure-behandelten Zellen verantwortlich sind.

Die Empfindlichkeit von differenzierten SH-SY5Y-Zellen konnte entsprechend
herabgesetzt werden, wenn die Retinsaure vor Stimulation entfernt wurde (Nakaso
und Nakashima 2008), wo 50 pM 6-OHDA ebenfalls zu einem signifikanten, jedoch

nicht so starken Absterben fiihrte.

4.3 Aktivierung von JNK und p38 nach 6-OHDA in SH-SY5Y Zellen

Als Folge des oxidativen Stresses mittels 25 uM 6-OHDA zeigte sich in den
Beobachtungen uber 4, 6 und 8 h eine Aktivierung der JNKs (pJNK), ihres nuklearen
Substrats c-Jun (pc-Jun) sowie von p38 (pp38). Die Phosphorylierungsmuster in
naiven und differenzierten SH-SY5Y-Zellen waren nahezu identisch (Abb. 7).

In der Langzeitbeobachtung (24 und 48 h) konnte im Gegensatz zu den naiven
Zellen keine p38-Aktivitat der differenzierten Zelle beobachtet werden, wahrend eine
Phosphorylierung von JNK und c-Jun nachweisbar war (Abb. 8).

Nach Stimulation von SH-SY5Y Zellen mit 6-OHDA wurden auch in anderen Arbeiten
sowohl eine Aktivierung von JNK (Gomez-Lazaro et al. 2008; Ouyang und Shen
2006; Tian et al. 2007; Ruffels et al. 2004) als auch von p38 in differenzierten und
naiven Zellen beschrieben. Allerdings wird p38 nicht notwendigerweise nach
oxidativem Stress aktiviert (Ruffels et al. 2004).

Auch in anderen neuronalen Modellen fuihrt 6-OHDA zur Aktivierung von JNKSs.
Sowohl naive (Eminel et al. 2004) als auch differenzierte PC12-Zellen (Rodriguez-

Blanco et al. 2008), eine Zelllinie etabliert aus einem Phaochromozytom, reagieren
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mit einer dosis- und zeitabhéangigen Phosphorylierung von JNKs und begleitend c-
Jun. In priméren Kortikalen Neuronen (Crossthwaite et al. 2002) und striatalen
Neuronen von Ratten (Luo et al. 1998) kommt es ebenfalls zu einer Aktivierung von
JNKSs und c-Jun sowie konsekutiver Apoptose nach oxidativen Stress.

Choi et al. beschrieben 2004 in MN9D-Zellen und primaren mesenzephalischen
Neuronen ebenfalls eine Phosphorylierung von p38 nach 6-OHDA. Sie beobachteten

zusatzlich eine Aktivierung von verschiedenen Caspasen.

4.4 Die Rolle von JNKs und p38 beim 6-OHDA-vermittelten Zelltod

In unseren Experimenten konnten wir zeigen, dass die Hemmung der beiden JNK
Isoformen JNK1 und JNK2 mittels SP600125 zu einem dosis- und zeitabhangigen
vermehrten Uberleben von naiven und differenzierten SH-SY5Y-Zellen fuhrt. Es
bestand ein signifikanter Schutz der naiven Zellen fur eine 6-OHDA Dosis von 25 uM
und einen Zeitraum von 24 h. Fur 50 pM konnte zu keiner Zeit eine signifikante
Protektion nachgewiesen werden.

Bei den differenzierten Zellen beobachteten wir nach 24 h zwar einen geringeren
Schutz als bei den naiven, dafir erwies sich die Protektion aber auch noch nach 48 h
als signifikant. Bei 50 uM 6-OHDA konnte auch hier keine Schutzwirkung ermittelt
werden.

Anders verhielt es sich bei p38. Die Vorinkubation mit SB203580 war unabhangig
vom Differenzierungsgrad der Zellen, von der Konzentration des Inhibitors oder des
Stressors und des Zeitpunkts nicht protektiv.

Diese Ergebnisse legen nahe, dass 6-OHDA-induzierte Apoptose JNK- und nicht
p38-abhangig ist, auch wenn beide Stresskinasen aktiviert werden. Dies wird auch
bei Jiang et al. (2004) beschrieben, wobei hier insgesamt hohere
Inhibitorkonzentrationen eingesetzt wurden. Die Inkubationszeit betrug wie in der
vorliegenden Arbeit 30 Minuten. Doch auch in anderen Zellen wie PC12-Zellen
(Eminel et al. 2004), primaren kortikalen Neuronen (Crossthwaite et al. 2002) oder
striatalen Neuronen (Luo et al. 1998) verursachen ebenfalls die JNKs den 6-OHDA-
vermittelten Zelltod.

In anderen Zellen werden den JNKs und p38 gegensatzliche Wirkungen
zugeschrieben. Engelbrecht et al. (2004) sahen eine proapototische Wirkung fur p38
und eine antiapoptotische fur JNK. In diesem Experiment wurden allerdings
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neonatale ventrikulare Rattenmyozyten und als Stimulus eine kurzzeitige Ischamie
mit nachfolgender Reperfusion verwendet.

In anderen Arbeiten wiederum ist p38 hauptsachlich verantwortlich fir Apoptose in
naiven SH-SY5Y-Zellen wie z.B. nach Dopamin und Peroxynitrit (Junn und
Mouradian 2001; Oh-hashi et al. 1999). In PC12-Zellen scheint p38 auch an dem 6-
OHDA-induzierten Zelltod beteiligt zu sein (Fujita et al. 2006).

In SH-SY5Y-Zellen sind auBerdem Caspasen an der Apoptose beteiligt (von Coelln
et al. 2001; Hwang und Jeong 2008). lhre Inhibition fiihrt zu einem signifikant
erhéhten Uberleben. Es zeigen sich aber dennoch Schaden wie z.B. ein Verlust von
Zellfortsatzen und verminderter Dopaminaufnahme. Dies unterstreicht, dass neben
den Caspase-abhangigen noch weitere Signalkaskaden, wie die in dieser Arbeit
beschriebenen JNK- und p38-Kaskaden, Einfluss auf die Zellen nehmen. Aul3er den
untersuchten Stresskinasen kdnnten der NF-k-B-Signalweg, die Pl-3-Kinase oder die
ERK1/2-Kinasen Einfluss auf einen Zelltod haben, der durch oxidativen Stress

ausgelost wird.
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5 ZUSAMMENFASSUNG

Mitogen-aktivierte Proteinkinasen (MAPKs) haben eine Vielzahl von Funktionen in
der Zellphysiologie und der Zelldegeneration. Zur Gruppe dieser Kinasen gehdren
die c-Jun N-terminalen Kinasen (JNKs), p38 und die extrazellular regulierten Kinasen
1 und 2 (ERK1/2). Insbesondere JNKs und p38 werden haufig als Reaktion auf
Zellstress aktiviert, beispielsweise nach oxidativem Stress, UV-Strahlung, dem
Einsatz von Chemotherapeutika oder Entziindungszytokinen wie Interleukin-1p (IL-
1B) und Tumornekrosefaktor a (TNFa). Sie werden daher auch als Stress-aktivierte
Proteinkinasen (SAPK) bezeichnet. Daruiber hinaus sind sie aber auch in eine Reihe
von wichtigen physiologischen Vorgangen involviert und zeigen sogar
antiapoptotische Eigenschaften.

In der vorliegenden Arbeit wurden zunéachst SH-SY5Y Zellen mit 6-Hydroxydopamin,
einem starken oxidativen Stressor, stimuliert und anschlieRend die Uberlebensrate
untersucht. Hierbei zeigte sich ein signifikantes Absterben sowohl der naiven als
auch differenzierten Zellen gegentber der unbehandelten Gruppe fur beide
Konzentrationen (25 pg und 50 pg) und Zeitrdume (24 h und 48 h). Dabei war der
Effekt bei den Uber 48 h mit 50 ug 6-Hydroxydopamin behandelten differenzierten
Zellen am deutlichsten, hier Uberlebten keine Zellen.

Als Zeichen der Aktivierung wurde danach auf Proteinebene untersucht, ob die
Stimulation mit 6-OHDA eine Zunahme der JNK- bzw. p38-Phosphorylierung
hervorruft. Zusatzlich wurde die Phosphorylierung des Transkriptionsfaktor c-Jun, ein
Substrat der JNKs, als Nachweis fur die nukleare Aktivitat von JNKs bestimmt. Der
Stimulus verursachte bei beiden Zelltypen eine zeitabhangige JNK-, p38- und c-Jun-
Phosphorylierung, deren Maximum nach 8 h lag und auch noch nach 48 h erhoht
war. Allerdings konnte bei den differenzierten Zellen keine signifikante Aktivierung
von p38 nachgewiesen werden, wahrend die naiven Zellen eine klare Aktivierung
zeigten. Sowohl bei den naiven als auch bei den differenzierten Zellen war eine
deutliche Phosphorylierung von c-Jun zu erkennen, wobei auch hier die naiven
Zellen ein starkeres Signal zeigten.

Anschlie3end wurde, um den Einfluss der beiden MAPK auf den Zelltod zu erfassen,
der Versuch nach vorheriger Inkubation mit spezifischen Inhibitoren wiederholt.
Hierbei konnte gezeigt werden, dass eine Hemmung der JNKs uber 24 h und bei

einer Konzentration von 25 pg 6-OHDA zu einer signifikanten Protektion naiver
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Zellen fuhrte. Bei den differenzierten Zellen war dieser Effekt dartiber hinaus auch
noch nach 48 h zu beobachten. Bei 50 pg 6-OHDA ergab sich zelltypunabhéngig
keinerlei Protektion.

Demgegenuber fihrte der spezifische p38-Inhibitor sowohl bei den naiven als auch
differenzierten Zellen in beiden Konzentrationen und Zeitraumen zu keinem Schutz
vor einem signifikanten Absterben.

Die vorliegende Arbeit gibt Hinweise darauf, dass JNKs eine wichtige Rolle bei der
durch 6-OHDA induzierten Apoptose spielen. Demgegeniber ist p38 hierbei nicht
involviert. Durch diese neuroprotektive Wirkung ergibt sich die Bedeutung der SAPK
als pharmakologische Zielstruktur fur die therapeutische Intervention bei

neurodegenerativen Erkrankungen.
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Abb. 1: Reaktion von 6-Hydroxydopamin in sein Chinon unter Abgabe reaktiver
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Abb. 2: Signaltransduktionswege der Mitogen-aktivierten Proteinkinasen (MAPK)
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Abb. 4. SB203580 (4-[5-(4-Fluorophenyl)-2-[4-(methylsulfonyl)phenyl]-1H-imidazol-
4-yl]pyridin)

Abb. 5: Uberleben naiver SH-SY5Y-Zellen nach 6-OHDA.

Abb. 6: Uberleben differenzierter SH-SY5Y-Zellen nach 6-OHDA

Abb. 7: Aktivierung von JNK, c-Jun und p38 in der Kurzzeitbeobachtung

Abb. 8: Aktivierung von JNK, c-Jun und p38 in der Langzeitbeobachtung

Abb. 9: Zahl naiver Zellen nach Hemmung von JNK

Abb. 10: Zahl differenzierter Zellen nach Hemmung von JNK
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