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1. Zusammenfassung

1.1 Abstract

Fur die Entwicklung und Integritat des Nervensystestellt die neuronale Differenzierung
einen wichtigen Prozess dar, welcher gegentber dichén Umwelteinflissen wie
Alkoholexposition zeitlebens vulnerabel ist. Zur teisuchung neuronaler Differenzierung
zugrunde liegender Prozesse wurde ein humanespmades Zellkulturmodell etabliert. Es
wurde auf Ebene der Zellmorphologie, der intrazétkn Signaltransduktion sowie der
Expression neuronaler Markerproteine und signattaktionsassoziierter Proteine analysiert
sowie hinsichtlich dopaminerger Eigenschaften ditarsiert. Insbesondere das Raf kinase
inhibitor protein (RKIP), ein moglicherweise auch der neuronalen Signaltransduktion
modulierend beteiligtes Protein, und die Proteiakgn C (PKC) wurden hinsichtlich
maoglicher Beteiligung an neuronaler Differenzierungowie ethanolbedingten
Differenzierungsschaden untersucht.

Hierzu wurden humane Neuroblastomzellen mit Retireséis zu 4 Wochen differenziert, mit
Ethanol behandelt und Analysen mittels Phasenksmngkroskopie, Immunzytochemie,
Western Blot, cCAMP-spezifischem ELISA, quantitati®T-PCR sowie Hochdruck-Flissig-
keitschromatographie durchgefiihrt. Weiterhin wurééne eigene, unabhangig von
Ethanoleinflissen bestehenden Rolle des RKIP beai meuronalen Differenzierung
untersucht. Hierzu wurde RKIP mittels gezielter nifektion Uberexprimiert und
downreguliert.

Unter Ethanolexposition zeigte sich morphologisehe ebeeintrachtigte Differenzierung.
Entsprechend fanden sich auch im Quotienten der MBS pra- und postsynaptischen
Dopaminrezeptors eine Stérung des differenzierypgsthen Verteilungsmusters sowie eine
reduzierte Expression neuronaler Markerproteinededu ergab sich eine signifikant
reduzierte Aktivierbarkeit der Mitogen aktiviertd?roteinkinase-Kaskade, welche Effekte
differenzierungsférdernder Substanzen wie bspwinBdarived neurotrophic factor (BDNF)
vermittelt. Gleichzeitig lag eine signifikant rederze PKC- und RKIP-Expression vor. Die
Ergebnisse zu ethanolbedingter Reduktion relevaméeironaler Proteine sowie der asso-
ziierten Signaltransduktion zeigen einerseits atigme Mechanismen zellularer
Toleranzentwicklung auf und geben andererseits dhlifiss Uber Mechanismen der daraus
resultierenden Differenzierungsschaden, wie siewbsguch in der Maximalvariante am
Phanotyp der Alkoholembryopathie beobachtet werden.

In Transfektionsexperimenten konnte dariiber hirexggnals eine eigene Rolle des RKIP in
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der neuronalen Differenzierung belegt werden: Wadhrdie Uberexpression von RKIP in
verstarkter Signaltransduktion und schlie3lich bésmigter neuronaler Differenzierung
resultierte, ergab sich nach Downregulation eialgti Phanotyp bei reduzierter neuronaler

Differenzierung.

1.2 Einleitung

Neuronale Differenzierung stellt einen auch im sstuHirn ablaufenden Prozess wéhrend der
Entwicklung neuer Neurone dar, welcher der potdierieBeeinflussung durch diverse
Substanzen unterliegt. Insbesondere Schaden dulobh@ nehmen dabei einen hohen
Stellenwert ein. Die Mechanismen der Einflisse oisaher Ethanolexposition auf neuronale
Differenzierung sind jedoch nur unzureichend auli@ek

Bislang wurden zahlreiche allgemeine Effekte insbéere akuter Ethanolexposition auf
zellulare Signaltransduktion beschrieben. So wurbtearaktionen von Ethanol bspw. mit
dem Fettsauremetabolismus, mit G-Protein gekoppeRezeptoren (GPCR) und ihren
nachgeschalteten Second Messenger Prozessen,adeinfinase C (PKC), mit der intra-
zellularen Signaltransduktion der Mitogen aktiveertProteinkinase (MAPK; ERK) sowie mit
zellularer Differenzierung im Allgemeinen bescheab(Aroor und Shukla, 2004; Chandler
und Sutton, 2005; Crews et al., 2006; Davis et1#l99; Mcintyre et al., 1999; Nixon und
Crews, 2002; Roivainen et al., 1995). Ein diesefekdEén gemeinsamer und fur ethanolbe-
dingte gestérte neuronale Differenzierung in Fregemmender Mechanismus ist bislang je-
doch nicht bekannt. Interessanterweise findet dahRaf kinase inhibitor protein (RKIP) als
ein cytoplasmatisches, in seiner Aminosaureseqegonlutionar hoch konserviertes Protein
am Schnittpunkt all jener Prozesse (Abb. 1; Hellmahal., 2009b). RKIP bindet Lipide und
hemmt die Raf-1-Kinase-vermittelte Aktivierung ddAP Kinase Kinase (MEK) im Prozess
der neurotrophininduzierten Signaltransduktion nAgtivierung des Trk-B (Tyrosinkinase
Rezeptor B) durch Brain Derived Neurotrophic Fa¢BIDNF). Im selben Prozess wird RKIP
von der PKC phosphoryliert und fuhrt nach Translmkazu veranderter Aktivierbarkeit von
GPCR (Corbit et al., 2003; Keller et al., 2004aakiil und Rosner, 2005; Yeung et al., 1999).
Auch wird ein Zusammenhang zwischen veranderter PREXpression und
neurodegenerativen Erkrankungen diskutiert. Sotzgmh RKIP spezifisch nitrierbar und
damit potenziell in seiner Funktionalitdit modifihar sowie auch bei Patienten mit M.
Alzheimer erniedrigt (George et al.,, 2006; Maki adt, 2002; Reed et al., 2009). Als

Vorlauferprotein des HCNP kommt RKIP eine Rolleder Stimulation cholinerger Neurone
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zu, welche beim M. Alzheimer frihzeitig von Degeatem betroffen sind (Mitake et al.,
1997).

Ziel der hier vorgelegten Studien war die Untersungh der Auswirkungen chronischer
Alkoholexposition auf verschiedene Ebenen der nealem Differenzierung mit Hilfe eines
zuvor etablierten, humanen, neuronalen Zellkultutells. Neben Untersuchungen der
Zellmorphologie, der differenzierungsassoziiertengn8ltransduktion, der Expression
neuronaler Markerproteine und dopaminerger Eigeafsetn des Differenzierungsmodells
unter Ethanoleinfluss erfolgte zudem die Untersaghder Rolle des RKIP flr die neuronale
Differenzierung unabh&ngig vom Einfluss des Ethsutbllelimann et al., 2009a; Hellmann et
al., 2009b; Wernicke et al., 2010).

e.g. BDNF

neurotransmitters

Differentiation promoting
substrates

activation of
transcription factors

— =

prodifferentiation genes

Abb. 1. Stellung des RKIP in der Neurotrophin- und GPCR-assziierten Signaltransduktion (aus Hell-
mann et al., 2009a)Trk-B = Tyrosinkinase Rezeptor B, BDNF = Brain isted neurotrophic factor, PLC =
Phospholipase C, Ras = Rat sarcoma G-Protein, IRaftfibrosarcoma Proteinkinase, CAMP = cyclischds-
nosinmonophosphat, GPCR = G-Protein gekoppelterefirer, GRK-2 = G-Protein gekoppelter Rezeptor-
Kinase-2, DAG = Diacylglycerol, PKC = Protein Kima€, RKIP = Raf Kinase Inhibitor Protein, MEK = MAP
Kinase Kinase, ERK = Extracellular regulated Kinémgtspr. auch MAPK), -p = phosphoryliert.



1.3 Methoden

Zellkultur: Humane SH-SY5Y Neuroblastomzellen wurden wie inlrkignn et al. (2009b)
ausfuihrlich beschrieben kultiviert. Die Differenziag der Zellen wurde durch Zugabe von
Retinsaure (10 uM) eingeleitet. Eine Ethanolbehamgllerfolgte in differenzierenden Zellen
bis zu 4 Wochen in Konzentrationen von 20 mM bi8 (M.

Morphologische AuswertungeMorphologische Effekte an der differenzierendetikziéur
wurden phasenkontrastmikroskopisch untersucht undHitie des Programms ImageJ aus-
gewertet (Hellmann et al., 2009a; Hellmann et28lQ9b; Rasband, 1997).

MAPK AktivitatsassayDie Aktivitat der MAPK ERK wurde in 24h-serumdegérten Zellen
nach Stimulation mit rekombinantem BDNF und/odandehorbolester Phorbol-12-Myristat-
13-Acetat (PMA) mit Hilfe eines radioaktiven Assaysd per Western Blotting (vgl. unten)
nachgewiesen (Hellmann et al., 2009a; Hellmant e2@09b).

Western BlotDie Proteinanalytik mittels Western Blot erfolgtach Giblichen Protokollen der
SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (Hellmann gt24109a; Hellmann et al., 2009b).
Immunzytochemieimmunzytochemische Féarbungen erfolgten nach UdticRrotokollen
(Wernicke et al., 2010), die Detektion erfolgtetai eines Epifluoreszenzmikroskops.
Quantitative Reverse Transkriptase-PCR (gRT-PCR)r quantitativen Bestimmung von
MRNA aus der Zelle wurde nach Umschreiben der mRNEDNA (RT-PCR) die Quantifi-
zierung der Zielsequenzen nach der von Pfaffl esobnen 2-DDC(t) Methode vorgenom-
men (Pfaffl, 2001). Die Normalisierung erfolgteai® zur humanen Porphobilinogendeami-
nase, einem kaum regulierten ,Housekeeping-Genfiiftéen et al., 2009a; Hellmann et al.,
2009b; Wernicke et al., 2010).

Untersuchungen des dopaminergen Syst&esguantitative Bestimmung des intrazellularen
Dopamingehalts erfolgte mittels Reversed-Phase #ock-Flissigkeitschromatographie
(RP-HPLC) nach Trennung an einer C-18-Séaule ustdratischer Elution sowie nachfolgen-
der elektrochemischer Detektion des Dopamins (Vekeniet al., 2010). Die Messung der
dopamintransporterspezifischen Dopaminaufnahme eavurdhittels tritiummarkierten
Dopamins in differenzierten SH-SY5Y-Zellen bestimiternicke et al., 2010).
Transfektionsstudien zuRKIP-Uberexpression und -Downregulatiobtm die Expression
von RKIP in SH-SY5Y Zellen zu manipulieren wurdenaiisfektionen nach etabblierten
molekularbiologischen Verfahren durchgefuhrt (Hellm et al., 2009a). Hierbei wurde das
Vektorsystem pcDNA 3.1(+) mit Cytomegalievirus-Pator zur Uberexpression des
humanen RKIP (RKIB und eine spezifische short hairpin RNA (shRNA) @aterdriickung



der RKIP-Expression (RKIP per RNA-Interferenz eingesetzt (Hannon und Ro2604;
Hellmann et al., 2009a; Meister und Tuschl, 200&llMund Conte, 2004). Es erfolgten
Kontrollen fir unerwiinschte Transfektionseffekteatiuden Einsatz von Vektoren ohne In-
sert sowie eines speziellen shRNA-Kontrollvektois umspezifischer shRNA-Sequenz. Die
resultierenden Zelllinien wurden hinsichtlich defIR-Expression analysiert und in weiteren
Experimenten bis zu 4 Wochen differenziert.

cAMP Bestimmungbie Quantifizierung des basalen intrazellularerMéAGehalts und des
CAMP-Gehalts nach 15-minttiger Stimulation mit Faign erfolgte an Zellextrakten von
RKIP-Uberexprimierenden SH-SY5Y-Zellen und entspezxlen Kontrollen mittels eines
spezifischen, nicht-radioaktiven Enzyme Linked Inmosorbent Assay (Hellmann et al.,
2009a).

Statistische AnalyserBtatistische Auswertungen wurden mit Hilfe dert®afe GraphPad
Prism, Software Version 2.01 fur Windows durchgetiibnterschiede bei Zeitreihenversu-
chen zwischen verschiedenen Behandlungen wurdeeingt zweifaktoriellen ANOVA be-
rechnet. Gruppenunterschiede zu einheitlichen dekfn wurden mit Hilfe eines ungepaar-
ten, zweiseitigen t-Tests bestimmt. Fehlerbalkemden stets als einfache Standardabwei-
chung dargestellt. Als Signifikanzniveau wurde &80gewahlt (Hellmann et al., 2009a,;
Hellmann et al., 2009b).

1.4 Ergebnisse

1.4.1 Neuronale Differenzierung und chronische Ethanolexpsition

1.4.1.1 Auswirkungen chronischer Ethanolexposition auf dieZellmorphologie

Im Verlauf der neuronalen Differenzierung bis zWW#%chen kam es in Kontrollzellen zur

Ausbildung ganglionartiger Cluster, welche mit lang(>1000um), parallel angeordneten
neuritischen Faszikeln untereinander verbundenmwyavéhrend undifferenzierte Zellen kaum
Zellfortsatze von mehr als 30 um aufwiesen. UntidmaBolexposition (100 mM) konnte im

Gegensatz zur Kontrollbedingung bereits frihzediige hohere Zelldichte beobachtet wer-
den. Nach 4 Wochen kontinuierlicher Ethanolexpositianden sich zudem eine signifikant
reduzierte Anzahl ganglionartiger Cluster sowie thiglu weniger parallele, neuritische

Faszikel (Hellmann et al., 2009b; Wernicke et2010).



1.4.1.2 Untersuchungen dopaminerger Charakteristika sowie dr Expression
neuronaler Marker unter Differenzierung und chronischer Ethanolexposition

Die Untersuchung von Veranderungen dopaminergeraRtexistika ergab bezulglich der dif-
ferenzierungsabhangigen Expression des in zwetSg@rianten als pra- (kurze Variante) und
postsynaptischer (lange Variante) Rezeptor vorlidga D2-Rezeptors (DRD2) mit zuneh-
mender Differenzierung eine Zunahme insbesondere&sdkcevariante des prasynaptischen
Autorezeptors (Wernicke et al., 2010). Diese charatische, differenzierungsassoziierte
Anderung des DRD2 zeigte sich durch chronischearitleinfluss reduziert. Nach 3-tagigem
Ethanolentzug fand sich ein Trend zur Normalisigraier kurzen Variante gegentiber den
Kontrollbedingungen und eine Zunahme der langenstgyoaptischen Variante. Die
Expression des Dopamintransporters (DAT) und kpoedierend die Transportkapazitat
nahmen, ohne signifikante Beeinflussung durch Hileposition mit zunehmender
Differenzierung gegenuber Kontrollbedingungen abeziglich des intrazellularen
Dopamingehalts fand sich im Verlauf der neurondddferenzierung eine Zunahme, welche
unter Ethanolbehandlung im Vergleich zur Kontrallimgung einen Trend zur Reduktion
zeigte und 24 h nach Beendigung der chronischemmnBtexposition eine signifikante
Reduktion gegentber der Kontrollbedingung aufwideirnicke et al., 2010). Dartber hinaus
ergab sich auf Ebene der mit neuronaler Differennig assoziierten Markerproteine
Synaptophysin und Neurofilament eine signifikantd&ktion unter chronischer Ethanolex-

position (Hellmann et al., 2009b).

1.4.1.3 Signaltransduktion der MAPK-Kaskade unter chronischer Ethanolexposition

Hier zeigte sich, nach initial transienter Aktivieg, eine unter chronischer Ethanolexposition
signifikant reduzierte Stimulierbarkeit der MAPK ERiurch BDNF (25 ng/ml); gleichzeitig
bestand eine durch Ethanolexposition dosisabhasigjgifikant reduzierte Aktivierbarkeit
von ERK nach Stimulation mit dem Phorbolester PMAQ nM, 60 min.) (Hellmann et al.,

2009b).

1.4.1.4 Expression von Trk-B, Raf-1, MEK, ERK, RKIP und PKC unter chronischer
Ethanolexposition

Der Einfluss chronischer Ethanolexposition untdfddenzierungsbedingungen wurde auf die

Expression des MAPK-Modulators RKIP, verschieddseformen der PKC sowie weiterer,

in der Kette der MAPK-Signaltransduktionskaskadevanter Proteine (Trk-B, Raf-1, MEK,

ERK) untersucht (Hellmann et al, 2009b). Hier ergah unter Kontrollbedingungen eine

differenzierungsabhangige Zunahme der mRNA-Expoesdier Proteine Trk-B, MEK und
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RKIP bei Reduktion von Raf-1. ERK und PKC hingeg@rsen unter Differenzierung eine
unveranderte Expression auf. Chronische Ethanotetipio fuhrte sowohl fur das unter
Kontrollbedingungen in der Expression zunehmenddPRis auch fir die unter Kontrollbe-
dingungen gleichbleibend exprimierte PKC, hier Ibelgrs bei der Neuron-spezifischen
Gamma-Isoform der PKC (PK); jeweils dosisabhéngig zu einer signifikanten @eidn

der Expression. Fur die PKC ergab sich hierbeiaih#ine transiente, nicht signifikant er-
hohte Expression. Fur die weiteren untersuchtetePm hingegen zeigte sich durch chroni-

sche Ethanolexposition keine Beeinflussung der &gon (Hellmann et al., 2009b).

1.4.2 Die Rolle des RKIP in der neuronalen Differenzieruig

1.4.2.1 Morphologische Effekte von RKIP-Uberexpression undRKIP-Downregulation
Bereits vor Induktion der Differenzierung mit Red#tlure zeigte sich im Vergleich zur Kon-
trolle bei Zellen mit gesteigerter RKIP-Express{&KIP") eine signifikant hohere Frequenz
langer neuritischer Fortsatze. Bei Zellen mit reeer RKIP-Expression (RKIP hingegen
fand sich eine signifikant niedrigere Frequenz nischer Fortsatze bei deutlich flacheren
Zellkoérpern und kirzeren Fortsétzen (Hellmann et 2009a). Diese Unterschiede setzten
sich unter Retinsaureinduzierter Differenzierung RKIP'- sowie RKIP-Zellen noch fort.
Auch die in Kontrollzellen gegen Ende der Differemangsperiode zu beobachtende
Tendenz zur Ausbildung ganglionartiger Cluster eswsich fiir RKIP-Zellen deutlich

gesteigert, fur RKIRPZellen hingegen reduziert (Hellmann et al., 2009a)

1.4.2.2 Expression neuronaler und glialer Markerproteine urter RKIP-Uberexpression
und RKIP-Downregulation

Um den Differenzierungsstatus von RKdRind RKIP-Zellen gegeniiber Kontrollzellen auch
biochemisch zu bestimmen, erfolgte der Nachweisramaler und glialer Markerproteine
mittels Western Blot. Als Ausdruck neuronaler Diffiezierung zeigte sich in Kontrollzellen
wahrend der Differenzierungsperiode eine Zunahmeegronalen Markerproteine SNAP-25
und Neurofilament (Hellmann et al., 2009a). Wahrsiot fir RKIP-Zellen im Vergleich zu
Kontrollzellen eine signifikante Zunahme der Exgies von SNAP-25 und Neurofilament
fand, ergab sich fur RKIFZellen eine signifikant erniedrigte Expression Wgeurofilament
bei unveranderter SNAP-25-Expression. Gleichzevigsen RKIP-Zellen eine im Vergleich
zu Kontrollen signifikant gesteigerte Expressiors déalen Markerproteins GFAP (Gliales-

Fibrillares-Saures Protein) auf (Hellmann et 2002a).
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1.4.2.3 Einfluss der RKIP-Uberexpression und RKIP-Downreguhtion auf die differen-
zierungsassoziierte Signaltransduktion
Aus den bisherigen Befunden stellten wir die Hypsthauf, dass die RKIP-Expression die
neuronale Differenzierung durch Modulierung der EBignalkaskade beeinflusst. Um diese
Hypothese zu priifen, erfolgte zunachst eine Stitmader PKC durch den Phorbolester
PMA (100 nM, 30 min) mit nachfolgender Bestimmuras éktivierten ERK (Hellmann et al.,
2009a; Hellmann et al., 2009b). Hier zeigte siclRKIP*-Zellen eine signifikant gesteigerte
Responsivitat von ERK im Sinne einer Zunahme déiwiaken ERK im Anschluss an eine
Stimulation der PKC, wahrend RKIEellen einen Trend zu reduzierter Stimulierbarkeit
gegenuber der Kontrollzelllinie zeigten. Da intuiteine erhdhte RKIP-Expression eine
Hemmung der ERK-Signalkaskade und in Folge einenieterte Differenzierung bewirken
musste, stellten wir eine weitere Hypothbese aahdgh wirkt RKIP nach Phosphorylierung
durch die PKC und tUber Hemmung der GRK-2 auch duntbraktion mit der cAMP-
induzierten Signalkaskade. Deshalb wurden die basatrazellularen cAMP-Spiegel sowie
cAMP-Spiegel nach Stimulation mit Forskolin in RRiRind Kontrollzellen bestimmt. Hier
wiesen RKIP-Zellen neben einem bereits basal deutlich erhoiméazellularen cAMP-
Spiegel auch eine etwa 200-fach héhere cAMP-Komagoh nach Stimulation mit Forskolin
auf (Hellmann et al., 2009a).

1.5 Diskussion

Anhand eines zur Untersuchung der neuronalen [iftaerung optimierten, humanen, neu-
ronalen Zellkulturmodells konnten in den vorgeleg&udien Mechanismen der zellularen
Toleranzentwicklung unter chronischer Ethanolexjpmsiund Mechanismen der daraus re-
sultierenden Differenzierungsschaden aufgezeigtderer Dariiber hinaus konnte erstmals
eine eigene Rolle des RKIP in der neuronalen DBafiererung belegt und die Interaktion mit

mehreren Signalkaskaden gezeigt werden.

1.5.1 Neuronale Differenzierung und chronische Ethanolexpsition

Zunachst konnte quantitativ und qualitativ ein kis$ chronischer Ethanolexposition auf die
neuronale Entwicklung des gewéahlten ZellmodellegeWerden. So zeigte sich unter chroni-
scher Ethanolexposition neben einer auf morphotbgis Ebene reduzierten neuronalen Dif-
ferenzierung eine signifikante, zeit- und dosisalgige Reduktion des RKIP und der PKC

sowie eine reduzierte Expression neuronaler Marké&me (Hellmann et al., 2009b). Ferner
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fanden sich nach chronischer Ethanolexpositionifsigmte Veranderungen im Bereich diffe-
renzierungstypischer Verteilungsmuster dopaminekd@rkerproteine sowie Veranderungen
des intrazellularen Dopamingehalts exponierterebe{(Wernicke et al., 2010). Die Ergebnis-
se zu den morphologischen und biochemischen Verdnden neuronaler Charakteristika
verdeutlichen das Potenzial des gewahlten Zellnideén Einfluss der chronischen Noxe
Ethanol auf die neuronale Entwicklung in-vitro nagstellen. Wahrend die meisten bisheri-
gen Studien bevorzugt Uber akute Effekte von Ethbenchteten und zudem haufig undiffe-
renzierte und damit nicht-neuronale Neuroblastolemetum Einsatz kamen, konnten in den
eigenen Studien mit Hilfe des gewahlten Zellmodeilsmals die Effekte einer chronischen,
Uber einen Zeitraum von bis zu 28 Tagen aufrechalemen Ethanolexposition auf die
neuronale Differenzierung untersucht werden (Hefimat al., 2009a, Hellmann et al., 2009b,
Wernicke et al., 2010).

Auf morphologischer Ebene zeigte sich unter chires Ethanolexposition eine deutliche
Hemmung differenzierungstypischer Charakteristikae wdie Ausbildung neuritischer
Fortséatze mit Aggregation zu ganglionartigen Clustieei gleichzeitig erhdhter Zelldichte
(Hellmann et al., 2009b). Dies kann als Beleg filinee Einfluss chronischer
Ethanolexposition auf den Prozess der neuronaléerBinzierung im etablierten Zellmodell
gewertet werden und demonstriert die Eignung diedeBmodells zur Untersuchung
chronischer Ethanoleffekte.

Vor dem Hintergrund einer Beteiligung des dopangearSystems bei Alkoholabhangigkeit
wurden im Weiteren dopaminerge Eigenschaften ddr entwickelnden Zellen untersucht
(Wernicke et al., 2010). Das mesolimbische dopargm&ystem wird mit den verstarkenden
und motivierenden Effekten von Alkoholkonsum, umdrsit einer Suchtentstehung, in Zu-
sammenhang gebracht (Heinz et al., 2004; Repo.etl@9; Wernicke et al., 2010). So
konnte im Speziellen in bildgebenden Studien amddkan eine verminderte Expression des
D2-Dopaminrezeptors (DRD2) unter chronischem Alkkbosum demonstriert werden
(Heinz et al., 2004). In den eigenen Untersuchuriged sich unter chronischer Ethanolexpo-
sition in-vitro neben einem signifikant reduziertetrazellularen Dopamingehalt ein gestor-
tes differenzierungstypisches mRNA-Expressionspd#s pra- und postsynaptischen DRD2
(Wernicke et al., 2010). Diese als mogliche Adapretvorgange zu wertenden Veranderun-
gen, welche sich nach Ethanolentzug bezuglich diesypaptischen DRD2 reversibel zeigten,
beim postsynaptischen DRD2 aber zu gesteigertereSgn filhrten, geben einerseits Hin-
weise auf eine moglicherweise direkte Beteiliguran WKomponenten des dopaminergen

Systems in der Toleranzentwicklung. Andererseitsnkén sie auch als Folge einer durch
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Ethanolexposition gestorten neuronalen Differenzigrim Allgemeinen gewertet werden.
Bezuglich eines spezifischen Effekts chronischéakolexposition auf den Prozess der neu-
ronalen Differenzierung und die daran beteiligtgn@itransduktion konnte eine ethanolbe-
dingt reduzierte Aktivierbarkeit zweier fur neurtmdifferenzierung relevante Signaltrans-
duktionsmechanismen identifiziert werden (Hellmatral., 2009b). Neben einer signifikant
reduzierten MAPK-Aktivierbarkeit durch BDNF ergalzts insbesondere fur den PKC-ver-
mittelten Weg der Aktivierung der MAPK-Kaskade (Abb) eine signifikante Hemmung
durch chronische Ethanolexposition. Diese Ergebrisgen eine Ursache des Ethanolvermit-
telten Differenzierungsschadens im Bereich verded&ignaltransduktion nahe, sodass im
weiteren Verlauf die Ethanoleffekte auf die daraaldgeblich beteiligten Proteine untersucht
wurden (Hellmann et al., 2009b).

Hier konnte sowohl fir RKIP als auch die PKC eimgngikante Reduktion der Expression
unter chronischer Ethanolbehandlung aufgezeigt eer@eide Proteine spielen in den be-
troffenen Signaltransduktionsmechanismen eine kaeidende, modulierende Rolle: RKIP
reduziert einerseits den Signaldurchsatz der MARIskade durch Hemmung von Raf-1 in
der nicht stimulierten Zelle (Abb. 1) und kann aigse Weise moglicherweise das Signal-
Rauschen-Verhaltnis der Zelle verbessern. Komnpgasch zur Stimulation der Zelle durch
Neurotrophine (bspw. BDNF), erfolgt neben eineriikrung der MAPK-Kaskade tber Raf-
1 parallel auch eine Aktivierung der PKC Uber DA&bK.1). Nachfolgend kommt es zur
PKC-vermittelten Phosphorylierung des RKIP und eiflanslokation des RKIP zur G-Pro-
tein gekoppelten Rezeptorkinase-2 (GRK-2). Diesan3lokation hat einerseits den Wegfall
einer Hemmung der MAPK-Kaskade, andererseits digakte Aktivierung GPCR-assozi-
ierter Signaltransduktion Uber eine Hemmung der &RKur Folge (Corbit et al., 2003;
Hellmann et al., 2009b; Keller et al., 2004a; Laren al., 2003). Somit ergibt sich fur RKIP
in der Zusammenschau der beschriebenen Interaktitrdz einer im nicht phosphorylierten
Zustand hemmenden Rolle in der MAPK-Kaskade, eidedétung der neurotrophinver-
mittelten Signaltransduktion, wahrend die PKC demse&heidenden, fur Aktivierung
malf3geblichen Schritt darstellt (Abb.1; Hellmanrakt 2009b). Passend zu reduzierter neu-
ronaler Differenzierung und reduzierter Signaltdandion konnte also unter chronischer
Ethanolexposition eine Reduktion sowohl des RKI® alch der PKC aufgezeigt werden.
Ferner konnte eine in vielen Studien nach akuteafgdlbehandlung berichtete ,Aktivierung*
der PKC durch akute Ethanolexposition im Sinne reirensient gesteigerten Aktivierbarkeit
der MAPK Kaskade durch BDNF sowie einer transiesdtgigerten PKC-Expression repro-
duziert werden (Hellmann et al., 2009b; Messinglet1991; Roivainen et al., 1995). Jede
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Fortsetzung der Ethanolbehandlung fur mehr als inehe resultierte jedoch in reduzierter
PKC-Expression (Hellmann et al., 2009b), womit eemtraler, die Neurotrophin-Responsi-
vitat der sich entwickelnden neuronalen Zelle hsetdender Adaptationsprozess dargestellt
werden konnte (Hellmann et al., 2009b).

Um flr eine reduzierte Signaltransduktion der N&oghine auf Grund moéglicherweise
veranderter Expression des BDNF-Rezeptors selbst aaderer, beteiligter Proteinkinasen
zu kontrollieren (Abb.1), erfolgte parallel die smatische Untersuchung der Expression von
Trk-B, Raf-1, MEK und ERK (Hellmann et al., 2009bjier zeigte sich unter chronischer
Ethanolexposition keine systematische Beeinflussdeg Expression (Hellmann et al.,
2009b). Hinsichtlich der unter chronischer Etharptesition zu beobachtenden fetalen
Entwicklungsdefekte insbesondere des Nervensysi@ik®holembryopathie) kénnen die
hier beobachteten synergistischen Effekte einenzieden RKIP- und PKC-Expression als

Anhalt fir mégliche molekulare Mechanismen in datdfehung der Defekte gelten.

1.5.2 Rolle des RKIP in der neuronalen Differenzierung

Vor dem Hintergrund dieser Erkenntnisse ergab diehFrage nach RKIP-spezifischen Ef-
fekten auf den Prozess der neuronalen Differenageunabhangig vom Einfluss chronischer
Ethanolexposition. Gemal der Hypothese, dass RElem einer Beteiligung an ethanolver-
mitteltem Differenzierungsschaden selbst eine wgehRolle im Prozess der neuronalen Dif-
ferenzierung spielt, sollte eine Zunahme der RKiprEssion mit gesteigerter, ein Mangel an
RKIP hingegen mit reduzierter neuronaler Differenang assoziiert sein (Hellmann et al.,
2009a). Um nun einen direkten, moglicherweise ptoten Effekt von RKIP auf die neuro-
nale Homoostase zu demonstrieren, filhrten wir gieementelle Uberexpression (RK)P
und Reduktion (RKIP Downregulation) des Proteins im Modell der difiezierenden SH-
SY5Y-Zellen durch (Hellmann et al., 2009a). Hiemka&s unter RKIP-Uberexpression im
Verlauf der Differenzierung rasch zu einer Zunaltae Expression neuronaler Marker, wah-
rend RKIP-Zellen bei gleichbleibend bis reduzierter Expressneuronaler Marker eine Zu-
nahme des glialen Markerproteins GFAP aufwieseas®Effekte zeigten, dass eine Uberex-
pression von RKIP zu einer verbesserten, eine &spmn von RKIP hingegen zu reduzierter
neuronaler Differenzierung, mdglicherweise abertaigerter glialer Differenzierung fuhrt.
Diese Erkenntnis konnte durch die auf morphologisdibene beobachteten Veranderungen
bestatigt werden. Wahrend RKiRellen bereits initial durch flachere Zellkorpardukirzere
neuritische Fortsatze auffielen und sich im Verleagrphologisch nur wenig veranderten,

zeigte sich unter RKIP-Uberexpression eine deuttighamischere, tiber den Zeitraum der
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Differenzierung stetig zunehmende Ausbildung lanparalleler neuritischer Fortsatze, nahe-
zu ausschlie3lich als Verbindung zwischen grof3anglpnartigen Clustern. Derartige mor-
phologische Veranderungen wurden fur RKZRllen zu keinem der untersuchten Zeitpunkte
beobachtet und zeigten sich auch in den Kontrédmeticht (Hellmann et al., 2009a).

Zur weiteren Evaluation der via alterierter RKIPpEassion beeinflussten Differenzierung
erfolgte die Untersuchung der mdglicherweise unsédthdamit in Verbindung stehenden
Signaltransduktionsprozesse in differenzierter tntehung der bereits unter Ethanolexposi-
tion veranderten Aktivierbarkeit der MAPK-Kaskadsch Aktivierung der PKC (Hellmann et
al. 2009a, b). Hier konnte ein klarer Zusammenhmamgchen der RKIP-Expression und dem
Ausmald der Aktivierbarkeit der Kaskade aufgezeigtden (Hellmann et al. 2009a). Es ist
also davon auszugehen, dass sich RKIP gemal} dethdge Uber eine Modulation der Akti-
vierbarkeit der fir Differenzierungsprozesse esskbe MAPK-Signalkaskade auf die neu-
ronale Differenzierung auswirkt. Die Ergebnisseemerseits gesteigerter neuronaler Diffe-
renzierung bei hoher RKIP-Konzentration und andeies reduzierter neuronaler und maogli-
cherweise gesteigerter glialer Differenzierung beduzierter RKIP-Konzentration weisen
zudem auf eine mdgliche Rolle des RKIP als dascBshl einer undifferenzierten Vorlaufer-
zelle bestimmendes Steuerungsmolekul in der neleowa. glialen Differenzierung hin.
Neben den Interaktionen des RKIP mit der PKC urmdMiitPK-Kaskade zeigt sich noch die
bereits beschriebene Interaktion von RKIP mit d&KX als weitere, moglicherweise mit
neuronaler Differenzierung zusammenhangende VeunbigtdNach GPCR-vermittelter Akti-
vierung der Adenylatcyclase kommt es zur Generigrdes second messengers cAMP
(Abb.1), welcher Uber eine Aktivierung des Trangtonsfaktors cAMP-response element-
binding protein (CREB) zur neuronalen Differenziggu fihrt. Auch im Modell
differenzierender neuronaler Zellen ist ein Zusamma@g zwischen gesteigerter cCAMP-
Produktion, CREB-Aktivierung und neuronaler Diffeeéerung beschrieben worden (Ravni
et al., 2008). Ferner wird eine Aktivierung diesasnskriptionsfaktors als Marker eines
therapeutischen Effekts einiger Antidepressiva utiskt (Dowlatshahi et al., 1998). Auf
Grund der bekannten Interaktion des RKIP mit GPGsbaiierter Signaltransduktion flhrten
wir zusatzlich Messungen des intrazellularen cAMPRKIP™-Zellen und Kontrollzellen
durch. Hier zeigte sich erwartungsgemal ein skpniier Anstieg des basalen intrazellularen
cAMP in RKIP*-Zellen (Hellmann et al. 2009a). Nach Stimulatioit Forskolin, einem
Aktivator der Adenylatcyclase, kam es sogar zu reimerwartet hohen Potenzierung dieses
Effekts. Insbesondere die basal erhdhten cAMP-8piegdnnen als weiterer

differenzierungsfordernder Effekt auf Ebene einéghcherweise RKIP-bedingt gesteigerten
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Aktivitdt aktivierender GPCR und damit der Adenglatlase interpretiert werden. Der
Mechanismus Forskolin-induziert gesteigerter Adatoylclase-Stimulierbarkeit bedarf dabei
noch weiterer Abklarung.

Ursprunglich aus dem Rinderhirn als 21-kDa gropesspholipidbindendes Protein isoliert,
wird fur das hochkonservierte RKIP bereits seitgérem eine Rolle in der zellularen
Signaltransduktion diskutiert (z.B. Fu et al., 208&ller et al., 2004b). An Signaltransduk-
tions- und Differenzierungsprozessen mammaliscledlie@ konnte eine mal3gebliche Beteili-
gung des RKIP, bspw. in Form einer Hemmung von Btaterungseigenschaften maligne
entarteter Zellen, nachgewiesen werden (Fu eR@03; Keller et al., 2004b). Auch in den
Neurowissenschaften zeigten sich interessante Zusaimange zwischen neuronaler Homdo-
stase und RKIP: so bindet RKIP nicht nur an polaegativ geladene Membranen, was eine
besondere Rolle fiir depolarisierende Zellen ddestdtonnte, es stellt auch das Vorlaufer-
protein des Hippocampalen Cholinergen Neurostimukthen Peptids (HCNP) dar, welches
iIm Prozess neuronaler Degeneration insbesondetmetger Strukturen bei der Alzheimer-
schen Erkrankung eine wichtige Rolle zu spielerestti{Angelone et al., 2006; George et al.,
2006). HCNP wird durch proteolytische Spaltung wisiang unbekannten cerebralen Prote-
asen aus RKIP freigesetzt und fihrt zu gesteig&meression der Cholin-Acetyltransferase,
einem Schlisselenzym in der Synthese des AcetyhshoDartber hinaus konnte bei
Patienten mit Morbus Alzheimer post mortem eineurseite cerebrale RKIP-mRNA-
Expression nachgewiesen werden (Maki et al., 200fressanterweise findet sich das
HCNP auch in krankheitstypischen Einschlusskorpanci{Hirano-Bodies) in erhdhter
Konzentration (Mitake et al., 1997). Zudem zeigtgystematische Untersuchungen zur
Nitrierbarkeit humaner neuronaler Proteine vond?dgéin mit Alzheimer-Demenz, dass RKIP
als eines von nur wenigen Proteinen in relevantamn#al? nitrierbar und damit in seiner
Funktion moglicherweise grundlegend zu beeinflugse(Reed et al., 2009). Dies stitzt die
Hypothese eines Zusammenhangs zwischen oxidatiteessSmit spezifischer Auswirkung
(Nitrierung) und nachfolgender Neurodegeneration.

1.5.3 Schlussfolgerungen

Zusammengefasst konnte nach Etablierung eines Mazl@l Langzeitdifferenzierung huma-
ner neuronaler Zellen ein differenzierungshemmeritfégkt chronischer Ethanolexposition
demonstriert werden, dessen Ursache in einer gest&ignaltransduktion identifiziert wer-
den konnte. Ferner wurde ein Mechanismus zellulBoégranzentwicklung als mogliche Ur-

sache langerfristig gestorter Signaltransduktiod damit gestorter zellularer Homodostase
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erkannt, dessen ursachliche Beziehung zu gestigteonaler Differenzierung mit Hilfe von

Transfektionsexperimenten erfasst werden konntelieiktich fand sich sogar eine supportive
Rolle des RKIP im Prozess der neuronalen Diffemg fir das verwendete Zellmodell,
womit die Hypothese einer bei neurodegenerativdmalBkungen moglicherweise gestérten

RKIP-Funktion weiter gestarkt werden konnte.
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3. Originalarbeiten

1. Hellmann, J., Rommelspacher, H. & Wernicke, C. Ltergn ethanol exposure
impairs neuronal differentiation of human neurotdasa cells involving
neurotrophin-mediated intracellular signaling amd particular protein kinase C.
Alcohol Clin Exp Res 33, 538-50 (2009).

Abstract:

BACKGROUND: Revealing the molecular changes in aiogoethanol-impaired neuronal
differentiation may be of great importance for urstignding ethanol-related pathology in
embryonic development but also in the adult briarthis study, both acute and long-term
effects of ethanol on neuronal differentiation aofintan neuroblastoma cells were
investigated. We focused on several aspects ofoeiived neurotrophic factor (BDNF)
signaling because BDNF activates the extracellidmnal-regulated kinase (ERK)

cascade, promoting neuronal differentiation inahgdneurite outgrowth.

METHODS: The effects of ethanol exposure on morpgichl differentiation, cellular density,
neuronal marker proteins, basal ERK activity, arRKEesponsiveness to BDNF were
measured over 2 to 4 weeks. gRT-PCR and Westerttinglowere performed to
investigate the expression of neurotrophin receptarsin kinase B (TrkB), members of
the ERK-cascade, protein kinase C (PKC) isoformd Raf-Kinase-Inhibitor-Protein
(RKIP).

RESULTS: Chronic ethanol interfered with the depeh@nt of a neuronal network consisting
of cell clusters and neuritic bundles. Furthermareyronal and synaptic markers were
reduced, indicating impaired neuronal differentiati BDNF-mediated activation of the
ERK cascade was found to be continuously impaingdethanol. This could not be
explained by expressional changes monitored foBTRaf-1, MEK, and ERK. However,
BDNF also activates PKC signaling which involves IRKwhich finally leads to ERK
activation as well. Therefore, we hypothesized #thanol impairs this branch of BDNF
signaling. Indeed, both PKC and RKIP were signiitbadown-regulated.
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CONCLUSIONS: Chronic ethanol exposure impaired aoeal differentiation of
neuroblastoma cells and BDNF signaling, particyléine PKC-dependent branch. RKIP,
acting as a signaling switch at the merge of the&CRiascade and the Raf/MEK/ERK
cascade, was associated with neuronal differeotiand significantly reduced in ethanol
treatment. Moreover, PKC expression itself was ewene strongly reduced. In contrast,
members of the Raf-1/MEK/ERK cascade were lessifeand the observed changes
were not associated with impaired differentiatidhus, reduced RKIP and PKC levels
and subsequently reduced positive feedback on Effasion provide an explanation for
the striking effects of long-term ethanol exposore BDNF signal transduction and

neuronal differentiation, respectively.
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2. Wernicke, C., Hellmann, J., Finckh, U. & Rommeldpag H. Chronic ethanol
exposure changes dopamine D2 receptor splicingngluretinoic acid-induced
differentiation of human SH-SY5Y cells. PharmaceprR62, 649-663 (2010).

Abstract:

There is evidence for ethanol-induced impairmenthef dopaminergic system in the brain
during development. The dopamine D2 receptor (DRD®) the dopamine transporter (DAT)
are decisively involved in dopaminergic signalifgvo splice variants of DRD2 are known,
with the short one (DRD2s) representing the auasptxr and the long one (DRD2I) the
postsynaptic receptor. We searched for a modatvtestigate the impact of chronic ethanol
exposure and withdrawal on the expression of tipesteins during neuronal differentiation.
RA-induced differentiation of human neuroblastont&SY5Y cells seems to represent such
a model. Our real-time RT-PCR, Western blot, andnunocytochemistry analyses of
undifferentiated and RA-differentiated cells hawnbnstrated the enhanced expression of
both splice variants of DRD2, with the short onénestronger enhanced than the long one
under RA-treatment, and the DRD2 distribution ol t®dies and neurites under both
conditions. In contrast, DAT was down-regulated R¥. The DAT is functional both in
undifferentiated and RA-differentiated cells as destrated by [(3)H]dopamine uptake.
Chronic ethanol exposure during differentiation éqr to 4 weeks resulted in a delayed up-
regulation of DRD2s. Ethanol withdrawal caused ereased expression of DRD2| and a
normalization of DRD2s. Thus the DRD2s/DRD2I ratvas still disturbed. The dopamine
level was increased by RA-differentiation compatedcontrols and was diminished under
RA/ethanol treatment and ethanol withdrawal congbate RA-only treated cells. In
conclusion, chronic ethanol exposure impairs diffidiation-dependent adaptation of
dopaminergic proteins, specifically of DRD2s. RAfelientiating SH-SY5Y cells are suited
to study the impact of chronic ethanol exposure amthdrawal on expression of

dopaminergic proteins during neuronal differentiati
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3. Hellmann, J., Rommelspacher, H., Muhlbauer, E. &Wske, C. Raf kinase inhibitor
protein enhances neuronal differentiation in hur88hSY5Y cells. Dev Neurosci 32,
33-46 (2009).

Abstract:

Neuronal differentiation has evolved as an esseptiacess even in the adult brain, once
disturbed being associated with the pathogenesiswaral psychiatric disorders. To study the
effects of Raf kinase inhibitor protein (RKIP) oreumonal differentiation, we generated
neuroblastoma cell lines overexpressing RKIP (RKJP&nd expressing RKIP-directed short
hairpin RNA for downregulation of RKIP (RKIP(-)). ulbing a 4-week time course of
continuous differentiation by retinoic acid (RA)Xpeession of neuronal and glial markers,
intracellular cyclic adenosine monophosphate (CAN&REIs, protein kinase C (PKC) signal
transduction to extracellular signal-regulated kmd/2 (ERK-1/2) and cellular morphology
were investigated in relation to RKIP levels. RKi#P(cells showed accelerated neurite
outgrowth, formation of elaborated neuronal netwond increased neuronal marker
expression both in RA-induced differentiation almdsbme extent even in non-RA-treated
cells. RKIP(-) cells showed glial-like cell bodiaad increased glial fibrillary acidic protein,
suggesting a shift from neuronal to glial phenotyp&th respect to differentiation-inducing
signal pathways, PKC-mediated ERK-1/2 activatiognsicantly correlated with RKIP
levels. Furthermore, basal and forskolin-stimulatedhcellular cAMP was potently increased
in RKIP(+) cells versus controls. In conclusiong ttonserved signal transduction modulator
RKIP was shown to enhance several aspects of nalumifferentiation via enhanced

crosstalk from PKC to ERK-1/2 and enhancement @ir@ein-coupled receptor signaling.
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