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Abstrakt

1 Abstrakt

Our experiments on microtubules and microfilaments on primary mice neurons
reveal new aspects regarding the cell type, tau epitopes and the duration of
inhibition of GGT, ROCK and Racl and analyze a potential connection between
that inhibition and tau hyperphosphorylation.

We showed that Racl and GGT are essential to neuronal survival, whereas the
inhibition of ROCK had no such effect. In our immunohistochemical experiments
Rac1l inhibition resulted in a reduced size of growth cones and eventually in
damages of the cytoskeleton, e.g. fragmentation of dendrites and axons and
damages of the phalloidin-positive f-actin structures up to the total destruction of
the cells. The effects of GGT inhibition were similar to the ones with the Racl
inhibitor except from a longer incubation period of approximately two hours of
treatment. The ROCK inhibition had a slightly positive effect on the development
of microfilaments in the growth cones.

In addition, we examined the connection between a specific inhibition of GGT,
ROCK and Racl and the hyperphosphorylation of tau. In previous studies of this
group on primary rat neurons there was evidence that incubation with Lovastatin
and inhibition of GGT led to transient higher phosphorylation of some of the tau
epitopes. Consequently, the focus of our analyses was the connection between
the well-known damages on neuronal cell cultures after statin incubation and a
specific inhibition of GGT, ROCK and Racl. Hence, we analyzed if the inhibition
of GGT, ROCK and Racl leads to a higher phosphorylation of tau as observed in
the Alzheimer’s disease.

Therefore, we selected to examine the tau epitopes ser262, ser202 thr205 und
ser396 ser404 and incubated primary mice neurons with the inhibitor of GGT,
ROCK and Racl for up to 24 hours and run a western blot analysis. We could not
find any effect on the phosphorylation of the tau epitopes in primary mice

neurons except from areduced phosphorylation of the tau fragmentation.
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Die Experimente der vorliegenden Arbeit zur Untersuchung von Mikrotubuli und
Mikrofilamenten an primaren Mauseneuronen geben hinsichtlich der untersuchten
Zellart und Tau-Epitope sowie der Untersuchungszeitraume einen neuen Einblick in die
Effekte nach spezifischer Hemmung von GGT, ROCK und Racl und untersuchen

maogliche Zusammenhange einer Hyperphosphorylierung von Tau.

Wahrend Racl und GGT essentiell fir das neuronale Uberleben waren, hatte die
Inhibition von ROCK keinen Effekt darauf. Bei den immunohistochemischen
Experimenten der neuronalen Zellkulturen wurden nach Racl-Inhibition zunachst
kleinere Wachstumskegel beobachtet, spater massive Schaden am Zytoskelett, wie z.B.
die Fragmentierung der Zellfortsdtze, Sché&den an den Phalloidin-positiven F-
Aktinstrukturen bis hin zur vollstandigen Zerstérung von Zellen. Die Untersuchungen
nach Hemmung von GGT zeigten die gleichen Effekte wie nach Racl-Inhibition, wobei
die beobachteten Effekte erst nach einer etwa 2h langeren Inkubationszeit im Vergleich
zur Racl-Inhibition auftraten. Die ROCK-Inhibition fihrte zu keinen Schéaden sondern
bewirkte besser entwickelte Mikrofilamente insbesondere im Bereich der

Wachstumskegel.

Anschliel3end wurde untersucht, inwieweit die spezifische Inhibition von GGT, ROCK
und Racl zu einer Hyperphosphorylierung von Tau fuhrt. In einer vorherigen Publikation
der Arbeitsgruppe an priméren Rattenneuronen wurde gezeigt, dass die Inkubation mit
Lovastatin und die Inhibition von GGT zu einem transienten Anstieg der
Phosphorylierung an bestimmten Tauepitopen von Rattenneuronen fuhrten. Ziel der
Experimente war es zu prufen, ob ein Zusammenhang zwischen den bekannten
konzentrations- und zeitabhdngigen Schadigungen von neuronalen Zellkulturen nach
Statinbehandlung sowie GGT, ROCK und Racl-Inhibition besteht. Dazu wurde
untersucht, ob es nach Inhibition von GGT, ROCK und Racl zu einer erhdhten Tau-
Phosphorylierung kommt wie beispielsweise bei der Alzheimerschen Krankheit.

Die Untersuchungen zur Phosphorylierung der Tauepitope Ser262, Ser202 Thr205 und
Ser396 Serd404 zeigten nach Inhibition von ROCK, GGT und Racl und der
Westernblotanalyse keine erhdhte Phosphorylierung innerhalb des untersuchten
Zeitraums von 24h. Die Phosphorylierung von Tau scheint, mit Ausnahme einer
Phosphorylierungsabnahme bei der Tau-Fragmentierung, nicht an den hier
untersuchten Epitopen durch Inhibition von ROCK, GGT und Racl in primaren

Mauseneuronen beeinflusst zu werden.
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2 Einleitung

2.1 Neurone

Neurone haben eine spezifische Grundstruktur. Ein reifes Neuron besitzt in der Regel
mehrere Dendriten und ein Axon. Dendriten stellen die afferenten Strukturen eines
Neurons dar, die die Signale anderer Nervenzellen empfangen. Das Axon dient
hingegen als efferente Struktur eines Neurons, das die Signale des Neurons auf andere
Neuronen weiterleitet. Die Fahigkeit zu dieser Polarisation ist essentiell fur die
biologischen Funktionen wie die Organisation eines neuronalen Netzwerkes. Dotti und
Sullivan haben die Differenzierung von einem unreifen Neuron bis zur vollen Ausbildung
anhand von hippokampalen Neuronen untersucht und in finf Phasen unterteilt. In
Phase 1 werden kurze Zeit nach Aussaat der Neuronen flache, breite Lamelliopodien
als Ausstulpungen der Zellmembran gebildet. In Phase 2, ab 12 Stunden nach Aussaat,
entwickeln sich diese Lamelliopodien zu unreifen Zellfortsatzen. Zu diesem Zeitpunkt ist
noch keine Polarisation erkennbar. Aus welchem Fortsatz das Axon gebildet wird, ist
noch unklar. Nach 36 Stunden erfolgt in Phase 3 ein starkes Wachstum eines
Zellfortsatzes sowie dessen Differenzierung zum Axon. In Phase 4 beginnen auch die
anderen Fortsatze mit dem Wachstum und es folgt die Ausbildung und Differenzierung
der Dendriten. In Phase 5 bildet das Axon vermehrt Synapsen aus. Dabei entsteht ein

neuronales Netzwerk (Dotti & Sullivan, 1988).
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Abbildung 1-1: Dargestellt ist die Differenzierung von hippokampalen Neuronen in 5
Phasen innerhalb der ersten 7 Tage (Yoshimura et al., 2006).
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2.1.1 Zytoskelett

Das Zytoskelett ist ein hochdynamisches System und hat zahlreiche Funktionen, z.B.
die inneren Stutzung der Zelle, die Zellbewegung und Transportvorgange in der Zelle.
Hauptbestandteile des Zytoskeletts der Zelle sind die Mikrotubuli, die

Intermediarfilamente und die Mikrofilamente.

2.1.1.1 Mikrotubuli
Die Mikrotubuli bestehen aus unverzweigten Rohren unterschiedlicher Lange mit einem

Durchmesser von 25nm und einer Wandstarke von 5nm. Hauptbestandteil ist das
Protein Tubulin. Es bildet Dimere aus a-Tubulin und B-Tubulin, die sich zu langlichen
Protofilamenten aneinanderfigen. An a-Tubulin ist ein GDP-Molekll und an B-Tubulin
ein GTP-Molekul gebunden, die Bildung der Dimere erfolgt unter Hydrolyse des GTP
am B-Tubulin. 13 dieser langlichen Tubulinprotofilamente bilden die Wand eines
Mikrotubulus. Jedes Protofilament besitzt ein schnell wachsendes Plus-Ende
(vornehmlich mit B-Tubulin) und ein langsam wachsendes Minus-Ende (hauptsachlich
bestehend aus a-Tubulin). Die dynamischen Prozesse der Polymerisation und
Depolymerisation werden durch diesen Aufbau ermdéglicht, z.B. beim Wachstum von
Axonen. Mikrotubulus-assoziierte Proteine wie Tau stabilisieren die Mikrotubuli und
beschleunigen die Polymerisation. Mikrotubuli dienen der Zellbewegung, der

Aufrechterhaltung der Zellform und dem Transport von Zellorganellen und Vesikeln.

2.1.1.2 Intermediarfilamente
Die Intermediarfilamente liegen mit einem Durchmesser von 8 bis 12nm hinsichtlich

ihrer GroRRe zwischen Mikrotubuli und Mikrofilamenten und werden deshalb als
Intermediarfilamente bezeichnet. Sie bilden viele Untergruppen und werden nach ihrem
Molekulargewicht unterschieden. Allen gemeinsam ist die a-helikale Struktur. Diese
besteht aus einer Polypeptidkette und hat ein N- und C-terminales Ende. Zwei a-
Helices verdrillen sich umeinander und bilden ein Dimer, wobei die Ausrichtung
gleichsinnig ist und die Polaritat erhalten bleibt. Mehrere Dimere ordnen sich
ungleichsinnig zu Protofilamenten zusammen und bilden Ketten, die sich ihrerseits
wieder zusammenlagern und schlief3lich die Intermediarfilamente bilden. Sie umgeben
den Zellkern und strahlen in die Zellperipherie aus und dienen der Verteilung und dem

Abbau der mechanischen Belastung. Die Intermediarfilamente sind sehr heterogen und
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jeder Zelltyp bildet eigene spezifische Intermediarfilamente wie z.B. die Neurofilamente

in Neuronen.

2.1.1.3 Mikrofilamente
Die Mikrofilamente haben mit 5 bis 8nm den kleinsten Durchmesser unter den drei

Zytoskelettstrukturen. Der wichtigste Bestandteil ist Aktin, das in globularer Form als G-
Aktin und fibrillarer Form als F-Aktin vorkommt. Ca. 250 Molekulle G-Aktin bilden das F-
Aktin, zwei Strange F-Aktin bilden zusammen eine Doppelhelix — das Mikrofilament. Sie
besitzen ein Plus-Ende, an dem unter ATP-Verbrauch die Polymerisation erfolgt, und
ein Minus-Ende, an dem die Depolymerisation stattfindet. In Muskelzellen dient Aktin
zusammen mit Myosin als kontraktiler Apparat. In Zellen mit geringen kontraktilen
Eigenschaften, wie z.B. Neuronen, bilden die Aktinflamente Netze. Diese dienen der
Aufrechterhaltung der Zellform, der Versteifung und der Stabilitat von Zellen sowie der
Zellverankerung und Zellbewegung. Es gibt eine Reihe von Proteinen, die die
Aktindynamik steuern. Dazu gehdrt Gelsolin, das kalziumabhangig die Lange der
Aktinfilamente reduziert. Den gleichen Effekt hat Cofilin, das durch Depolymerisation

des F-Aktin und Komplexbildung mit G-Aktin die Lange der Aktinfilamente reduziert.

In Neuronen ist die Aktinpolymerisation treibende Kraft fir die Ausbildung von
Wachstumskegeln, die ihrerseits als sehr dynamische Strukturen am Zellkdrper der
Neurone den Ursprung zur Ausbildung eines Axons darstellen. Es sind kegelférmige
Auftreibungen mit zwei verschiedenen Arten von Fortsdtzen: didnne, sehr lange
Ausstilpungen der Zellmembran, sogenannte Filopodien, und zwischen den Filopodien
liegende breitere Ausstilpungen der Zellmembran, sogenannte Lamelliopodien. In den
Filopodien befinden sich Aktinfilamente, die wéahrend des Axonwachstums standig
polymerisiert und depolymerisiert werden. Es kommt dabei zu einer abwechselnden
Protrusion und Retraktion der Wachstumskegel. Neben den Aktinfilamenten
durchspannen zahlreiche Mikrotubuli die Axone und sorgen fir Stabilitdt und den

axonalen Transport.
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2.2 Tau

2.2.1 Struktur

Tau stellt eine Familie hauptsachlich neuronaler Proteine dar. Tau entsteht durch
alternatives mRNA-splicing eines Gens auf dem Chromosom 17g21.1 (Neve et al.,
1986). Beim Menschen existieren 6 Isoformen mit 3 oder 4 mikrotubulusbindenden
Regionen am C-terminalen Ende, mit denen Tau an die Mikrotubuli bindet. Am N-
terminalen Ende befindet sich die Projektionsdoméane, Uber die Tau mit der

Zellmembran interagieren kann (Brandt et al., 1995)

__R1_R2 R3 Rd

Adult

Fetal

Abbildung 1-2: Dargestellt sind die 6 humanen Isoformen des Tau-Proteins. Die
mikrotubulusbindenden Regionen befinden sich am C-terminalen Ende und sind mit R1, R2, R3

und R4 gekennzeichnet (Bueé et. al., 2000)

2.2.2 Funktionen

Tau dient der Stabilisierung neuronaler Mikrotubuli und férdert die Polymerisation von
Tubulin-Dimeren. Daneben spielt es eine Rolle bei der Anordnung der
Mikrotubulifilamente (Drubin et al., 1985, Drechsel et al., 1992, Esmaeli-Azad et al.,
1994, Trinczek et al., 1995, Panda et al.,, 1995). Die Funktion von Tau wird
hauptsachlich uber den Grad der Phosphorylierung bestimmter Epitope reguliert. So
kann die Hyperphosphorylierung bestimmter Tauepitope zur Reduktion der Tau-
Tubulin-Bindung und zur Destabilisierung des Mikrotubulussystems fiihren (Drechsel et
al., 1992). Es existieren bis zu 79 Serin-Threonin-Epitope, an denen Tau phosphoryliert
werden kann. Davon werden 30 als physiologische Epitope angesehen und 25 als
pathologische Phosphorylierungsstellen angesehen (Buée et al., 2000). Erkrankungen,

bei denen es zur Hyperphosphorylierung und anschlielBenden Aggregation von Tau
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kommt, werden als Tauopathien bezeichnet. Dazu z&hlen die Alzheimersche Krankheit,
Niemann Pick Typ C, Amyotrophische Laterale Sklerose und Progressive
Supranukledre Lahmung. Die beiden am Haufigsten untersuchten Kinasen der
Phosphorylierung von Tau sind die glycogen synthase kinase 3B (GSK3B) und die
cyclin-dependent kinase 5 (CDK5). Die gegenregulierende Phosphatase von GSK3f
und CDKS5 ist die Protein Phosphatase 2A (PP2A). Es besteht ein Zusammenhang
zwischen der Apoptose von Neuronen und der reduzierten Bindungskapazitat von Tau
zum Mikrotubulussystem (Davis & Johnson, 1999). Zu Beginn der Apoptose
dephosphoryliert PP2A Tau (Mills et al., 1998).

2.2.3 CDK5

CDKS5 st fiir das neuronale Uberleben und die neuronale Entwicklung essentiell (Grant
et al., 2001). CDK5 wird durch die Bindung an die regulierenden Untereinheiten p35
oder p39 aktiviert. Diese beiden Proteine werden fast ausschliel3lich in postmitotischen
Neuronen exprimiert (Tsai et al., 1994). Kalzium triggert Uber die kalziumabhangige
Protease Calpain den Abbau von p35 und p39 zu den stabileren Formen p25 und p29
(Patzke & Tsai, 2002). Diese kirzeren Formen erhdhen die Aktivitat der CDK5. Vor
allem p25 ist an den pathologischen Prozessen der Tau-Hyperphosphorylierung
beteiligt (Lee et al., 2000).

2.2.4 GSK3pB

GSK3p spielt neben CDKS5 eine wichtige Rolle in der Pathogenese der Alzheimerschen
Krankheit. Es sind spezifische Epitope z.B. Ser262 und Thr231 bekannt, an denen
GSK3B Tau hyperphosphoryliert. Eine erhdhte Aktivitat von GSK3p wurde in Neuronen
mit ersten Zeichen einer abnormen Hyperphosphorylierung von Tauepitopen,

sogenannten pre-tangle-Neuronen, beobachtet (Mufioz-Montafio et al., 1997).
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Abbildung 1-3: Dargestellt ist das Mikrotubulussystem und Tau sowie eine Hypothese wie
Tau-Hyperphosphorylierung zum Zelltod flihren kdnnte. (Mazanetz & Fischer, 2007)

a Mikrotubuli sind zylindrische Polymere aus a- und B-Tubulin: Tau ist ein
mikrotubulusassoziiertes Protein in Neuronen und stabilisiert die Mikrotubuli indem
es an bestimmten Stellen daran bindet.

b Die ubermaflige Phosphorylierung von Tau durch Kinasen wie GSK3p und CDK5
kann die Bindung von Tau an die Mikrotubuli verringern und so zu deren
Destabilisierung fuhren.

¢ Hyperphosphoryliertes Tau dissoziiert von den Mikrotubuli und kann unldsliche
Aggregate von PHF bilden.

d Als Folge dessen kann es zur Bildung neurofibrillarer Tangles kommen. Diese
kdnnen ein Ursache fur neuronale Dysfunktionen und schlief3lich Zelltod sein.

2.3 Rho GTPasen

Die Rho GTPasen gehéren zur Ras-Superfamilie und sind Bestandteile aller
eukaryotischen Zellen. Sie wurden 1985 erstmals als Rho (Ras homologues) in der
Seeschnecke Aplysia California beschrieben (Madaule & Axel, 1985). Mindestens 9
Rho GTPasen sind bisher in Saugetieren bekannt, einige in mehreren Isoformen: Rho
(A, B, C), Rac (1, 2, 3), Cdc 42 (Cdc42Hs, G25K), Rnd1l/Rho6, Rnd2/Rho7,
Rnd3/RhoE, RhoD, TC10, TTF. Die am Besten untersuchten sind RhoA, Racl und
Cdc42 (Ridley, 2000).
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2.3.1 Struktur

Rho GTPasen sind monomere Proteine mit einem Molekulargewicht von 20 bis 30kDa.
Strukturell stimmen sie zu 50% bis 55% miteinander Uberein. Die meisten GTPasen
bestehen nur aus der GTPase-Region und kurzen N- oder C-terminalen Enden und
durchlaufen posttranslational eine Modifikation durch Isoprenoide am C-terminalen
Ende (Wennerberg & Der, 2004). Rho GTPasen werden durch die Membranassoziation
aktiviert, d. h. wenn eine Prenylierung posttranslational stattgefunden hat (Magee &
Marshall, 1999). Diese erfolgt am C-terminalen Ende an der CaaX-Box. Die CaaX-Box
besteht aus Cystein, zwei aliphatischen Aminosauren, sowie dem X das fur Serin,
Methionin, Glutamin, Alanin oder Threonin stehen kann. Die Abspaltung des aaX erfolgt
durch die Endoprotease Rcel, der Cysteinrest wird mit seiner Carboxylgruppe
carboxymethyliert (Kawata et al., 1990, Stephenson & Clarke, 1990). Die meisten Rho
GTPasen werden durch die Geranylgeranyltransferase geranylgeranylisiert (20 C-
Atome) (Harris & Poulter, 2000, Guida et al., 2005). Daneben existieren jedoch auch
Rho GTPasen wie Rnd, die durch die Farnesyltransferase farnelysiert (15 C-Atome)

werden (Adamson et al., 1992).

GG

perpmGmoe Ract

Abbildung 1-4: Gezeigt wird am Beispiel von Racl die Struktur der Rho GTPasen. Der C-
Terminus wird posttranslational fir die Membranassoziation geranylgeranylisiert und
carboxymethyliert (Wennerberg & Der, 2004).

2.3.2 Zyklus und Regulation

Wie alle Vertreter der Ras-Superfamilie kdnnen die Rho GTPasen zwischen einem
aktivierten GTP-gebundenen Zustand und einem inaktiven GDP-gebundenen Zustand
wechseln. Die Hydrolyse von GTP wird durch 3 Proteinklassen gesteuert. Guanin
dissociation inhibitors (GDIs) inhibieren die Aktivierung der GTPasen. Guanin
nucleotide exchange factors (GEFs) katalysieren den Austausch von GDP zu GTP und
aktivieren die Rho GTPasen. Die Hydrolyse vom GTP und damit die Inaktivierung
erfolgt durch die GTPase-activating proteins (GAPs) (Aspenstrom et al., 1999).
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Abbildung 1-5: Dargestellt ist der Zyklus zwischen aktivem und inaktivem Zustand der Rho
GTPasen. An GDIs gebunden, sind sie im Zytosol und inaktiv. Orange dargestellt ist das
isoprenylierte Ende, das von den GDIs abgeschirmt wird. GEFs katalysieren den
Austausch von GDP zu GTP und filhren zur Aktivierung der vielfaltigen Funktionen der
Rho GTPasen. Die Hydrolyse und damit die Inaktivierung wird wiederum von GAPs
katalysiert (Rossman et al., 2005).

2.3.2.1 Guanin dissociation inhibitors (GDIs)
Bisher wurden beim Menschen 3 GDlIs beschrieben, die mit RhoA, Racl, Rac2 und

Cdc42 interagieren (Garcia-Mata et al., 2011). 3 Mechanismen wirken Uber die GDIs.
Sie haben eine hohe Affinitat zu GTPasen und bilden mit ihnen einen Komplex im
Cytosol, bei dem das isoprenylierte, hydrophobe Ende der GTPase, das fir die
Aktivierung mit der Membran interagieren muss, abgeschirmt wird. Weiterhin hemmen
GDIs direkt GEFs und damit die Aktivierung der Rho GTPasen durch GEFs. Sie
blockieren die Signaltransduktion von aktivierten GTPasen und die Interaktion mit
Effektorproteinen. Wird die Rho GTPase rezeptorvermittelt aktiviert, transloziert der

Komplex aus Rho GTPase und GDI an die Plasmamembran (Dransart et al., 2005).

2.3.2.2 Guanine nucleotide exchange factors (GEFs)
Der néchste Schritt wird als geschwindigkeitsbestimmend bei der Aktivierung der Rho

GTPasen angesehen. An der Plasmamembran 16st sich die GTPase vom GDI und es
erfolgt der Austausch von GDP gegen GTP. Diese Reaktion ist sehr langsam und wird
von GEFs katalysiert, indem sie den GDP-freien Zustand der Rho GTPase stabilisieren.
Unterstutzt durch die intrazellular hohe Konzentration von GTP kommt es zu einer
Aktivierung der GTPase. Mehr als 60 GEFs sind bisher bekannt. Sie haben eine DH-

Domane (double homology), die den Austausch von GDP zu GTP katalysiert. Eine
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Pleckstrin-Domane direkt neben der DH-Doméane dient der Regulation der GEFs
(Buchsbaum 2007).

2.3.2.3 GTPase-activating proteins (GAPS)
Rho GTPasen haben eine intrinsische GTPase-Region, an der die Hydrolyse von GTP

stattfindet. Da diese Reaktion langsam verlauft, wird sie von GAPs katalysiert. Bei der
Bindung von GAPs mit einer GTPase erfolgt zwischen den beiden Molekilen eine
Rotation um 20°, die es einem ,Argininfinger ermdglicht, in das aktive Zentrum der
GTPase zu gelangen und das Ubergangsstadium bis zur Bindung von GDP zu
stabilisieren (Bishop & Hall, 2000). Im Zuge dessen erfolgt die Inaktivierung der
GTPase. Diese lost sich von der Membran und befindet sich anschlie3end wieder
inaktiviert im Zytosol (Bernards & Settleman, 2004).

2.4 RhoA

Die Rho GTPase RhoA hat ein Molekulargewicht von 24kDa. Die CaaX-Box des RhoA
besteht aus den Aminosauren Cystein, Leucin, Valin und Leucin und wird im Cytosol
durch die Geranylgeranyltransferase am C-terminalen Ende geranylgeranylisiert
(Katayama et al., 1991). Anschlielend wird RhoA carboxymethyliert. In dieser Form
erfolgt die Membranassoziierung und in Folge dessen die Signaltransduktion (Lane &
Beese, 2006). Hauptfunktion von RhoA in Neuronen ist die Inhibition des Wachstums
von Dendriten und Axonen durch Effektormolekile. RhoA fordert die Polymerisation von
Aktinfilamenten, die Inhibition der Mikrotubulipolymerisation und die Interaktion
zwischen Aktin und Myosin. Die am Besten untersuchten Zielproteine von RhoA sind
die Rho-associated coiled-coil-containing protein kinases (ROCKSs). Es existieren 2
Isoformen, wobei ROCK2 vornehmlich in neuronalem und kardialem Gewebe auftritt,
ROCKZ1 hingegen in allen anderen Gewebearten. ROCKs besitzen 3 Doménen: eine
Bindungsdoméne fir RhoA, eine Kkatalytische und eine weitere, die die
Proteinlokalisation steuert. Durch die Bindung von RhoA an die entsprechende Doméne
wird ROCK aktiviert (Riento & Ridley, 2003). Ein gut untersuchter ROCK-Effektor ist
MLCP (myosin light chain phosphatase). Sie wird durch ROCK zum Einen auf direktem
Wege phosphoryliert, zum Anderen phosphoryliert ROCK die MLC (myosin light chain),
die wiederum MLCP phosphoryliert. In beiden Fallen kommt es durch phosphoryliertes

MLCP zur erhdhten Kontraktilitdét und zur Aktin-Kabel-Bildung sowie in der Folge zu
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vermehrter Stressfaser-Bildung (Noda et al., 1995, Somlyo & Somlyo, 2000). ROCK
phosphoryliert und aktiviert die LIM-domain-containing protein Kinasen 1 und 2
(LIMK1/2) mit der Folge, dass Cofilin von LIMK1/2 phosphoryliert und die F-Aktin-
Depolymerisation unterdrickt wird (Maekawa et al., 1999). mDia (mammalian
diaphanous) ist ebenfalls ein RhoA-Effektor und bildet nach Aktivierung lange, dinne
Aktin-Stressfasern aus vielen dicht gepackten F-Aktin-Bundeln, die das Neuron
durchziehen (Alberts et al., 1998). In Neuronen ist das collapsin response mediator
protein-2 (CRMP-2) fur die Mikrotubuli wichtig, da es Tubulinheterodimere bindet und
deren Anlagerung an das plus-Ende der Mikrotubuli férdert. CRPM-2 wird durch ROCK
phosphoryliert und inaktiviert. Dabei kommt es zur Degeneration der Wachstumskegel
in Neuronen (Fukata et al., 2002). Ein anderer ROCK Effektor sind die Mikrotubulus-
assoziierten-Proteine (MAPs) wie Tau oder MAP2, die eine wichtige Rolle bei der
Formation im Mikrotubulussystem Ubernehmen. Werden MAPs oder Tau von ROCK

phosphoryliert, sinkt die Polymerisation der Mikrotubuli (Riento & Ridley, 2003).

2.5 Racl

Racl wird ubiquitar exprimiert und geranylgeranylisiert. In Neuronen fordert Racl das
Wachstum von Axonen (Kunda et al., 2001, Chuang et al., 2005, Da Silva et al., 2005).
Die Rac-spezifischen GEFs Tiaml (T-cell lymphoma invasion and metastasis 1) und
das Tiaml-verwandte Protein STEF (engl. still life and Tiam1-like exchange factor) sind
fur die Aktindynamik am wachsenden Axon durch Racl Aktivierung verantwortlich
(Kunda et al.,, 2001). Racl kontrolliert dabei die Aktinpolymerisation wahrend der
Bildung von Lamelliopodien Uber verschiedene Mechanismen. Lamelliopodien sind
lange  Zellausstulpungen, die Dbeispielsweise bei der Entstehung eines
Wachstumskegels in Neuronen gebildet werden. Sie werden von Aktinnetzen
durchzogen, deren Bildung durch Racl gesteuert wird. Racl aktiviert Uber die WAVE
Proteine (WASP family verprolin homologues proteins, Wiskott Aldrich syndrome
proteins) den Actin-related-protein-2/3-Komplex (Arp2/3) und fihrt so zur
Aktinpolymerisation. Dies erfolgt durch Aufhebung der Autoinhibition des Arp2/3-
Komplexes mit nachfolgender peripherer Aktinpolymerisation durch Anlagerung an den
Seiten und Enden von bestehenden Aktinfilamenten sowie durch den Aufbau von neuen
Aktinfilamenten (Eden et al., 2002). Die Aktinpolymerisation wird durch die Formin-

Proteine induziert, im Speziellen durch die diaphanous-related proteins (DRF) mDial

10
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und mDia2. Racl hebt auch hier die Autoinhibition der DRF auf und es kommt zur
Exposition der FH2-Domane der DRF, die an das Aktinfilament bindet und Aktin-
Monomere daran polymerisiert (Zigmond, 2004). Die Polymerisation kann mehrere Male
wiederholt werden. Wahrenddessen bleibt das DRF dabei permanent gebunden. Auch
durch die Hemmung von Cofilin fihrt Racl zur Aktinpolymerisation, indem die Anzahl
der Zyklen der Aktinpolymerisation erhéht werden. Dartber hinaus wirkt Racl
aktivierend auf die Serin/Threonin Kinase PAK (p21l-activated kinase). Diese
phosphoryliert die LIM-Kinase, die wiederum Cofilin phosphoryliert und inhibiert.
Dadurch kommt es zu einer gesteigerten Aktinpolymerisation (Wang et al., 2007). Ein
weiterer Effektor von Rac, das IQGAP1 (Racl GAP mit IQ-Domane), bindet direkt an
die Aktinfilamente und vernetzt sie (Aspenstrom, 1999). Durch Rac-spezifische GEF
DOCKY7 kann Racl auch Einfluss auf die Mikrotubuli nehmen. Dabei inhibiert Racl das
Mikrotubulus-destabilisierende Protein Stathmin/Op18 und es zum kommt zum

Axonwachstum durch Polymerisation der Mikrotubuli (Watabe-Uchida et al., 2006).

2.6 ROCK und Tau

Zwischen ROCK, dem Haupteffektor von RhoA, und Tau bestehen Zusammenhénge in
der Signaltransduktion. Ein gemeinsamer Effektor von ROCK und GSK3 ist CRMP-2.
Sowohl ROCK als auch GSK3pB sind an der Phosphorylierung und Inaktivierung von
CRMP-2 beteiligt und beeinflussen die neuronale Polaritat, indem sie die Polymerisation
der Mikrotubuli inhibieren (Yoshimura et al., 2005). In Untersuchungen wurde der
Ansatz  beschrieben, diesen  Signaltransduktionsweg GSK3B/CRMP-2 als
therapeutisches Ziel bei der Behandlung von Alzheimer zu nutzen (Yoshimura et al.,
2006). Weiterhin existieren auch andere Verbindungen zwischen ROCK und
Mikrotubuli. In mit nerve-growth factor stimulierten PC12 Zellen konnte gezeigt werden,
dass CRMP-2 sowohl von ROCK als auch von CDK5 phosphoryliert und inaktiviert wird.
Dadurch wird die Polymerisation der Mikrotubuli behindert (Patrakitkomjorn et al.,
2008). CRMP-2 scheint durch seine Verbindungen zu ROCK, GSK3p und CDKS5 ein
stark regulierender Faktor fur die Phosphorylierung und Destabilisierung der Mikrotubuli
zu sein. Des Weiteren wurde in retinalen Ganglionzellen gezeigt, dass CDK5 und
ROCK einen wahrscheinlich parallelen oder sogar z. T. gemeinsamen Signaltrans-

duktionsweg haben, der die Organisation des Zytoskeletts im Axon inhibiert (Cheng et

11
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al., 2003). Eine Inhibition von ROCK wiurde demzufolge einen positiven Effekt auf die
Mikrotubuli haben.

2.7 Racl und Tau

Neben ROCK hat auch Racl einige Verbindungen zu Tau. So ist CDK5 ein Effektor von
Racl und wird von ihm genutzt, um WAVE zu phosphorylieren und damit die
Aktinpolymerisation zu férdern (Sanchez et al., 2009). Auch der Komplex aus
CDK5/p35 ist ein Racl-Effektor, der die PAK-Aktivitat inhibiert und somit Einfluss auf
die Regulation des Zytoskelettumbaus wéahrend des Neuritenwachstums ausubt (Nikolic
et al., 1998).

12



Einleitung

2.8 Zielsetzung

In einer vorherigen Publikation der Arbeitsgruppe (Meske et al., 2003) an primaren
Rattenneuronen wurde nach der GGT-Inhibition und entsprechend aller
geranylgeranylisierbaren GTPasen ein transienter Anstieg der Phosphorylierung von
Tau am Epitop Ser199/202 festgestellt. Amano und Kollegen konnten ebenfalls einen
Anstieg der Phosphorylierung einiger Tau-Epitope nach ROCK-Inhibition beobachten. In
Folge dessen war die Stabilisierung der Mikrotubuli durch Tau reduziert (Amano et al.,
2003). Neben diesen beiden Untersuchungen gab es keine weiteren Arbeiten zum
Zusammenhang der Inhibiton von GGT, ROCK und Racl und einer

Hyperphosphorylierung von Tau.

Die Experimente der vorliegenden Arbeit zur Untersuchung von Mikrotubuli und
Mikrofilamenten sollen hinsichtlich der untersuchten Zellart und Tau-Epitope sowie der
Untersuchungszeitraume einen neuen Einblick in die Effekte nach spezifischer
Hemmung von GGT, ROCK und Racl geben und mdgliche Zusammenhénge einer

Hyperphosphorylierung von Tau untersuchen.

Zunachst sollte das neuronale Uberleben unter GGT-, ROCK- und Racl-Inhibition
getestet werden. Durch die GGT-Inhibition sollten die Auswirkungen der Inaktivierung
aller geranylgeranylisierbaren GTPasen auf Mikrotubuli und Mikrofilamente untersucht
werden. Auf Grundlage der spezifischen Hemmung von ROCK und Racl sollten dann
die Effekte auf das neuronale Zytoskelett differenziert aufgezeigt werden. AnschlieRend
sollten in immunohistochemischen Farbungen die beiden wichtigsten Komponenten des
Zytoskeletts (Mikrotubuli und Mikrofilamente) nach Inkubation mit den unterschiedlichen
Inhibitoren dargestellt werden.

Weiterhin sollte untersucht werden, ob die spezifische Inhibition von GGT, ROCK und

Racl zu einer Hyperphosphorylierung von Tau fihrt.

13
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3 Methodik

3.1 Material

3.1.1 Chemikalien

Bezeichnung

Aceton

Acrylamid
Ammoniumpersulfat
Bovine Serum Albumin (BSA)
Dimethylsulfoxid (DMSO)
1,4-Dithiotreit (DTT)
Essigsaure 100%
Ethanol

Glutamin

Glycerin

Glycin

Hepes
Magermilchpulver
Mercaptoethanol
Methanol

3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-
diphenyltetrazoliumbromids
(MTT)

Natriumchlorid

Hersteller

J.T. Baker, Philippsburg, USA
Roth, Karlsruhe, Deutschland
Serva, Heidelberg, Deutschland
Roth, Karlsruhe, Deutschland
Roth, Karlsruhe, Deutschland
Roth, Karlsruhe, Deutschland
Merck, Darmstadt, Deutschland
Merck, Darmstadt, Deutschland
Sigma, St. Louis, USA

Roth, Karlsruhe, Deutschland
Serva, Heidelberg, Deutschland
Serva, Heidelberg, Deutschland
Merck, Darmstadt, Deutschland
Merck, Darmstadt, Deutschland
J.T. Baker, Philippsburg, USA

Sigma, St. Louis, USA

Roth, Karlsruhe, Deutschland
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Natriumfluorid

Neurobasal-Medium mit B27

Supplement

Okadaic Acid

Orthovanadat
Paraformaldehyd
Phosphate-buffered saline (PBS)
Poly-D-Lysin

Propanol

Proteinaseinhibitor
Salzsaure 37%

Sodium dodecylsulfate (SDS)
Serva Blue

Temed

Tris

Triton X

Tween 20

Vectashield

Sigma, St. Louis, USA

Life Technology, Eggenstein, Deutschland

Sigma, St. Louis, USA

Sigma, St. Louis, USA

Merck, Darmstadt, Deutschland
Biochrom, Cambridge, UK
Sigma, St. Louis, USA

Merck, Darmstadt, Deutschland
Complete, Santa Cruz, USA
Merck, Darmstadt, Deutschland
Roth, Karlsruhe, Deutschland
Roth, Karlsruhe, Deutschland
Serva, Heidelberg, Deutschland
Roth, Karlsruhe, Deutschland
Merck, Darmstadt, Deutschland
Merck, Darmstadt, Deutschland

Vector, Burlingame, USA

15



Methodik

3.1.2 Antikorper

Bezeichnung

12E8

488 anti-mouse Alexa Fluor
Anti-B-Tubulin
Anti-Aktin-Antikorper

Anti-Mouse Peroxidase labelled
IgG

Anti-Rabbit Peroxidase labelled
IgG

Anti-Tau-5
AT-8
FITC-Phalloidin
GGTI286

High-Range Rainbow Molekular
Marker

PHF-1
Racl-Inhibitor NSC 23766

Rainbow-

Molekulargewichtsmarker

ROCK-Inhibitor Y-27632

Hersteller

Athena Neurosciences, Worcester, USA
Molecular Probes, Eugene, USA
Sigma, San Diego, USA

Sigma, San Diego, USA

Vector, Burlingame, USA

Vector, Burlingame, USA

Chemicon International, Billirica, USA
innogenetics, Gent, Belgien

Sigma, San Diego, USA

Calbiochem, San Diego, USA

Amersham Biosciences, Heidelberg, Deutschland

Zur Verfuigung gestellt von Peter Davis
Calbiochem, San Diego, USA

Amersham Biosciences, Heidelberg, Deutschland

Calbiochem, San Diego, USA
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3.1.3 Gerate

Bezeichnung
Brutschrank
Feinwaage
Feinwaage Explorer
Heizblock TCR100
Lamin Air HP72
Mikrozentrifuge
Mikroskop IX70

Mini-Protean | und Il fir Mini-
Gele

pH-Meter 211

Photometer Universal Microplate

Reader

Rubber — Policeman
Ruhrer RCT basic
Ruttler KS15

Stromversorgungsgerat Power

Pac 200, 300

Trans-Blot-SD, Semi dray

transfer cell

Ultrasonic Prozessor

Zentrifuge 5804R, Rotor F-45-30-

11

Hersteller

Nuaire, Fernwaldt, Deutschland
Sartorius, Géttingen, Deutschland
OHaus, Pine Brooke, USA

Roth, Karlsruhe, Deutschland
Heraeus, Hanau, Deutschland
Roth, Karlsruhe, Deutschland
Olympus, Tokio, Japan

Bio-Rad, Hercules, USA

HANNA, Woonsocket, USA

Bio Tek, Winooski (Vermont), USA

TRP, Hereford, UK
IKA Labortechnik, Staufen, Deutschland
Edmund Buhler, Hechingen, Deutschland

Bio-Rad, Hercules, USA

Bio-Rad, Hercules, USA

Hielscher Ultrasound Technology, Ringwood,
USA

Eppendorf, Hamburg, Deutschland
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3.1.4 Kits

Bezeichnung

BCA Protein Assay Kit
Entwickler X-Omat EXII
Fixierer RP X-Omat LO A-C

Chemieluminiszenzsubstrate

Western Lightning Plus

Albumin Standard Reihe

3.1.5 Materialien

Bezeichnung
12-well-Platten
Amersham Hyperfilm ECL
Microtiterplatte 96-well

Objektdeckglaschen

Overhead Transparencies
PVDF-Membran
ReaktionsgefalRe 1,5ml; 0,5ml
Whattmanpapier
Zellkulturflaschen

Zentrifugenréhrchen 14ml, 50ml

Hersteller

Pierce, Rockford, USA
Kodak, Rochester, USA
Kodak, Rochester, USA

Perkin Elmer, Waltham, USA

Pierce, Rockford, USA

Hersteller

Falcon, Colorado Springs, USA
GE Healthcare, Waltham, USA
Falcon, Colorado Springs, USA

Greiner Labortechnik, Kremsmiunster,
Deutschland

Menzel Glaser, Braunschweig, Deutschland
Corporate Express, Broomfield, USA
Milipore, Billirica, USA

Sarstedt, Nurnbrecht, Deutschland

Neolab, Heidelberg, Deutschland

Falcon, Colorado Springs, USA
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3.1.6 Puffer und Losungen

Bezeichnung

4xSDS-Sample-Puffer

Gelpuffer |

Gelpuffer Il

15% Trenngel

Sammelgel

Zusammensetzung

4ml destilliertes Wasser

1ml 0,5M Tris pH 6,8

0,8ml Glycerin

1,6ml 10% SDS

0,2ml 0,3% Bromphenolblau

0,4ml Mercaptoethanol

45,419 Tris

1g SDS

100ml 1IN HCI

auf 250ml mit destilliertem Wasser auffullen

pH 8,8

15,149 Tris

19 SDS

50ml 1N HCI

auf 250ml mit dd H,O auffillen

pH 6,8

dd H>0 4,05ml
GP 12, 7ml
40% Acrylamid 4,05ml

+ 100-200pul 10% APS + 5,4pl Temed

dd Hzo 3,14m|
GP 11 1,25ml
40% Acrylamid 0,56ml

+100ul 10% APS + 5ul Temed
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10% Trenngel

Elpho Laufpuffer 10x

Elpho Laufpuffer 1x

Blottingpuffer

TBS 10x

TBST 10x

Serva Blue

dd Hzo 5,4m|
GP12,7ml

40% Acrylamid 2,7ml

60,69 Tris

288g Glycin

ad 2000ml dd H,O

100ml 10x Elpho Laufpuffer

10ml 10% SDS-Lésung (50g SDS ad 500mi
dd H,0)

ad 1000ml dd H,O

5,89 Tris

2,99 Glycin

3,7ml aus 10% SDS
200ml MeOH

ad 1000ml dd H,O

49,49 Tris

174g NaCl

ad 1000ml dd H;O, pH 7,4

TBS (1000ml)

1ml Tween, pH 7,4

4 Tabletten (Brilliant Blue G)
100ml Ethanol
125ml H,0

25ml Eisessig
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3.2 Methoden

3.2.1 Neuronale Zellkultur

Den anasthetisierten, trachtigen black-six-Mausen wurden Mauseembryonen fur die
neuronalen Zellkulturen entnommen. Fur die Westernblotanalyse wurde 1 Kortex fir
eine sterile Poly-D-Lysin beschichtete Zellkulturflasche (23cm2) mit einer Aussaatdichte
von 10.000 Zellen/cm?2 verwendet. Fir immunohistochemische Untersuchungen wurden
die Neuronen auf sterilen, mit Poly-D-Lysin beschichteten Deckglasern (Durchmesser
2cm) gezichtet. Die Zellen wuchsen im zellfreien Neurobasal-Medium mit B27
Supplement und 0,5mM Glutamin. Ein Mediumwechsel erfolgte alle 3 Tage. Die Zellen
wurden im Brutschrank bei 37°C, 90% Luftfeuchtigkeit (5% CO,) kultiviert.

3.2.2 Inkubation mit den Inhibitoren

Es wurden zundchst Stammldsungen der Inhibitoren GGTI286, Y-27632 und NSC
23766 mit einer Konzentration von 10 mM in DMSO hergestellt. Die Inkubation der
Zellkulturen erfolgte 7 Tage nach Aussaat der Neuronen. Bei der Zugabe der Inhibitoren
wurde 0,5ml Medium hinzugefligt. Bei der Berechnung der Inhibitormengen zur
Einstellung einer bestimmten Konzentration wurde das entsprechend berucksichtigt. Es
wurde darauf geachtet, keimfrei zu arbeiten und die Kulturen bei der Inkubation mit den

Inhibitoren so kurz wie méglich auRerhalb des Brutschranks zu halten.

3.2.2.1 GGTI286
GGTI286 ist ein selektiver Inhibitor der Geranylgeranyltransferase. Die ausbleibende

Isoprenylierung der GTPasen fuhrt dazu, dass die zur Aktivierung bendtigte

Membranassoziation nicht stattfindet und somit die kleinen GTPasen gehemmt werden.

3.2.2.2 ROCK-Inhibitor Y-27632
ROCK-Inhibitor Y-27632 inhibiert konzentrationsabhéangig gleichermalRen die

Haupteffektoren von RhoA, ROCK1 und ROCK2.
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3.2.2.3 Rac1-Inhibitor NSC 23766
NSC 23766 ist ein Racl-spezifischer Inhibitor. Alle Racl-spezifischen GEFs werden

von NSC 23766 konzentrationsabhéngig kompetitiv gehemmt und die Aktivierung von
Racl bleibt aus. In vitro wird bei einer Konzentration von 50uM die Aktivierung von
Racl zu 50% gehemmt. In Fibrobasten fihrt die Behandlung mit 200uM NSC 23766 zur
vollstandigen Inaktivierung von Racl. Dabei ist Racl starker als in unbehandelten
Kontrollen an GDP gebunden. Dieser Inhibitor greift nicht in die Reaktionsketten von
anderen, kleinen GTPasen wie RhoA oder Cdc42 ein und ist aus diesem Grund fir die
Untersuchung spezifischer Effekte der Racl-Inhibition zur Untersuchung des
Zytoskeletts gut geeignet (Gao et al., 2004).

3.2.3 MTT-Assay

Der Nachweis der Zellvitalitdt mittels MTT-Test beruht auf der Reduktion des gelben 3-
(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazoliumbromids (MTT) in ein violettes,
wasserunlésliches Formazan. Dieses wird aus den Zellen herausgeldst und die Menge
photometrisch bestimmt. Dabei korreliert die gemessene Konzentration an Formazan

mit der Zellvitalitat.

Es wurde eine Stammldsung aus 5mg MTT und 1ml PBS hergestellt, wobei die
Endkonzentration bei der Behandlung pro well 25ug/ml war. Die Inkubation erfolgte fur
1,5 Stunden im Brutschrank bei 37°C. Danach wurden pro well 750ml von einer Losung
(1% HCI 37%ig, 99% Isopropanol) dazugegeben und die wells fir 15 Minuten auf den
Ruttler gestellt. 180ul wurden von jedem well auf eine 96-well-Platte pipettiert und die
Extinktion bei 562/630nm photometrisch bestimmt.

Die Neuronen wurden in 12-well-Platten mit den Inhibitoren RhoA-Kinase-Inhibitor Y-
27632 in der Konzentration 1uM, 10uM, 50uM, 100uM; Racl-Inhibitor NSC 23766 in
den Konzentrationen 5uM, 10uM, 25uM, 50uM, 75uM, 100uM und GGTI286 in der
Konzentration 10uM zu verschiedenen Zeitpunkten (0,5h, 1h, 2h, 4h, 6h, 24h)

behandelt. Bei der Zugabe der Inhibitoren wurde 0,5ml Medium gewechselt.
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3.2.4 Immunofluoreszenz

Die Neuronen wurden auf sterilen, mit Poly-D-Lysin beschichteten runden Glasplattchen
(2cm Durchmesser) in 12-well-Platten geziichtet und mit den Inhibitoren RhoA-Kinase-
Inhibitor Y-27632 in der Konzentration 50uM, Racl-Inhibitor NSC 23766 in der
Konzentration 50uM und GGTI286 in der Konzentration 10uM zu verschiedenen
Zeitpunkten (0,5h, 1h, 2h, 4h, 6h, 24h) behandelt. Sie wurden fur 20 Minuten bei
Raumtemperatur in 4% Formaldehyd in PBS fixiert. Danach wurden die Neuronen 3x
fur jeweils 5 Minuten mit PBS gewaschen, um Rickstédnde des Formaldehyds zu
entfernen. Es erfolgte fr 10 Minuten die Inkubation mit PBS mit 0,1% TritonX 100 und
1,5% BSA. Die Neuronen wurden anschlielRend erneut 3x fur jeweils 10 Minuten in PBS
mit 1,5% BSA gewaschen. Schliel3lich wurde fir 1h mit dem Antikérper Anti-B-Tubulin
1:500 in PBS mit 1,5% BSA und anschlieBend mit FITC-Phalloidin 1:1000 inkubiert. Die
Neuronen wurden dann 3x fur jeweils 15 Minuten mit PBS gewaschen. Alle folgenden
Schritte erfolgten unter abgedunkeltem Licht. Die Neuronen wurden mit dem Antikdrper
488 anti-mouse Alexa Fluor bei einer Verdinnung von 1:500 in PBS fir 1 Stunde
inkubiert und danach 3x fur jeweils 15 Minuten in PBS gewaschen. Dieser Antikorper ist
mit einem Fluoreszenz-Farbstoff gekoppelt. Die kleinen Glasplattchen mit den
Neuronen wurden von den 12-well-Platten auf den mit Vectashield beschichteten
Objekttrager gelegt und mit Nagellack versiegelt.

3.2.5 Kriterien zur morphologischen Auswertung

Zur Dokumentation der morphologischen Veranderungen wurden von jedem Praparat
Ubersichtsaufnahmen mit 20-facher VergroRerung und Detailaufnahmen mit 40-facher
VergroRerung gemacht. Die Zellen bei den Detailaufnahmen lagen naturgemafd im
Randbereich der Praparate. Es wurden jeweils Aufnahmen der Tubuli mit B-
Tubulinfarbung (rot) und Aktinfarbungen mit FITC-gekoppelten Phalloidin (grin)
angefertigt. Mit Hilfe des Programms J-Image wurden die VergroRerungen der Bilder
des Aktin und Tubulin Ubereinander gelagert, um ein besseres Verstandnis der
Veranderungen des Zytoskeletts zu erhalten.
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3.2.6 Zellextrakte fur die Analyse der Tau-Phosphorylierung

Zunachst wurden PBS und Extraktionspuffer auf 4°C gekuhlt. Die Zellkulturflaschen
wurden mit 5ml PBS gespult und die gesamte Flissigkeit wurde durch Schleudern
wieder entfernt. Dann wurden 500ul des Probenpuffers in die Flaschen gegeben und
die Zellen mit Rubber-Policeman abgekratzt. Der gesamte Inhalt der Flaschen wurde in
vorgekuhlte 1,5ml ReaktionsgefalRe tberfihrt und mit zum Aufschluss der Zellen mit 30
StoRen & 0,5 Sekunden bei 100 Watt Leistung mit Ultraschall behandelt. Die erste
Zentrifugation zur Entfernung der Zellkerne erfolgte fir 3 Minuten bei 4°C und 1000 x g.
Der Uberstand wurde in neue 1,5ml ReaktionsgefaBe tberfihrt. Um Zelltrimmer
auszusortieren, wurden die Zellen noch einmal 15 Minuten bei 4°C und 12000 x g
zentrifugiert und der Uberstand erneut in neue 1,5ml ReaktionsgefaRe Uberfiuhrt. Es
wurden 50ul vom Gesamtvolumen fir die Proteinbestimmung abgenommen und
tiefgefroren. Zur Denaturierung wurden die dbrigen 450yl mit 150ul 4xSDS-
Probenpuffer versetzt und fir 5 Minuten bei 95°C im Heizblock erwarmt. Die Lagerung
der Proben erfolgte bei -80°C.

3.2.7 Proteinbestimmung

Die Bestimmung der Proteinkonzentration erfolgte mit dem BCA-Kit nach
Herstellerangaben. Dem BCA-Reaktionsprinzip liegt zu Grunde, dass die
Peptidbindungen der Proteine im alkalischen Milieu zweiwertige Kupferionen
reduzieren. Diese bilden mit Bicinchoninsdure einen Chelatkomplex mit blauer Farbe,

dessen Menge bei einem Absorptionsmaximum von 562nm bestimmt wird.

Jede 10ul Probe wurde mit 30pl destilliertem Wasser verdinnt. 10ul dieser Verdiinnung
wurden zusammen mit 180ul des BCA-Kits (Verdunnung der beiden Komponenten
1:50) auf eine 96-well-Platte pipettiert. Jede verdinnte Probe wurde jeweils dreifach
aufgetragen. Die Inkubation erfolgte bei 37°C fur 30 Minuten im Brutschrank.
Anschlielend wurde die Extinktion bei einer Wellenlange von 562nm photometrisch
bestimmt. Die Eichkurve wurde mit Hilfe einer linearen BSA Verdiunnungsreihe erstellt.

Die Analyse der gewonnen Daten erfolgte mit Microsoft Excel.
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3.2.8 SDS-Page und Immunoblotting

Bei der Polyacrylamidgelelektrophorese (PAGE) werden Proteine auf Grund ihrer
unterschiedlichen GroRRe, ihrer Ladung und der Beschaffenheit des Trennmediums
gegeneinander aufgetrennt. SDS Uberdeckt die Eigenladung der Proteine und sorgt mit
dem enthaltenen DTT zur Auflésung von Disulfidbriicken der Proteine. Die Auftrennung
erfolgt nur noch anhand ihrer GroRe und des Molekulargewichtes. Anschliel3end

kénnen sie angefarbt und im Westernblot dargestellt werden.

Die Auftrennung der Proteine erfolgte in einem 10% Polyacrylamidgel fir alle Tau
Proteine. Die mit 4xSDS-Probenpuffer versetzten Proben der Tau Proteine wurden mit
1xSDS-Probenpuffer auf eine Proteinkonzentration von 0,4ug/pl verdinnt. Alle Proben
wurden 3 Minuten bei 65°C erhitzt. Die Trenngele wurden mit Sammelgelen
Uberschichtet und mit 15 Auftragstaschen gegossen. Nach dem Auspolymerisieren
wurde mit Laufpuffer gespult. Pro Tasche wurde 1ug Protein aufgetragen. Eine Tasche
wurde mit Rainbow-Molekulargewichtsmarker beladen, die beiden &ufReren Taschen
blieben frei. Die Gele wurden in eine mit Elpho-Laufpuffer gefillte Anodenkammer
gehangt. Im Sammelgel betrug die Spannung 60V, im Trenngel 120V. Der Transfer der
Proteine von den Minigelen auf eine durch Methanol aktivierte PVDF-Membran
(Polyvinylidendifluorid) erfolgte in einer Semi-Dry-Blotkammer fir 50 Minuten bei 15V
Spannung und bei einer Stromstarke von 200 mA. Die Blockierung unspezifischer
Bindungstellen wurde 1 Stunde in 10% Magermilchlésung in TPBS vorgenommen.
Anschlie3end wurden die Membranen tber Nacht bei 4°C mit dem ersten Antikdrper in
3% Milchpulver/TBST in den Verdinnungen Tau-5 1:3000, 12E8 1:1000, AT-8 1:1000
und PHF-1 1:1000 inkubiert. Die Membranen wurden 3x fur 10 Minuten in TBST
gewaschen, dann 1 Stunde mit dem Sekundarantikérper 1:4000 Anti-Mouse Peroxidase
IgG in TBST inkubiert und wiederum 3x fir 10 Minuten in TBST gewaschen. Die
Membranen wurden 1 Minute in Enhanced chemiluminiscence substrate reagent
inkubiert, ein Autoradiographiefiim in einer Dunkelkammer damit fir 5 Sekunden
belichtet und anschlieRend entwickelt. Um Beladungsunterschiede in der Proteinmenge
zu messen, wurden die Membranen zusatzlich mit einem Anti-Aktin-Antikérper
untersucht. Dazu wurden die Membranen nochmals 3x fir 10 Minuten in TBST
gewaschen und mit dem Anti-Aktin-Antikdrper in der Verdinnung 1:500 fur 2h bei
Raumtemperatur in 3% Milchpulver/TBST inkubiert. Anschlielend wurden die
Membranen 3x in TBST gewaschen und mit dem 2. Antikérper 1:4000 Anti-Rabbit
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Peroxidase IgG inkubiert. Danach wurden die Membranen 3x fur 10 Minuten in TBST
gewaschen und far 1 Minute in Enhanced chemiluminiscence substrate reagent
inkubiert, ein Autoradiographiefilm in einer Dunkelkammer damit fur 5 Sekunden
belichtet und anschlieRend entwickelt. Zur Kontrolle wurden die Blots mit Serva Blue
Farbung gefarbt und zur Quantifizierung des Proteingehalts der Film eingescannt sowie
die Banden (Flache und optische Dichte) mit dem Programm ImageJ (National Health

Institute, USA) ausgewertet.

Da die Inkubation mit einigen der Inhibitoren erwartungsgemald zu massiven
Zellschaden fuhrt, war die Qualitat der Proteine mit zunehmender Behandlungsdauer
reduziert wird. Aus diesem Grund wurden nach Messungen der Proteinmengen die
Proteinkonzentrationen der einzelnen Proben angeglichen. Weiterhin wurde zur
Analyse der phosphorylierungsabhangigen Epitope zunachst die Taugesamtmenge
mittels Tau-5 Antikérper bestimmt. In mehreren Schritten wurde die Taugesamtmenge
in allen Proben angeglichen. Um dennoch auftretende Schwankungen der
Proteinbeladung zu detektieren, wurde Aktin als ,Markerprotein® in allen Proben
analysiert. Traten Schwankungen der untersuchten phosphorylierungsabhangigen
Epitope auf, so wurden diese nur dann als signifikant erachtet, wenn keine

entsprechenden Schwankungen in der Aktinbeladung in der gleichen Probe auftraten.

3.2.9 Statistische Auswertung

Bei der statistischen Auswertung wurde mit dem Programm Microsoft Excel gearbeitet.
Die Ergebnisse wurden mit Hilfe des Student T-Tests auf Signifikanz Uberprift. Dabei
wurde ein p-Wert <0,05 als signifikant gewertet. In den Grafiken wurden die

entsprechenden Mittelwerte +/- Standardfehler dargestellt.
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4 Ergebnisse

Die Neuronen wurden unter den angegebenen Zellkulturbedingungen mit einer
Zelldichte von 10.000 Zellen/cm? ausgesat und gezichtet. Die Behandlung erfolgte 7
Tage nach der Aussaat. Die Zellkulturen wurden zu Beginn der Versuche unter dem
Mikroskop untersucht, zur Anwendung kamen nur Zellkulturen ohne morphologische

Auffalligkeiten.

4.1 Neuronales Uberleben

4.1.1 GGTI286
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Abbildung 3-6: Abgebildet ist das neuronale Uberleben unter Behandlung mit GGTI286
10uM innerhalb von 24h Behandlungsdauer in Bezug auf die Kontrolle (100%) mittels MTT
Assay. N =3, *=p <0,05.

Die Auswirkungen der Behandlung mit GGTI286 10uM waren bereits nach 30 Minuten
mit 30% Zelltod im Vergleich zur Kontrolle messbar. Diese zeitabhangige Entwicklung
setzte sich Uber den gesamten, untersuchten Bereich fort, so dass nach der 24h
Behandlung mit GGTI286 nur noch 25% der Zellen Uberlebt hatten.
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4.1.2 ROCK-Inhibition mit Y-27632
Nach der Inhibition der Geranylgeranylisierung und aller geranylgeranylabhangigen
GTPasen mit GGTI286 sollte die spezifische Hemmung der RhoA-Kinase und deren

Auswirkungen auf das Uberleben der Neuronen untersucht werden.

Dazu wurden zunachst die verschiedenen Zeitpunkte Oh, 24h, 48h, 72h, 96h und
unterschiedlichen Konzentrationen des ROCK-Inhibitors Y-27632 1uM, 10uM, 50uM,
100uM untersucht. Die Entwicklung der Neuronen wurde mikroskopisch verfolgt. Wie im
Diagramm sichtbar wird, zeigten sich keine zeit- oder konzentrationsabhangigen
Veranderungen. Die Inhibition der RhoA-Kinase hatte keine Auswirkungen auf das
Uberleben der Neuronen. Mit der mittleren Konzentration von 50uM wurden auch die
frihen Zeitpunkte (0,5h, 1h, 2h, 4h, 6h) untersucht. Dabei wurden ebenfalls keine

Auswirkungen auf die Neuronen festgestellt.
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Abbildung 3-7: Dargestellt ist das neuronale Uberleben unter Inhibition von ROCK mit Y-
27632 bei den Konzentrationen 1uM, 10uM, 50uM und 100uM in Bezug auf die Kontrolle
(100%). Die Uberlebensraten unter den unterschiedlichen Konzentrationen variieren nicht.
Es konnte kein Effekt auf das neuronale Uberleben wahrend der Behandlungsdauer mit
diesem Inhibitor beobachtet werden. N = 3.
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Abbildung 3-8: Die Untersuchung der Zeitpunkte 0 bis 24h unter Inhibition von ROCK mit
Y-27632 50uM zeigte in Bezug auf die Kontrolle keine zeitabhéngigen Effekte auf das
neuronale Uberleben. N = 3

4.1.3 Racl-Inhibition mit NSC 23766

Zur Untersuchung der spezifischen Racl-Inhibition auf die Neuronen wurden die
Zeitpunkte 24h, 48h, 72h, 96h gewahlt. Die eingesetzten Konzentrationen waren 5uM,
10uM, 25uM, 50uM, 75uM, 100uM.
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Abbildung 3-9: Dargestellt ist das zeitabhangige neuronale Uberleben unter dem Einfluss
des Racl-Inhibitors NSC 23766 in Bezug auf Kontrollen (100%). Es wird deutlich, dass
das Uberleben der Neuronen stark von der Konzentration dieses Inhibitors und der
Behandlungsdauer abhéangig ist. N = 3
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Abbildung 3-10: Untersucht wurde speziell das neuronale Uberleben unter Inhibition von
Racl mit NSC 23766 50uM. Das Uberleben der Neuronen ist abhangig von der
Behandlungsdauer. N =3

Es wurde ein deutlicher Unterschied zur Behandlung mit dem RhoA-Kinase-Inhibitor
festgestellt. Schon bei der niedrigsten Konzentration von 5uM zeigte sich nach 72h eine
signifikante Abnahme der vitalen Zellen. Das Absterben der Neuronen fand zeit- und
konzentrationsabhéngig statt. Die mittlere Konzentration von 50uM wurde auch an
friheren Zeitpunkten (0,5h, 1h, 2h, 4h, 6h) untersucht. Die Neuronen wiesen hier nach
6h Inhibition deutliche Schaden an ihren Fortsatzen auf. Nach 24h Inhibition hatten nur
40% der Zellen Uberlebt.

4.2 Immunohistochemie

4.2.1 Veranderungen im Mikrofilament- und Mikrotubulussystem

Im folgenden Schritt wurden die Inhibitoren in den ermittelten Konzentrationen
eingesetzt, um Auswirkungen auf die beiden wichtigsten Elemente des Zytoskeletts zu
dokumentieren. Die eingesetzten Konzentrationen fur die Inhibition waren GGTI286
10puM, ROCK-Inhibitor Y-27632 50uM und Rac1l-Inhibitor NSC 23766 50uM. Mit Hilfe
der indirekten Immunfluoreszenz wurden Veranderungen im Mikrofilament- und
Mikrotubulussystem mit den Inhibitoren und Zeitpunkten der Behandlung untersucht.
Die Zellen wurden dafur wie beschrieben auf Glasplattchen gezlchtet und nach 7

Tagen des Wachstums mit den Inhibitoren behandelt, anschlieend fixiert und gefarbt.

30



Ergebnisse

4.2.1.1 GGTI286
Die Auswirkungen der Inhibition aller GTPasen durch die Geranylgeranyltransferase

zeigen deutliche Unterschiede zur spezifischen Inhibition von ROCK und Racl. Auch

zwischen den beiden GTPasen gab es Unterschiede nach der Behandlung.

Die Inhibition mit GGTI286 10uM fuhrte nach einer Behandlung von 2h zu keinen
Veranderungen am Tubulin, jedoch war die Anfarbbarkeit des F-Aktin reduziert. Nach
4h war die Anzahl der Wachstumskegel im Vergleich zu den Kontrollen reduziert. Die
Behandlung fiir 6h fiihrte zu Schaden am F-Aktin und Tubulin. In der Ubersicht und der
VergroBerung waren nur noch wenige gefarbte Strukturen der Mikrofilamente
erkennbar. Das Tubulinnetzwerk war dicht, jedoch traten erste Fragmentierungen und
Schwellungen der Axone und Dendriten auf. Die Behandlung der Neuronen mit GGTI
schadigte die Zellen im Verlauf der 24h Inkubationszeit mit steigender Tendenz. Nach
Ablauf der Inkubationszeit waren fast alle Zellfortsatze fragmentiert, die F-

Aktinstrukturen kaum mehr anfarbbar und nur noch Reste davon vorhanden.

4.2.1.2 ROCK-Inhibition mit Y-27632
Die Inhibition der RhoA Kinase durch Y-27632 mit einer Konzentration von 50uM zeigte

im untersuchten Zeitraum bis 24h keine Fragmentierung am Tubulin. Die Phalloidin-
markierten F-Aktinstrukturen traten im Verlauf der Inkubation immer starker in
Erscheinung, insbesondere im Bereich der Wachstumskegel. Die Neuronen zeigten in
der Ubersicht ein dicht organisiertes Netzwerk, die Dendriten und Axone waren in der

VergroRerung identisch mit den Kontrollen.

4.2.1.3 Racl-Inhibition mit NSC 23766
Die Inhibition von Racl mit NSC 23766 50uM fuhrte bereits nach 2h zu ersten

Schadigungen. Auf den ersten Blick waren die Wachstumskegel kleiner als in den
Kontrollen. Die Mikrotubuli zeigten keine Auffalligkeiten, jedoch waren bei genauerer
Betrachtung erste Schwellungen der Fortsatze als Anzeichen von Schadigungen zu
erkennen. Nach 4h Behandlung war das Netzwerk der Mikrotubuli weniger dicht und die
Anzahl der Neuronen reduziert. In der VergroRerung zeigte sich, dass die F-
Aktinstrukturen geschadigt waren und weniger Wachstumskegel existierten. Die
Dendriten und Axone zeigten leichte Schwellungen und einige wenige wiesen eine

beginnende Fragmentierung auf. Das Mikrofilament- und Mikrotubulussystem der
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Neuronen war nach 6h stark geschadigt und die Zelldichte deutlich reduziert. Die
Phalloidin-positiven F-Aktinstrukturen waren deutlich geschadigt und die Neurite
fragmentiert. Nach 24h Inkubation mit Racl1-Inhibitor war ein Teil der Zellen vollkommen

zerstort und die meisten Dendriten und Axone fragmentiert.

Die ROCK-Inhibition hatte einen positiven Effekt auf das Mikrofilamentsystem der
Neuronen. Nach der Inkubation der Zellkulturen mit dem GGT und dem Racl-Inhibitor
kam es bei diesen zun&chst zu Schaden am Aktin bzw. Mikrofilamentsystem. Zunachst
reduzierte sich die Anzahl der Wachstumskegel und im weiteren Verlauf verstarkte sich
der Abbau der Mikrofilamente. Anschlieend reduzierte sich die Anzahl der Zellen und
fuhrte schliel3lich zur Schwellung, Fragmentierung und Zerstérung der Axone und
Dendriten. Diese Effekte traten bei der Inhibition von Racl schneller und starker als bei
der Inhibiton von GGT auf.
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Kontrolle 2h
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Abbildung 3-11: Abgebildet sind unbehandelte Neuronen. Die Mikrofilamente sind grin
und die Mikrotubuli rot dargestellt. Das groRe Netzwerk von Neuronen in den Aufnahmen
A und B sehr gut dargestellt. Deutlich zu erkennen in der Detailaufnahme in C und E sind

die Wachstumskegel (Pfeile), in denen ein besonders starker Umbau der Aktinfilamente
stattfindet.

Der Balken entspricht einer Lange von 10um.
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GGTI286 10uM 2h
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Abbildung 3-12: Die Behandlung mit GGTI286 10uM nach 2h zeigt noch keine deutlichen
Veranderungen, jedoch gibt es bereits Tendenzen. Die Farbung des F-Aktin (C) ist
weniger gut im Vergleich zu den Kontrollen und der Behandlung mit ROCK Y-27632. In der
Ubersicht ist ein gut ausgebildetes Neuronennetzwerk sichtbar (A und B) und in der
VergroBerung (C und D) zeigen die Zellkdrper und Zellfortsatze keine Auffalligkeiten,
jedoch ist die Anfarbbarkeit des F-Aktin reduziert (C).

Der Balken entspricht einer Lange von 10um.
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ROCK-Inhibitor Y-27632 50uM 2h

A

Abbildung 3-13: Abgebildet sind Neuronen nach 2h Behandlung mit ROCK-Inhibitor
Y-27632 50uM. Sowohl die Ubersichtsaufnahmen (A und B) als auch die VergréRerungen
(C und D) der behandelten Neuronen zeigen keine Schadigung des Zytoskeletts. Sie
ahneln denen der Kontrolle und zeigen eine starkere Farbung der Aktinstrukturen (C und
E) als die Kontrolle, insbesondere im Bereich der Wachstumskegel (Pfeile).

Der Balken entspricht einer Lange von 10um.
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Racl-Inhibitor NSC 23766 50uM 2h
.

Abbildung 3-14: Die Behandlung mit Racl-Inhibitor NSC 23766 50uM nach 2h zeigt
sowohl in der Ubersichtsaufnahme (A) als auch in der VergroRerung (C) erste
Schadigungen der Aktinfilamente. Die Wachstumskegel sind sehr viel kleiner (C) als die
der Kontrollen. Die Ubersichtsaufnahme der Mikrotubuli (B) enthéalt keine Auffalligkeiten. In
der VergroRerung (D) sind jedoch erste Schwellungen der Fortséatze als Anzeichen von
Schadigungen zu erkennen.

Der Balken entspricht einer Lange von 10um.
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Kontrolle 4h

A

Abbildung 3-15: Die Kontrolle nach 4h zeigt ein dicht organisiertes Neuronennetzwerk in
der Ubersicht (A und B). In der VergréRerung (C und D) sind die Somata, Dendriten und
Axone regelgerecht. Die Wachstumskegel und Mikrotubuli sind gut ausgebildet.

Der Balken entspricht einer Lange von 10um.
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GGTI286 10uM 4h
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Abbildung 3-16: Nach der Behandlung mit GGTI-286 10uM fur 4h ist sowohl in der
Ubersicht (A und B) als auch in der VergroRerung (C und D) ersichtlich, dass das F-Aktin

der Mikrofilamente geschadigt wurde. Es sind fast keine Wachstumskegel mehr sichtbar
(C). Das Tubulin ist dagegen intakt (B und D).

Der Balken entspricht einer Lange von 10um.
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ROCK-Inhibitor Y-27632 50uM 4h

A

Abbildung 3-17: Die Behandlung mit dem ROCK-Inhibitor Y-27632 50uM fir 4h hat keine
negativen Auswirkungen auf das Mikrofilament- und Mikrotubulussystem. Das F-Aktin hat
noch eine starkere Farbung insbesondere im Bereich der Wachstumskegel (Pfeile in C und
E) als in der Kontrolle.

Der Balken entspricht einer Lange von 10um.
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Racl-Inhibitor NSC 23766 50uM 4h

Abbildung 3-18: Die Anzahl der Neuronen ist reduziert (A und B). Das F-Aktin ist
geschadigt und es zeigen sich wenige Wachstumskegel in der Detailaufnahme (C). Die

Dendriten und Axone haben leichte Schwellungen und einige wenige zeigen eine
beginnende Fragmentierung (D).

Der Balken entspricht einer Lange von 10um.
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Kontrolle 6h

A

Abbildung 3-19: Die Neuronen sind gut vernetzt und haben zahlreiche, weitverzweigte
Fortsatze und Wachstumskegel (Pfeile in C und E).
Der Balken entspricht einer Lange von 10um.
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GGTI286 10uM 6h
-
.

=

Abbildung 3-20: Die Behandlung mit GGTI286 10uM zeigt nach 6h Schaden am F-Aktin
und Tubulin. In der Ubersicht und der VergroBerung sind nur noch wenige gefarbte
Strukturen der Mikrofilamente erkennbar (A und C). Das Tubulinnetzwerk ist noch dicht
(B), jedoch sind die Fragmentierungen und Schwellungen der Axone und Dendriten bereits
sichtbar (D).

Der Balken entspricht einer Lange von 10um.
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ROCK-Inhibitor Y-27632 50uM 6h

A

Abbildung 3-21: Die Neuronen sind nach Behandlung mit ROCK-Inhibitor Y-27632 50uM

nach 6h vollkommen intakt und zeigen eine noch starkere Anfarbung der Aktinstrukturen
(Pfeile in C und E) als in der Kontrolle.

Der Balken entspricht einer Lange von 10um.
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Racl-Inhibitor NSC 23766 50uM 6h

Abbildung 3-22: Die Behandlung mit dem Racl-Inhibitor NSC 23766 50uM fur 6h fuhrt zu
einer starken Schadigung des Mikrofilament- und Mikrotubulussystems. Die Zelldichte ist
deutlich reduziert (A und B) und das F-Aktin ist stark geschéadigt (C). Die Neurite sind
fragmentiert und weisen Schwellungen auf (D).

Der Balken entspricht einer Lange von 10um.
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Kontrolle 24h

A

Abbildung 3-23: Die unbehandelten Neuronen haben ein dichtes Netzwerk (A und B). In
der VergrofRerung (C und E) sind die Wachstumskegel (Pfeile) sehr gut ausgebildet und
ohne Auffalligkeiten am Tubulinsystem (B und D).

Der Balken entspricht einer Lange von 10um.
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GGTI286 10uM 24h
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Abbildung 3-24: Die Behandlung mit GGTI286 10uM fur 24h fuhrt zu einer starken

Schadigung der Zellen. Fast alle Zellfortsatze sind fragmentiert (B und D). Das F-Aktin ist
kaum mehr anfarbbar (A und C).

Der Balken entspricht einer Lange von 10um.
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ROCK-Inhibitor Y-27632 50uM 24h

A

Abbildung 3-25: Nach der Behandlung mit ROCK-Inhibitor Y-27632 50uM fur 24h ist das
Neuronennetzwerk dicht und gut ausgebildet. Es sind zahlreiche Wachstumskegel (Pfeile
in C und E) und ein gut ausgebildetes Mikrotubulussystem sichtbar.

Der Balken entspricht einer Lange von 10um.
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Racl-Inhibitor NSC 23766 50uM 24h

Abbildung 3-26: Die Behandlung mit Racl-Inhibitor NSC 23766 50uM fir 24h fihrt zur

teilweisen Zellzerstérung (A und B). Es sind zahlreiche Zelltrimmer vorhanden (D). Die
meisten Zellfortsatze sind fragmentiert.

Der Balken entspricht einer Lange von 10um.
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4.3 Untersuchung der Tau-Phosphorylierung mit Westernblot
Im Folgenden wurden die Effekte der Inhibition mit GGTI286 10uM, ROCK-Inhibitor Y-
27632 50uM und Racl-Inhibitor NSC 23766 50uM auf die Phosphorylierung von Tau
untersucht. Ein moglicher Zusammenhang zwischen Hemmung der Isoprenylierung von
kleinen GTPasen und einer Hyperphosphorylierung von Tau wie bei Tauopathien
konnten zuvor in einer Publikation der Arbeitsgruppe mit Rattenneuronen unter
Lovastatinbehandlung und Inhibition von GGTI nachgewiesen werden (Meske et al.,
2003).

4.3.1 GGTI286

Zunachst wurde die Tau-Gesamtmenge mit dem Antikdrper Tau-5 untersucht.
Schwankungen in der Proteinbeladung wurden durch die Untersuchung der
Aktinbeladung in mehreren Schritten mittels Westernblot untersucht und Korrigiert.
Anschlieend wurde mit Hilfe des Antikdrpers 12E8 die Phosphorylierung des
entsprechenden Epitops an Tau untersucht. Die leichten Schwankungen der Menge an
12E8 konnten auf der Grundlage der Analyse der Aktinbeladung als
beladungsabhéngige Schwankungen identifiziert werden. Es kam unter GGTI-
Behandlung zu keiner signifikanten Phosphorylierungsédnderung an diesem Epitop. Die
Untersuchung mit AT-8 diente der Uberprufung der Phosphorylierung des Epitops
Ser202 Thr205. Nach 6h Behandlung kam es zu einer signifikanten Reduktion der
Phosphorylierung an diesem Epitop. Mit Hilfe des Antikdrpers PHF-1 wurde die
Phosphorylierung des Epitops Ser396 Ser404 untersucht. Es kam zu keiner
Veranderung der Phosphorylierung dieses Epitops. Die Blots zeigten bei den Proben
der 4h, 6h und 24h Behandlungen mehrere kleinere Banden, die durch die

Fragmentierung beim Abbau von Tau entstehen (nicht abgebildet).

Die Streuung der Werte zur Untersuchung der Tau-Phosphorylierung ist zum Teil grof3
und hangt mit Schwankungen der Proteinmenge in den einzelnen untersuchten Proben
zusammen. Da die Inhibition von GGT mit massiven Schaden einherging, reduzierte
sich die Qualitéat der Proteine mit steigender Behandlungsdauer. Trotz mehrmaliger,
sorgfaltiger Angleichung der Proteinkonzentrationen in allen Proben, ist die Analyse von
exakt gleichen Mengen Tau in allen Proben nicht vollstdndig gelungen. Deshalb wurde
in jeder Probe neben den phosporylierungsabhangigen Epitopen auch die Menge an

Aktin als ,Markerprotein® untersucht. Traten Schwankungen der untersuchten
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phosphorylierungsabhangigen Epitope auf, so wurden nur solche Schwankungen als

spezifisch erachtet, wenn keine entsprechenden Schwankungen in der Aktinbeladung in

der gleichen Probe festgestellt wurden.
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Abbildung 3-27: Tau-5 nach Behandlung mit GGTI286 10uM

Dargestellt ist die Tau-Gesamtmenge und die Aktinbeladung unter GGTI-Behandlung
10uM im Vergleich zur Kontrolle. Die leichten Schwankungen der Tau-Gesamtmenge
konnten auf der Grundlage der Analyse der Aktinbeladung als beladungsabhangige
Schwankungen identifiziert werden. Die Tau-Gesamtmenge blieb wahrend des
untersuchten  Zeitraums konstant. Nach 6h kam es zur Abnahme der
Gesamtproteinmenge. N = 3, K = Kontrolle, T = treatment (Behandlung) mit GGTI286
10uM
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Abbildung 3-28: 12E8 nach Behandlung mit GGTI286 10uM

Dargestellt ist die Tau-Phosphorylierung am Epitop Ser262 unter GGTI-Behandlung 10uM
im Vergleich zur Kontrolle. Die leichten Schwankungen der Menge an 12E8 konnten auf
der Grundlage der Analyse der Aktinbeladung als beladungsabhéngige Schwankungen
identifiziert werden. Es kam unter GGTI-Behandlung zu keiner Phosphorylierung an
diesem Epitop. Nach 6h kam es zur Abnahme der Proteinkonzentration im Vergleich zur
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Kontrolle. N = 3, K = Kontrolle, T = treatment (Behandlung) mit GGTI286 10uM
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Tau Phosphorylierung AT-8
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Abbildung 3-29: AT-8 nach Behandlung mit GGTI286 10uM

Dargestellt ist die Tau-Phosphorylierung am Epitop Serl99 Thr202 unter GGTI-
Behandlung 10uM im Vergleich zur Kontrolle. Nach 6h Behandlung kam es zur
signifikanten Abnahme der Phosphorylierung an diesem Epitop. Die anderen, leichten
Schwankungen konnten auf der Grundlage der Analyse der Aktinbeladung als
beladungsabhangige Schwankungen identifiziert werden. Es kam unter GGTI-Behandlung
zu keiner Phosphorylierungszunahme an diesem Epitop. N = 3, K = Kontrolle, T =
treatment (Behandlung) mit GGTI286 10uM, * = p < 0,05.
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Tau Phosphorylierung PHF-1
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Abbildung 3-30: PHF1 nach Behandlung mit GGTI286 10uM

Dargestellt ist die Tau-Phosphorylierung am Epitop Ser396 Ser404 unter GGTI-
Behandlung 10uM im Vergleich zur Kontrolle. Die leichten Schwankungen der Menge an
PHF-1 konnten auf der Grundlage der Analyse der Aktinbeladung als beladungsabhéngige
Schwankungen identifiziert werden. Es kam unter GGTI-Behandlung zu keiner
Phosphorylierung an diesem Epitop. N = 3, K = Kontrolle, T = treatment (Behandlung) mit
GGTI286 10uM
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4.3.2 ROCK-Inhibition mit Y-27632

Wie beim Einsatz von GGTI wurde zunéachst die Tau-Gesamtmenge mit dem Antikorper
Tau-5 bestimmt. Schwankungen in der Proteinbeladung wurden durch die
Untersuchung der Aktinbeladung mittels Westernblotanalyse in mehreren Versuchen
analysiert und korrigiert. Der Untersuchungszeitraum von 24h zeigte keine
Unterschiede in der Gesamtmenge an Tau. Anschlie3end wurde mittels des Antikorpers
12E8 die Phosphorylierung des entsprechenden Epitops an Tau untersucht. Die
leichten Schwankungen des Signals nach der Untersuchung mit 12E8 konnten auf der
Grundlage der Analyse der Aktinbeladung als beladungsabhangige Schwankungen
identifiziert werden. Es kam unter ROCK-Inhibition zu keiner
Phosphorylierungsanderung an diesem Epitop. Die Untersuchung mit AT-8 diente der
Uberprifung der Phosphorylierung des Epitops Ser202 Thr205. Ebenso wie beim 12E8
kam es zu keiner Zunahme der Phosphorylierung dieses Epitops. Mit Hilfe des
Antikdrpers PHF-1 wurde die Phosphorylierung des Epitops Ser396 Ser404 untersucht.
Die leichten Schwankungen sind auf der Grundlage der Analyse der Aktinbeladung in
Unterschieden in der Proteinbeladung zu begrinden. Es kam zu keiner Zunahme der

Phosphorylierung an diesem Epitop.

Die Inhibition von ROCK flhrte innerhalb des untersuchten Zeitraums zu keiner
Phosphorylierungsanderung an den untersuchten Epitopen.
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Abbildung 3-31: Tau-5 nach Behandlung mit ROCK-Inhibitor Y-27632 50uM
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Dargestellt ist die Tau-Gesamtmenge unter ROCK-Inhibition 50uM im Vergleich zur
Kontrolle. Die leichten Schwankungen der Tau-Gesamtmenge konnten auf der Grundlage
der Analyse der Aktinbeladung als beladungsabhéngige Schwankungen identifiziert
werden. Die Tau-Gesamtmenge blieb wahrend des untersuchten Zeitraums konstant. N =
3, K =Kontrolle, T = treatment (Behandlung) unter Y-27632 50uM
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Abbildung 3-32: 12E8 nach Behandlung mit ROCK-Inhibitor Y-27632 50uM

Dargestellt ist die Tau-Phosphorylierung am Epitop Ser262 unter ROCK-Inhibition 50uM
im Vergleich zur Kontrolle. Die leichten Schwankungen konnten auf der Grundlage der
Analyse der Aktinbeladung als beladungsabhangige Schwankungen identifiziert werden.
Es kam innerhalb des untersuchten Zeitraums zu keiner Phosphorylierungsénderung an
diesem Epitop. N = 3, K = Kontrolle, T = treatment (Behandlung) mit Y-27632 50uM
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Abbildung 3-33: AT-8 nach Behandlung mit ROCK-Inhibitor Y-27632 50uM

Dargestellt ist die Tau-Phosphorylierung am Epitop Ser202 Thr 205 unter ROCK-Inhibition
50uM im Vergleich zur Kontrolle. Die leichten Schwankungen der Menge an AT-8 konnten
auf der Grundlage der Analyse der Aktinbeladung als beladungsabhéangige Schwankungen
identifiziert werden. Es kam unter ROCK-Inhibition, wie bei Behandlung mit GGTI zu keiner

Phosphorylierungsanderung an diesem Epitop. N =

(Behandlung) mit Y-27632 50uM

3, K = Kontrolle, T = treatment
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Abbildung 3-34: PHF-1 nach Behandlung mit ROCK-Inhibitor Y-27632 50uM

Dargestellt ist die Tau-Phosphorylierung am Epitop Ser396 Ser404 unter ROCK-Inhibition
50uM im Vergleich zur Kontrolle. Die leichten Schwankungen der Menge an PHF-1
konnten auf der Grundlage der Analyse der Aktinbeladung als beladungsabhangige
Schwankungen identifiziert werden. Es kam unter ROCK-Inhibition wie bei der Behandlung
mit GGTI zu keiner Phosphorylierungsanderung an diesem Epitop. N = 3, K = Kontrolle, T
= treatment (Behandlung) mit Y-27632 50uM
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4.3.3 Racl-Inhibition mit NSC 23766

Nach der Inhibitton von GGT und ROCK wurden abschliel3end
Phosphorylierungsanderungen von Tau unter Racl-Inhibition mit einer Konzentration
von 50uM untersucht. In den MTT-Assays und den Aufnahmen der Immunohistochemie
wurde deutlich, dass die Racl-Inhibition einen starken Einfluss auf das neuronale
Uberleben des Mikrotubulus- und des Mikrofilamentsystems hatte. Nun sollte ermittelt
werden, ob ein Zusammenhang der Schadigungen auch mit einer erhdhten
Phosphorylierung des Taus einhergeht. Die Vorgehensweise entsprach den Versuchen
mit GGTI und ROCK-Inhibitor. Getestet wurden wiederum die Antikdrper Tau-5, 12E8,
AT-8 und PHF-1.

Wie bei der Inhibition von GGT und ROCK wurde zunachst die Tau-Gesamtmenge mit
dem Antikorper Tau-5 bestimmt. Schwankungen in der Proteinbeladung wurden erneut
durch die Analyse der Aktinbeladung untersucht. Mit dem Antikérper 12E8 wurde die
Phosphorylierung des Epitops Ser262 untersucht. Die leichten Schwankungen der
Menge an 12E8 konnten auf der Grundlage der Analyse der Aktinbeladung als
beladungsabhéngige Schwankungen identifiziert werden. Es kam unter Racl-Inhibition
zu keiner Phosphorylierungsanderung an diesem Epitop. Anschlie3end erfolgten die
Untersuchung mit AT-8 und die Uberpriifung der Phosphorylierung des Epitops Ser202
Thr205. Es kam an diesem Epitop zu einer signifikanten Reduktion der
Phosphorylierung nach 24h Behandlung. Mit Hilfe des Antikdrpers PHF-1 wurde
abschlieBend die Phosphorylierung des Epitops Ser396 Ser404 untersucht. Dabei
wurde eine signifikante Abnahme der Phosphorylierung nach 6h und 24h Behandlung
gemessen. Die anderen, leichten Schwankungen wurden auf der Grundlage der
Analyse der Aktinbeladung als Unterschiede in der Proteinbeladung identifiziert. Die
Blots zeigten bei den Proben der 4h, 6h und 24h Behandlungen mehrere kleinere
Banden, die durch die Fragmentierung beim Abbau von Tau entstehen (nicht
abgebildet).

Die Streuung der Werte zur Untersuchung der Tau-Phosphorylierung ist zum Teil grof3
und hangt mit Schwankungen der Proteinmenge in den einzelnen untersuchten Proben
zusammen. Da die Inhibition von GGT mit massiven Schaden einherging, war die
Qualitat der Proteine mit steigender Behandlungsdauer reduziert. Trotz mehrmaliger,
sorgfaltiger Angleichung der Proteinkonzentrationen in allen Proben, ist die Analyse von

exakt gleichen Mengen Tau in allen Proben nicht vollstdndig gelungen. Deshalb wurde
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in jeder Probe neben den phosporylierungsabhangigen Epitopen auch die Menge an
Aktin als ,Markerprotein® untersucht. Traten Schwankungen der untersuchten
phosphorylierungsabhangigen Epitope auf, so wurden nur solche Schwankungen als
spezifisch erachtet, wenn keine entsprechenden Schwankungen in der Aktinbeladung in

der gleichen Probe festgestellt wurden.
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Abbildung 3-35: Tau-5 nach Behandlung mit Racl-Inhibitor NSC 23766 50uM 24h

Dargestellt ist die Tau-Gesamtmenge unter Racl-Inhibition 50uM im Vergleich zur
Kontrolle. Die leichten Schwankungen der Tau-Gesamtmenge konnten auf der Grundlage
der Analyse der Aktinbeladung als beladungsabhéngige Schwankungen identifiziert
werden. Die Tau-Gesamtmenge blieb wahrend des untersuchten Zeitraums konstant. N =
3, K= Kontrolle, T = treatment (Behandlung) mit NSC 23766 50uM
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Abbildung 3-36: 12E8 nach Behandlung mit Racl-Inhibitor NSC 23766 50uM 24h

Dargestellt ist die Tau-Phosphorylierung an Epitop Ser262 unter Racl-Inhibition 50uM im
Vergleich zur Kontrolle. Die leichten Schwankungen konnten auf der Grundlage der
Analyse der Aktinbeladung als beladungsabhangige Schwankungen identifiziert werden.
Es kam innerhalb des untersuchten Zeitraums wie bei der Behandlung mit GGTI und
ROCK-Inhibitor unter Racl-Inhibition zu keiner Phosphorylierungsdnderung an diesem
Epitop. N = 3, K = Kontrolle, T = treatment (Behandlung) mit NSC 23766 50uM
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Tau Phosphorylierung AT-8
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Abbildung 3-37: AT-8 nach Behandlung mit Racl-Inhibitor NSC 23766 50uM

Dargestellt ist die Tau-Phosphorylierung am Epitop Ser202 Thr205 unter Racl-Inhibition
50uM im Vergleich zur Kontrolle. Nach 24h kam es zu einer signifikanten Reduktion der
Phosphorylierung an diesem Epitop. Die anderen, leichten Schwankungen der Menge an
AT-8 konnten auf der Grundlage der Analyse der Aktinbeladung als beladungsabhéngige
Schwankungen identifiziert werden. N = 3, K = Kontrolle, T = treatment (Behandlung) mit
NSC 23766 50uM, * = p < 0,05
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Abbildung 3-38: PHF-1 nach Behandlung mit Racl-Inhibitor NSC 23766 50uM

Dargestellt ist die Tau-Phosphorylierung am Epitop Ser396 Ser404 unter Racl-Inhibition
50°uM im Vergleich zur Kontrolle. Nach 6h und 24h Behandlung kam es zu einer
signifikanten Reduktion der Phosphorylierung an diesem Epitop. Die anderen, leichten
Schwankungen konnten auf der Grundlage der Analyse der Aktinbeladung als
beladungsabhéngige Schwankungen identifiziert werden. N = 3, K = Kontrolle, T =
treatment (Behandlung) mit NSC 23766 50uM, * = p < 0,05
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4.4 Zusammenfassung der Ergebnisse

Die Untersuchungen zur vorliegenden Arbeit zeigen, dass das neuronale Uberleben
stark von der Inhibition von GGT und Racl beeintrachtigt wird. Im Gegensatz dazu
hatte die Inhibition von ROCK keinen Effekt. In den immunohistochemischen
Untersuchungen konnte beobachtet werden, dass es nach der Inhibition von GGT nach
4h Inkubationszeit zu massiven Schaden an den Mikrotubuli und Mikrofilamenten kam.
Ahnliche Effekte setzten nach der Inkubation mit dem Racl-Inhibitor bereits nach 2h
ein. Die ROCK-Inhibition fuhrte hingegen zu starker ausgepragten Wachstumskegeln
und hatte keinen Effekt auf die Mikrotubuli. Bei den Experimenten zur Tau-
Phosphorylierung konnte eine signifikante Abnahme der Phosphorylierung mit dem
Antikdrper AT-8 nach 6h Inkubationszeit mit GGT-Inhibitor beobachtet werden. Die
Experimente zur Racl-Inhibition zeigten mit dem Antikérper PHF-1 bei 6h und 24h
Behandlungszeit mit dem Antikorper AT-8 nach 24h eine reduzierte Phosphorylierung.
Die Inhibition von ROCK zeigte keinen Effekt auf die untersuchten Tau-Epitope.
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Inhibitionen
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Immunohistochemische

Untersuchungen
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mit GGTI286 10uM
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Mikrotubuli und
Mikrofilamenten ab
4h Inkubationszeit

Kein Effekt mit
Antikorpern 12E8
und PHF-1;
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Abbildung 4-39: Zusammenfassung der Ergebnisse der Untersuchungen von primaren
Méauseneuronen mit der Inhibition von GGT, ROCK und Racl
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5 Diskussion
RhoA und Racl gehéren zu den kleinen GTPasen und spielen in Neuronen eine

wichtige Rolle bei der Regulation der Mikrofilamente und Mikrotubuli des Zytoskeletts.

Ziel dieser Arbeit war es, die Effekte der spezifischen Hemmung von GGT, ROCK und
Racl auf das Uberleben und das Zytoskelett von primaren Mauseneuronen zu

untersuchen.

In einer vorherigen Publikation der Arbeitsgruppe an primaren Rattenneuronen wurde
nach Inhibition von GGT ein transienter Anstieg der Phosphorylierung eines Tau-
Epitops festgestellt (Meske et al., 2003). Eine andere Arbeitsgruppe hatte sich
spezifisch mit der Inhibition von ROCK befasst. An SF9 Zellen der Mottenovarien wurde
ebenfalls ein Anstieg der Phosphorylierung einiger Tau-Epitope nach ROCK-Inhibition
beobachtet. In Folge dessen war die Stabilitdt der Mikrotubuli durch Tau reduziert
(Amano et al., 2003). Neben diesen beiden Untersuchungen gibt es keine weiteren
Arbeiten zum Zusammenhang der Inhibition von GGT, ROCK und Racl und einer

Hyperphosphorylierung von Tau in priméren Mauseneuronen.

Die Experimente der vorliegenden Arbeit zur Untersuchung von Mikrotubuli und
Mikrofilamenten geben hinsichtlich der untersuchten Zellart und Tau-Epitope sowie der
Untersuchungszeitraume einen neuen Einblick in die Effekte nach spezifischer
Hemmung von GGT, ROCK und Racl und untersuchen mdgliche Zusammenhange

einer Hyperphosphorylierung von Tau.

5.1 GGT, ROCK, Rac1 und das neuronale Uberleben

In der vorliegenden Arbeit wurde zunachst das neuronale Uberleben unter GGT-,
ROCK- und Racl-Inhibition untersucht. Die Mauseneuronen zeigten keinen Effekt bei
ROCK-Inhibition, reagierten jedoch sehr sensibel auf die Inhibition von GGT und Racl.
Bereits nach 6h Behandlungsdauer hatten 40% bzw. 15% der Zellen nicht Utberlebt.
Nach 24h Behandlungsdauer hatten bei GGT-Inhibition 75% und bei Racl-Inhibition
40% der Zellen nicht tberlebt. Diese Ergebnisse korrespondieren im Wesentlichen mit
anderen Untersuchungen, z.B. Le et al., 2005, Domoki et al., 2009, Chen et al., 2010,

Uberein.
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5.2 Untersuchungen zum Zytoskelett

Die nachfolgend beschriebenen Effekte, wie z.B. die Schadigung der Zellfortsatze bei
Racl-Inhibition, traten innerhalb der ersten 6h nach Beginn der Behandlung der
Zellkulturen auf. Dementsprechend waren die friihen Zeitpunkte bis 6h Inkubationszeit
von besonderem Interesse fur die immunohistochemischen Untersuchungen und die
Analyse der Tau-Phosphorylierung. Die Zellkulturen wurden daher wahrend der ersten

6h Behandlung in kurzen Zeitabstéanden untersucht.

5.2.1 GGT und das Zytoskelett

Die Untersuchungen der neuronalen Zellkulturen nach Hemmung von GGT zeigten,
ahnlich wie bei der Racl-Inhibition, massive Schaden an den Mikrotubuli und den
Mikrofilamenten. Im Unterschied zur Inhibition von Racl traten die ersten Effekte der
GGT-Inhibition erst nach 4h Behandlungsdauer auf, d.h. also nach einer etwa 2h
langeren Inkubationszeit als bei der Racl-Inhibition. Diese zeitliche Verzogerung kénnte
damit zusammenhangen, dass bei der Inhibition mit GGTI286 noch
geranylgeranylisiertes Racl vorhanden war und die Schadeffekte deshalb etwas

verzdgert eintraten.

5.2.2 ROCK und das Zytoskelett

Ein ganz anderes Bild zeigte sich bei der Inhibition von ROCK, dem Haupteffektor von
RhoA. ROCK kann Uber seinen Effektor LIMK1/2 die Aktindepolymerisation in Zellen
des Neuroblastomtumors steigern (Maekawa et al., 1999) und durch Inhibition von mDia
die Protrusion von Membranfortsatzen in primaren Rattenneuronen hemmen (Arakawa
et al., 2003). Des Weiteren inhibiert ROCK CRMP-2 und fuhrt so zu einer Degeneration
der Wachstumskegel in primaren Rattenneuronen (Fukata et al., 2002).

Die ROCK-Inhibition der priméren Neuronen hatte bei den Untersuchungen zu dieser
Arbeit keinen Einfluss auf das neuronale Uberleben. Diese Ergebnisse decken sich mit
denen anderer Gruppen an humanen Stammzellen (Li et al., 2009; Li et al., 2008). Die
Mikrofilamente der priméaren Neuronen der Maus waren in den immunohistochemischen
Aufnahmen im gesamten Verlauf der 24h Inkubationszeit besser als in den Kontrollen

entwickelt, insbesondere im Bereich der Wachstumskegel.
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Viele andere Untersuchungen zu aktivem RhoA und ROCK &hneln dem in der
vorliegenden Arbeit beschriebenen Phénotyp. Die Inhibition von RhoA mit dem C3
Toxin von Clostridium botulinum und der Einsatz von dominant negativem RhoA fihrten
zu ahnlich gut organisierten Aktinstrukturen wie in den hier durchgefiihrten Versuchen
zur Inhibition von ROCK (Jalink et al., 1994). Die Wirkung von aktivem RhoA wurde in
zahlreichen Experimenten untersucht. Konstitutiv aktives RhoA fuhrte in PC12 und
Zellen des Neuroblastoms zu einer Retraktion von Neuriten (Tigyi et al., 1996) sowie zu
reduziertem Dendritenwachstum in hippokampalen Pyramidenzellen von Ratten
(Nakayama et al., 2000) und in hippokampalen Zellkulturen von Ratten und Mausen
(Ahnert-Hilger et al., 2004). In Neuroblastomzellen konnte bei RhoA/ROCK-Aktivierung
die Depolymerisation der Mikrotubuli und Neurofilamente nachgewiesen werden
(Amano et al., 1998, Hirose et al., 1998; Katoh et al., 1998). Auch kam es nach
Aktivierung von ROCK in Zellen des Neuroblastoms zur Zellrundung und
Neuritenretraktion (Hirose et al., 1998). In Versuchen zum Neuritenwachstum konnte
ebenso gezeigt werden, dass konstitutiv aktives Racl zum Wachstum der neuronalen
Fortsédtze von hippokampalen Zellkulturen von Ratten fuhrt, wohingegen konstitutiv
aktives RhoA genau das Gegenteil bewirkte (Schwamborn & Puschel, 2004). In
hippokampalen Neuronen von Mausen bewirkte die Inhibition von ROCK die Bildung
von neuen, langen Spines der Dendriten und erhéhte deren protrusive Motilitat (Tashiro
& Yuste, 2004).

5.2.3 Racl und das Zytoskelett

Racl spielt durch seine Effektoren mDia, PAK und WAVE eine wichtige Rolle in der
Steigerung der Aktinpolymerisation (Eden et al., 2002, Zigmond, 2004, Wang et al.,
2007) und erhoht Uber seinen Effektor DOCK7 auch die Mikrotubulipolymerisation
(Watanabe-Uchida et al., 2006).

Bei den Experimenten zu der vorliegenden Arbeit wurden in den
immunohistochemischen Farbungen der neuronalen Zellkulturen nach Racl-Inhibition
zunachst nach 2h Behandlungsdauer kleinere, aktinreiche Wachstumskegel als in den
Kontrollen beobachtet. Die Zellkulturen der 6h Behandlung zeigten jedoch massive
Schaden am Zytoskelett, z.B. eine Fragmentierung der Neurite. Zudem waren die
Phalloidin-positiven F-Aktinstrukturen deutlich geschadigt. In den Proben zur 24h Racl-
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Inhibition war ein Teil der Zellen vollkommen zerstdrt sowie die Dendriten und Axone
Uberwiegend fragmentiert. Bei den Farbungen mit FITC-Phalloidin zur Untersuchung
der Mikrotubuli wurden nach 2h Racl-Inhibition Schwellungen mit anschlie3ender
Fragmentierung im Bereich der Neurite sichtbar und mit steigender Behandlungsdauer

ein hinsichtlich der Dichte reduziertes Netzwerk von Mikrotubuli beobachtet.

Die Ergebnisse dieser Untersuchung von primaren Neuronen dokumentieren sehr
genau den zeitlichen Verlauf nach Racl-Inhibition und decken sich mit Untersuchungen
anderer Gruppen an anderen Zelltypen. Die Gruppe von Corbetta et al. konnte bei Racl
Knockout-Mausen Verhaltensauffalligkeiten, Epilepsie und vorzeitigen Tod nachweisen
(Corbetta et al., 2009). Bei den Untersuchungen von Sarner und Mitarbeitern an Zellen
des Neuroblastomtumors wurde festgestellt, dass aktiviertes Racl fur die
Differenzierung von Neuronen benétigt wird und dominant negatives Racl das
Neuritenwachstum in Zellen des Neuroblastomtumors hemmt (Sarner et al., 2000).
Ebenso ist eine erhdohte Racl-Aktivitat in den Wachstumskegeln nerve growth factor
stimulierter PC12 Zellen festgestellt worden (Aoki et al., 2004). Dominant negatives
Racl blockiert das Wachstum, die Morphogenese und die Stabilitat der Zellen. (Tashiro
& Yuste, 2004). Khodosevich und Monyer konnten zeigen, dass konstitutiv aktives Racl
zu langeren Neuriten und konstitutiv negatives Racl zu kirzeren Neuriten in Neuronen
fuhrt (Khodosevich & Monyer, 2010).

Die Ahnlichkeit zwischen den Phanotypen von Racl- und GGT-inhibierten Neuronen ist
von Interesse, da in friheren Untersuchungen der Arbeitsgruppe die Phanotypen der
GGTI- und Statinbehandlung ebenfalls gleich waren. Statine sind Medikamente, die den
Mevalonatweg hemmen und therapeutisch zur Senkung des Cholesterinblutspiegels
genutzt werden. Sie verursachen jedoch dosis- und zeitabhéngig Nebenwirkungen an
neuronalen Zellkulturen. Es konnte gezeigt werden, dass der GGPP-Mangel diese
Schéden bei Statinbehandlung ausloést. Da durch den GGPP-Mangel die Aktivierung
von RhoA, ROCK und Racl ausbleibt, sollte weiterhin geklart werden, ob ROCK oder
Racl einen Anteil an den beobachteten Effekten haben kdnnte. Entsprechend den hier
aufgezeigten Zytoskelettschaden kdnnte die Inhibition insbesondere von Racl Teil der
Signalkette sein, die bei der Statin-induzierten Neurotoxizitat eine zentrale Rolle spielt.

In der Krebsforschung wird die Inhibition von Racl als therapeutisches Ziel diskutiert.
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Anders als in Neuronen ware hier eine toxische Wirkung erwiinscht. So konnten
Akunuru und Kollegen durch Racl-Inhibition an Stammzellen des pulmonalen
Adenokarzinoms die Proliferation und die Metastasierung der Zellen hemmen (Akunuru
et al., 2011). An Zellen des Mammakarzinoms fuihrte die Inhibition von Racl mit NSC
23766 zur Apoptose (Yoshida et al., 2010).

5.3 GGT, ROCK, Racl und Tau

In vorherigen Arbeiten der Arbeitsgruppe an primaren Rattenneuronen des
Hippokampus zeigte sich ein transienter Anstieg der Phosphorylierung von Tau am
Epitop Ser199/202 nach Lovastatinbehandlung und Inhibition von GGT (Meske et al.,
2003).

Die Untersuchungen im Rahmen der vorliegenden Arbeit zur Phosphorylierung dieser
Epitope von Tau zeigten nach Inhibition von ROCK und der Westernblotanalyse keine
Phosphorylierungsanderungen innerhalb des Untersuchungszeitraums von 24h. Die
Phosphorylierung von Tau scheint nicht durch eine ROCK-Inhibition in primaren
Mauseneuronen an den hier untersuchten Epitopen beeinflusst zu werden. Nach GGT-
Inhibition kam es nach 6h Behandlungsdauer zu einer signifikanten Abnahme der
Phosphorylierung am Epitop Ser202 Thr205, vermutlich durch Abbauprozesse nach
Apoptose. Die gleichen Untersuchungen erfolgten auch mit den Racl-inhibierten
Zellkulturen. Es konnten keine Anderungen der Phosphorylierung mit dem Antikorper
12E8 beobachtet werden. Es kam nach Untersuchung mit dem Antikérper AT-8 am
Epitop Ser202 Thr205 zu einer signifikanten Reduktion der Phosphorylierung nach 24h
Behandlung. Mit Hilfe des Antikorpers PHF-1 wurde abschliel3end die Phosphorylierung
des Epitops Ser396 Ser404 untersucht, bei der eine signifikante Abnahme der
Phosphorylierung nach 6h und 24h Behandlung festgestellt wurde. Diese Effekte
kénnten durch die proteolytische Spaltung des Taus bei Apoptose der Neuronen erkléart
werden. In PC12 Zellen und nicht-neuronalen CHO-Zellen die mit Tau transfiziert
wurden, sind ahnliche Effekte beobachtet worden. Zu Beginn der Apoptose dieser
Zellen wurde Tau am Epitop Ser369 Ser404 durch die PP2A dephosphoryliert (Mills et
al., 1998). Diese Ergebnisse stimmen mit den beobachten Effekten der Racl-Inhibition

nach 6h und 24h Behandlungsdauer tberein.
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Wie bei der Inhibition von GGT konnte kein direkter Zusammenhang zwischen einer

Inhibition von Racl und hyperphosphorylierten Epitopen von Tau festgestellt werden.

Eine mdgliche Ursache fir diese unterschiedlichen Ergebnisse zur Phosphorylierung
von Tau bei der GGT-Inhibition und der Untersuchung mit AT-8 kodnnte an
Speziesunterschieden liegen. Genetische Unterschiede zwischen Maus, wie in der
vorliegenden Arbeit, und Ratte, wie bei den Experimenten von Meske et al., kbnnen zu
den unterschiedlichen Resultaten geftihrt haben. Die gleiche Konzentration von 10uM
GGT-Inhibitor kdnnte bei Mausen schon eine toxische Wirkung auslosen. Der transiente
Anstieg bei den Untersuchungen von Meske et al. in der Phosphorylierung von Tau
nach 12h GGT-Inhibition am Epitop Serl199/202 koénnte daher trotz gleich hoher
Konzentration des Inhibitors bei den Versuchen zu der vorliegenden Arbeit auf Grund

von Speziesunterschieden nicht sichtbar geworden sein.

Auf Grund des schnellen Absterbens der Neuronen nach GGT-Inhibition nach 6h um
40% und nach 24h um 75% und der massiven Zytoskelettschaden nach 6h GGT-
Inhibition in  den immunohistochemischen Farbungen wurde kein zeitlich
Ubereinstimmender Zwischenwert von 12h Behandlungsdauer wie in der Arbeit von

Meske et al. erhoben.

Die Streuung der Werte zur Untersuchung der Tau-Phosphorylierung ist zum Teil groR3
und hangt mit Schwankungen der Proteinmenge in den einzelnen untersuchten Proben
zusammen. Da die Inhibition von Racl und GGT mit massiven Schéden einherging, war
die Qualitait der Proteine mit steigender Behandlungsdauer reduziert. Trotz
mehrmaliger, sorgfaltiger Angleichung der Proteinkonzentrationen in allen Proben, ist
die Analyse von exakt gleichen Mengen Tau in allen Proben nicht vollstandig gelungen.
Deshalb wurde in jeder Probe neben den phosporylierungsabhéangigen Epitopen auch
die Menge an Aktin als ,Markerprotein untersucht. Traten Schwankungen der
untersuchten phosphorylierungsabhangigen Epitope auf, so wurden nur solche
Schwankungen als signifikant erachtet, wenn keine entsprechenden Schwankungen in

der Aktinbeladung in der gleichen Probe festzustellen waren.
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Es existiert bisher nur eine Medline-erfasste Untersuchung zur Inhibition von ROCK und
deren Effekte auf die Tau-Phosphorylierung in SF9 Zellen der Mottenovarien (Amano et
al., 2003).

Die Arbeitsgruppe um Amano konnte zeigen, dass Tau in vitro direkt von ROCK an
Thr245, Thr377 und Ser409 und auch schwacher am Epitop Ser262 phosphoryliert wird
und es dadurch in seiner Funktion der Stabilisation und Organisation der Mikrotubuli
inhibiert wird. Die Ursache fur das schwache Signal der Phosphorylierung am Epitop
Ser262 konnte darin liegen, dass andere Kinasen neben ROCK oder Phosphatasen
starker die Phosphorylierung an diesem Epitop steuern. Hervorzuheben ist, dass
Amano und Kollegen zeigen konnten, dass das Epitop Ser262 zwar direkt durch ROCK
phosphoryliert werden kann, die Inhibition von ROCK jedoch ebenso wie in der hier
vorliegenden Arbeit keinen Effekt auf die Phosphorylierung hatte. Es scheint daher kein
zwingender Zusammenhang zwischen ROCK Aktivitat und Erhdhung der
Phosphorylierung sowie ROCK-Inhibition und verminderter Phosphorylierung am Epitop
Ser262 zu bestehen.

Weitergehende Untersuchungen von Amano et al. haben an COS7 Zellen eine erhéhte
Phosphorylierung an den Epitopen Thr245 und Ser409, nicht aber am Epitop Thr377
gezeigt. Ubereinstimmend mit den Ergebnissen der vorliegenden Arbeit ergab die
Untersuchung der COS7 Zellen ebenfalls keine erhdhte Phosphorylierung am Epitop
Ser262 (Amano et al., 2003).

Die Experimente der vorliegenden Arbeit an primaren M&useneuronen konnten die
unterschiedlichen Effekte auf das Zytoskelett der ROCK-, Racl- und GGT-Inhibition
innerhalb von 24h Behandlungszeit sehr genau dokumentieren. Ubereinstimmend mit
den Ergebnissen aus den Untersuchungen zum neuronalen Uberleben fiihrte in den
immunohistochemischen Experimenten die GGT- und Racl-Inhibition zu starken
Schaden an Mikrotubuli und Aktinfilamenten, sichtbar durch Fragmentierung und
Zerstorung von Neuriten bis hin zum Zelltod. Die beobachteten Effekte ahneln denen
aus Experimenten an Zellen des Neuroblastomtumors oder PC 12 Zellen unter Racl-
Inhibition (Sarner et al., 2000, Aoki et al., 2004). Die Inhibition von ROCK fihrte
dagegen in den immunohistochemischen Experimenten zu starker ausgeprégten

Wachstumskegeln und hatte keine Auswirkungen auf das neuronale Uberleben. Diese
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Ergebnisse zur Racl-, GGT- und ROCK-Inhibition deuten darauf hin, dass durch
Statine verursachte Schaden an Neuronenkulturen mit der einhergehenden Racl-
Inhibition eng zusammenhangen kénnen. Ein mdglicher Zusammenhang der Inhibition
von GGT, ROCK und Racl mit einer erhoéhten Tau-Phosphorylierung wie bei
Tauopathien konnte durch die hier vorliegende Arbeit an den ausgewahlten Epitopen

nicht festgestellt werden.
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