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Zusammenfassung

Der Schlaganfall ist eine der hidufigsten und bedeutendsten vaskuldren Erkrankungen
weltweit und eine der hdufigsten Todesursachen in den Industrieldndern. Ein Ziel besteht
daher in der Vorbeugung und Verbesserung von Therapiemdoglichkeiten, wozu ein
Verstindnis der zugrundeliegenden Pathomechanismen von gro3er Bedeutung ist.

Das Renin-Angiotensin-System (RAS) spielt in der Pathophysiologie des Schlaganfalles
eine entscheidende Rolle.

Es konnte im Tiermodell gezeigt werden, dass Angiotensin-AT1-Rezeptor-Blocker
(ARBs) zu einer Verbesserung neurologischer Auswirkungen nach Schlaganfall fiihren
und dass dieser Effekt Angiotensin-AT2-Rezeptor (AT2R)-vermittelt ist.

Der Transkriptionsfaktor ~PLZF kann direkt mit dem AT2R interagieren und die
Signaltransduktion dieses Rezeptors vermitteln. Kiirzlich konnte unsere Arbeitsgruppe die
Signaltransduktionskaskade des Prorenin/Renin-Rezeptors ((P)RR) aufschliisseln und
demonstrieren, dass auch bei dieser die direkte Rekrutierung von PLZF an den (P)RR
notwendig ist, um Zielgene - wie beispielsweise die in primiren Neuronen anti-apoptotisch
wirkende Phosphatidylinositol-3-Kinase (PI3K) - zu aktivieren.

In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass PLZF, der AT2R und (P)RR
ubiquitér in verschiedenen Gehirnregionen der Ratte exprimiert werden. Aullerdem konnte
durch eine PLZF-Uberexpression in vitro in einem Glutamat-induziertem Toxizititsmodell
neuroprotektive Effekte nachgewiesen werden. Weitere in vitro-Untersuchungen zeigten
auf, dass PLZF die Expression neuroprotektiver Gene aktiviert und neurotoxischer Gene
reprimiert. Im in vivo-Modell der fokalen zerebralen Ischdmie wurde eine signifikante
Verminderung des Transkriptionsfaktors auf mRNA- und Protein-Ebene in der
ipsilateralen Gehirnhélfte beobachtet.

Die Ergebnisse lassen darauf schlieBen, dass PLZF ein Regulator in pathophysiologischen
Vorgéngen bei der fokalen zerebralen Ischdmie sein kann, basierend auf den beobachteten

neuroprotektiven Effekt in vitro und der Regulation in vivo.




Summary

Stroke is one of the major medical burdens in industrialised countries. Animal experiments
indicate that blockade of angiotensin ATl receptors (AT1R) improves neurological
outcome after cerebral ischemia. These protective effects are partially mediated by
angiotensin AT2 receptors (AT2R). The transcription factor PLZF was identified as a
direct adapter protein of the AT2R. Furthermore, our group was able to demonstrate that
PLZF also directly binds and mediates the effects of the human (pro)renin receptor
((P)RR) which is involved in brain development. Therefore, we hypothesised that PLZF is
involved in neuroprotection.

This work demonstrates PLZF and its receptors (P)RR and AT2R exhibit an ubiquitous
expression pattern in different brain regions. Furthermore, PLZF is able to mediate
neuroprotection in vitro. Consistently, PLZF is downregulated on the ipsilateral side in a
stroke model in vivo. Further analyses indicate that PLZF per se can upregulate
neuroprotective and downregulate neurodetrimental target genes. Finally, the functionality
of (P)RR promoter polymorphisms regarding basal and PLZF-induced activity is
demonstrated.

Taken together, the data indicate that the transcription factor PLZF could be a novel
regulator in the pathophysiology of ischemic brain injury based on its neuroprotective role

in vitro and its regulation in vivo.
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Kapitel 1 Einleitung

1.1. Klinik und Epidemiologie des Schlaganfalls (Apoplex)

Der Schlaganfall ist eine der hiufigsten und bedeutendsten vaskuldren Erkrankungen.
Weltweit steht das Krankheitsbild Schlaganfall an zweiter Stelle der Todesursachen' und
ist die dritthdufigste Ursache fiir Behinderungen und vorzeitige Invaliditit in Europa®. Im
Jahre 2003 starben in Deutschland 75.114 Menschen an einem Schlaganfall (Frauen
47.728, Manner 27.386); das Krankheitsbild stand somit an dritter Stelle in der
Todesursachenstatistik®. Zur Zeit erkranken etwa 200.000 bis 250.000 Menschen pro Jahr
an einem erstmaligen oder wiederholten Schlaganfall’, etwa eine Million Bundesbiirger
leben mit den Folgen dieser Erkrankung’. Fiir die Betroffenen und ihre Angehorigen
bedeutet ein Schlaganfall weit reichende Belastungen, denn nur etwa 40 Prozent der
Uberlebenden weisen ein Jahr nach der Erkrankung keine Einschrinkungen in den
Aktivititen des tiglichen Lebens auf®. Der Schlaganfall kommt vornehmlich im héheren
Lebensalter vor: Ménner sind bei einem erstmaligen Schlaganfall im Durchschnitt etwa 70
Jahre, Frauen etwa 75 Jahre alt'. Das hohe Alter von Schlaganfall-Patienten ist
insbesondere vor dem Hintergrund der steigenden Lebenserwartung unserer Gesellschaft
u. a. durch eine verbesserte Privention und medizinische Fortschritte’ von Bedeutung.
Aufgrund der Zunahme des Anteils der élteren Bevolkerung wird bei gleich bleibenden
oder nur leicht sinkenden Neuerkrankungsraten damit gerechnet, dass die Zahl der
Menschen, die mit den Folgen dieser Erkrankung leben, in Zukunft weiter ansteigen wird®.
Experten der WHO sprechen bereits vom Schlaganfall als der kommenden "Epidemie des
21. Jahrhunderts"’.

Der Begriff ,,Schlaganfall® oder englisch ,,Stroke* umfasst mehrere Krankheitsbilder mit
unterschiedlicher Ursache und unterschiedlichem Erscheinungsbild. Die WHO Definition
lautet: Krankheitsbilder, bei denen sich die klinischen Anzeichen einer fokalen oder
globalen Stérung zerebraler Funktionen rasch bemerkbar machen, mindestens 24 Stunden
anhalten oder zum Tode fithren und offensichtlich auf nichts anderes als vaskuldre

Ursachen zuriickgefiihrt werden kénnen'™.
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1.1.1. Klassifizierung des Schlaganfalls

Schlaganfille beruhen auf akuten Durchblutungsstérungen des Gehirns. Gewohnlich
werden zerebrale hdmorrhagische Infarkte (ca. 15 -20 % aller Schlaganfille), zerebrale

ischdmische Infarkte (ca. 80 - 85 %) und Subarachnoidalblutungen unterschieden.

1.1.1.1. Zerebral ischimischer Infarkt

Bei den zerebralen ischdmischen Infarkten wird in eine fokale (Strdomungsbehinderung
oder Abbruch in den zufiihrenden Arterien) und eine globale Ischdmie (durch Stérungen
des systemischen arteriellen Kreislaufs) unterteilt'"" 2.

Mit ca. 80 % bildet die fokale zerebrale Ischdmie, deren Ursache thrombotische oder

embolische GefiBverschliisse sind die hiufigste Ursache des Schlaganfalls' '*.

1.1.1.2.  Zerebral himorrhagischer Infarkt

Bei den zerebralen hdmorrhagischen Infarkten treten intrazerebrale Blutungen auf, die
durch eine Ruptur der Gehirnarterien bzw. durch Verletzungen der kleinen Gefille
verursacht werden. FEin hidmorrhagischer Infarkt kann auch durch Tumore und
GefaBmissbildungen bzw. durch Blutgerinnungsstérungen ausgeldst werden'" .

Der hdamorrhagische Schlaganfall tritt wesentlich seltener auf als der ischdmische Infarkt,
allerdings liegt die Mortalitdtsrate erheblich hoher, da durch die Masseneinblutungen 6fter

groflere Hirnareale betroffen sind.

1.1.1.3.  Subarachnoidalblutung

Die dritte Klasse beschreibt die Subarachnoidalblutungen. Bei diesem Typ des
Schlaganfalls, der am seltensten (ca. 5 %) auftritt, kommt es zu Einblutungen in den Raum
zwischen der Arachnoidea wund der Hirnoberfliche. Ursachen fiir eine

Subarachnoidalblutung sind in erster Linie genetisch bedingte Mikroaneurysmen oder




Kapitel 1 Einleitung

Angiopathien'’. Auch durch Verletzungen im Schidelbereich kann es zu einer

Subarachnoidalblutung kommen.

1.1.2. Schlaganfallmodelle

Um die bei einer fokalen zerebralen Ischdmie stattfindenden pathophysiologischen
Vorginge zu untersuchen, wurden in vivo- und in vitro-Modelle des Schlaganfalls

entwickelt.

1.1.2.1. In vivo-Modell

Derzeit sind verschiedene Modelle zur Induktion einer fokalen zerebralen Ischdmie in
unterschiedlichen Tierarten bekannt.

Die transiente Okklusion der Arteria (A.) cerebri media (MCAOQ) ist eine weit verbreitete
Methode, um im Tiermodell pathophysiologische Verianderungen nach fokaler zerebraler
Ischdmie zu untersuchen. Die Induktion fokaler Ischdmien durch MCAO beruht auf einer
Technik, die von Koizumi und Longa beschrieben wurde'® . Wie in Abbildung 1
schematisch dargestellt wird dabei durch Einfiihren und Vorschieben eines Fadens durch
die rechte A. carotis communis (CCA) und die rechte A. carotis interna (ICA) der Blutfluss
in der A. cerebri media (MCA) unterbrochen und somit eine fokale Ischdmie induziert.
Diese Methode bietet die Moglichkeit, den Faden nach Ablauf einer definierten

Ischdmiezeit zu entfernen und so eine Reperfusion einzuleiten.
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Abbildung 1: In vivo-Modell der MCAO in Ratten. Fokale zerebrale Ischimie induziert durch Okklusion der
rechten A. cerebri media. Ein Silikon-beschichteter monofiler Nylonfaden wird vorsichtig durch die proximale A.
carotis externa (ECA) in die A. carotis interna (ICA) gefiihrt und letztendlich in die 4. cerebri anterio (ACA) unter
Verschluss der A. cerebri media (MCA). Nach 90 Minuten wird der Faden entfernt.

1.1.2.2. In vitro-Modell

Ein hiufig verwendetes in vitro-Modell fiir die Simulation der Exitotoxizitdt (1. Phase) in
der ischdmischen Schadenskaskade ist der Glutamat-induzierte Zelltod. Es gibt Hinweise,
dass Glutamat sowohl zum nekrotischen Zelluntergang, als auch zum verzdégerten
apoptotischen Zelltod fithren kann. So kommt es unter Glutamatexposition bei einem Teil
der Neuronen innerhalb kurzer Zeit zur Nekrose. Diese Zellen sind durch die
charakteristischen, morphologischen Zeichen der Nekrose gekennzeichnet. Es kommt zu
einer ballonartigen Schwellung des Zytoplasmas und zum raschen Zerfall der Zelle.
Neurone, die nicht dem frithen nekrotischen Zelluntergang unterliegen, verfiigen iiber ein
intaktes Mitochondrienpotential und iiber geniigend Energie. Sie versterben spiter am
apoptotischen Zelltod, gekennzeichnet durch Chromatindegradation in grofle und kleine
molekulare Fragmente und durch Formation von apoptotischen Korperchen.

Ein weiteres Modell, welches vorwiegend in der priméren kortikalen neuronalen Zellkultur
Anwendung findet, ist das von Goldberg et al. Ende der 80er Jahre entwickelte Verfahren
des kombinierten Sauerstoff- und Glukose-Entzuges (oxygen glucose deprivation,
OGD)* !, Kultivierte neuronale Zellen werden dabei transient in desoxygeniertem,
glukosefreiem Medium inkubiert. Auf diese Weise wird in vitro der Mangel von Sauerstoff

und Glukose im Gehirn bei einem ischdmischen Schlaganfall simuliert.
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1.1.3. Pathophysiologie des Schlaganfalls

Die Schiadigung des Gehirns nach einer transienten oder permanenten fokalen Ischdmie
resultiert aus einer komplexen Kaskade pathophysiologischer Prozesse, die wenige
Minuten bis Tage andauert und, wie in Abbildung 2 ersichtlich, aus den zeitlich
determinierten Phasen Exitotoxizitdt, Periinfarktdepolarisation, Inflammation und

Apoptose besteht.

—, Exitotoxizitat
"H /

/ " Periinfarkt-

.
>

Inflammation

/ depolarisation
f el Apoptose

"f

Minuten Stunden Tage

Abbildung 2: Ischiimische Schadenskaskade adaptiert aus U. Dirnagl et al. (Trends Neuroscience, 1999)>,

Obwohl das menschliche Gehirn nur etwa 2 % des gesamten Korpergewichts ausmacht, ist
es fiir ca. 20 % des Sauerstoffverbrauchs verantwortlich. Der relativ hohe Bedarf an
Sauerstoff und Glukose wird zur ATP-Produktion fiir die Aufrechterhaltung des
Membranpotentials benotigt.

Aufgrund der Behinderung des Blutflusses beim Apoplex und der damit verbundenen
Minderversorgung konnen die Zellen nicht mehr ausreichend ATP synthetisieren und es
kommt zum Verlust des Membranpotentials und zur konsekutiven Depolarisation von
Neuronen und  Gliazellen™. Somatodentritische, wie auch  prisynaptische
spannungsabhéngige Kalziumkanile werden aktiviert und exzitatorische Aminoséiuren, v.a.
Glutamat werden in den synaptischen Spalt freigesetzt, akkumulieren in
pathophysiologisch hoher Konzentration durch den ebenfalls gestorten Glutamat-reuptake

und aktivieren auch bei den umliegenden Neuronen ligandenabhingige NMDA-
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Rezeptoren fiir metabotrope Natrium- und Kalziumkanéle. Die gesteigerte Aktivierung
dieser Kanidle filhrt zum Anstieg intrazellulirer Natrium- wund Chlorid-
Ionenkonzentrationen, gefolgt von Wassereinstrom und der Entwicklung eines
zytotoxischen, intrazelluliren Odems. Die erhdhte intrazelluldre Kalziumkonzentration
ithrerseits flihrt zur Aktivierung einer Vielzahl von Enzymen, wie z.B. Kalpain, ATPasen,
Phospholipasen (PL) und Endonukleasen® *°. Weiterhin kommt es durch die Generierung
von freien Radikalen und reaktiven Sauerstoff-Derivaten zur Aktivierung der Expression
proinflammatorischer Gene, sowie zur Schidigung von Zellmembran und Mitochondrien
und schlieBlich zum Kaspase-vermittelten Zelltod.

Die Art des klinischen, neurologischen Defizits hingt vom Ort und von der Dauer der
Ischdamie ab. Die Akuttherapie des Schlaganfalls basiert auf dem sogenannten Konzept der
ischamischen Penumbra®.

Im Kerngebiet des Schlaganfalles tritt durch die Ischdmie eine irreversible Schadigung von
Neuronen und Gliazellen ein. Dieser Kern wird von einer minderdurchbluteten Zone, der
Penumbra (Halbschatten) auch ftissue at risk genannt, umgeben. Das Hirngewebe in der
Penumbra ist aufgrund des erhaltenen Energiestoffwechsels noch fiir eine begrenzte Zeit
iiberlebensfahig. Der Strukturstoffwechsel ist bei vermindertem Funktionsstoffwechsel
intakt. In der Erhaltung der Zellen der Penumbra liegt der Ansatzpunkt flir die akute
Schlaganfalltherapie wie Thrombolyse und Neuroprotektion. Der Einsatz von
thrombolytisch wirksamen Substanzen wie tissue plasminogen factor (TPA) ist nur in
einem engen Zeitfenster moglich. Limitierend sind die moglichen Gefahren von zerebralen
Blutungen und der Zeitraum der Anwendung, da TPA nur innerhalb der ersten drei
Stunden nach thrombotischem oder embolischem GefaB3verschluss eingesetzt werden kann.
Die Neuroprotektion ist ein Ansatz, der iiber eine pharmakologische Interaktion mit den
pathophysiologischen Abldufen, die Konsequenzen der zerebralen Ischdmie zu vermindern
sucht. Fiir die Entwicklung potenter, neuroprotektiver Pharmaka ist jedoch ein besseres
Verstdandnis der komplexen zelluldren und molekularen Zusammenhéinge notwendig. Nach
einer Schidigung von Hirngewebe durch Trauma oder Ischdmie konnte ein Anstieg der
Expression Zellzyklus-assoziierter Proteine beobachtet werden®’ 2. Zellzyklus-Aktivierung
in post-mitotischen Zellen wie Neuronen und Oligodendroglia induziert Kaspase-

34-38

abhiingige neuronale Apoptose® in vitro und in vivo Weiterhin konnte in

verschiedenen in vitro und in vivo-Modellen gezeigt werden, dass u.a. Zyklin DI,
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Zyklin A, Zyklin-abhéngige Kinase 2 (cyclin-dependent kinase-CDK 2) und CDK4
hochreguliert werden und das Retinoblastoma-Protein (pRb) phosphoryliert wird.

Neben der Entwicklung besserer und schneller wirksamer Pharmaka zur Therapie eines
Schlaganfalles steht auch die Prdvention im Vordergrund der Forschung. Durch die
Bemiihungen insbesondere durch die Behandlung des Risikofaktors ,,arterielle Hypertonie*

konnte die Inzidenz ischimischer Schlaganfille reduziert werden™.

1.2. Hypertonie und Schlaganfall

Der Schlaganfall zdhlt zu denjenigen Erkrankungen, die multifaktorelle Ursachen haben,
wobei die Fiille an moglichen Risikofaktoren die Aufkldrung der pathophysiologischen
Mechanismen erheblich erschwert. Zu den Ursachen gehdren neben der genetischen
Pradisposition und Umwelteinfliissen (Luftverschmutzung, meteorologische Bedingungen,
Lirm)* auch modifizierbarer Risikofaktoren wie Hypertonie, viszerale Adipositas,
Diabetes mellitus u. a. das Risiko eines Schlaganfalles. Seit iiber 40 Jahren weill man um
den negativen Einfluss des arteriellen Bluthochdruckes auf kardio- und zerebrovaskuldre
Morbiditdt und Mortalitdt. Der Bluthochdruck erwies sich als bedeutendster
modifizierbarer Risikofaktor in der Primér- und Sekundirprivention zerebrovaskuldrer
Ereignisse®'.

So tritt der Schlaganfall héufig als Folge von kardiovaskuldren Erkrankungen,

insbesondere der arteriellen Hypertonie, auf* .

1.2.1. Das Renin-Angiotensin- System

Das Renin-Angiotensin-System (RAS) ist ein wichtiges Peptid-Hormon-System, welches
in der Regulation von Blutdruck und Fliissigkeitshomeostase involviert ist* .
Dysregulationen in diesem System spielen eine wichtige Rolle in der Pathogenese von

kardiovaskuldren und renalen Erkrankungen.
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1.2.1.1. Das klassische RAS

Das im Jahre 1898 von Tigerstedt und Bergmann im Rohextrakt von Kaninchennieren
entdeckte Enzym Renin katalysiert die Umsetzung von in der Leber gebildetem
Angiotensinogen (AOGEN) zu Angiotensin I (Ang I)*.

Renin, das in den juxtaglomeruliren Zellen der Niere gebildet wird, ist eine
monospezifische Aspartylprotease und spaltet spezifisch AOGEN unter Freisetzung von
Ang L.

Renin wird als Prdprorenin synthetisiert und nach Insertion in das endoplasmatische
Retikulum zu Prorenin, der inaktiven Vorstufe von Renin, umgewandelt. Der Hauptanteil
(75 %) des Prorenins wird konstitutiv sekretiert, wahrend der Rest in den Granulas der
juxtaglomeruldren Zellen gespeichert wird"’. Neben Prorenin enthalten diese Granulas
Cathepsin B und Prokonvertase 1. Diese Proteasen konvertieren im sauren pH-Wert
Prorenin zu Renin unter proteolytischer Abspaltung des Prosegmentes®™ *. Renin wird
durch Exozytose in den Blutkreislauf freigesetzt. Stimulus fiir die Freisetzung sind ein
niedriger Blutdruck und ein niedriger Natriumgehalt. Katecholamine via
B-Adrenorezeptoren konnen ebenfalls zu einer vermehrten Renin-Freisetzung fiihren.

Ang II wird im Plasma und in verschiedenen Geweben aus dem inaktiven Dekapeptid
Ang I durch proteolytische Abspaltung der zwei C-terminalen Aminosduren His-Leu
synthetisiert. Katalysiert wird diese Reaktion durch das Angiotensin-Konversionsenzym
(ACE), eine Zink-Metalloproteinase, = welche = membrangebunden in  den
Gefiaflendothelzellen, z.B. von Lunge, Leber, Niere und Milz lokalisiert ist. In Abbildung 3
ist die klassische Renin-Angiotensin-Kaskade schematisch dargestellt. ACE wurde

erstmals im Jahre 1955 von Skeggs et. al aus dem Plasma von Pferden isoliert™.
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Abbildung 3: Klassische, vereinfachte Darstellung der Renin-Angiotensin-Kaskade.

In den letzten Jahren haben weitere Entdeckungen zum besseren Verstindnis des RAS
beigetragen. Zusitzlich zu den klassischen RAS-Komponenten wurden einige neue
Komponenten entdeckt, Angiotensin 2-8 (Ang IlI), Angiotensin 3-8 (AngIV),
Angiotensin 1-9 (Ang (1-9)), Angiotensin 1-7 (Ang (1-7)), ACE2, Prorenin/Renin-
Rezeptor ((P)RR oder RER), Mas-Rezeptor (MasR) und Angiotensin AT4-Rezeptor
(AT4R) (Abbildung 3, Abbildung 6).

Ang II wird iiber die Aminopeptidase A (AP A) in Ang III abgebaut, welches iiber die
Aminopeptidase B (AP B) in Ang IV umgewandelt wird. Ang IV bindet an einen eigenen
Rezeptor, den AT4R.

ACE2 ist ein homologes Enzym zu ACE, welches Angl zu Ang (1-9) und AnglIl zu
Ang (1-7) degradiert’” *. Santos et al.”> >* konnten zeigen, dass das Mas Proto-Onkogen
als Rezeptor fiir Ang (1-7) fungiert. Weiterhin konnte ein Rezeptor beschrieben werden,

welcher Prorenin und Renin bindet, der Prorenin/Renin-Rezeptor ((P)RR) genannt wird™.
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1.2.1.2. Die AT-Rezeptoren

Wie bereits erwidhnt, entfaltet Ang II seine Wirkung hauptséichlich iiber zwei verschiedene
Typen von AT-Rezeptoren, den ATIR und den AT2R. Beide Rezeptoren verfiigen iiber
eine dhnliche Affinitét fiir Ang II und sind G-Protein-gekoppelte Rezeptoren (GPCR) mit
sieben transmembrandren Dominen (TMD), wobei der ATI1- und AT2-Rezeptor eine

Aminosiuresequenzhomologie von lediglich 34 % aufweisen**

und der AT2R mit einem
atypischen GPCR assoziiert ist. Unterschiede zwischen ihnen bestehen in Bezug auf ihre
Expression in den verschiedenen Organen, die subtypspezifische Bindung von Liganden,
die Signaltransduktionswege und die von diesen Rezeptoren vermittelten Wirkungen. Die
Expression und physiologischen Effekte des ATIR und AT2R sind in Tabelle 1

zusammengefasst.

10
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Tabelle 1: Expression und physiologische Effekte des AT1R und AT2R.

ATIR AT2R
Expression44 Blutgefifle, Niere, Nebenniere, starke Expression in fetalen
Herz, Leber, Gehirn und Lunge Geweben,

im adulten Organismus in einigen
Hirnregionen, im Herzen, im

Nebennierenmark, in Niere und in

Geschlechtsorganen
Liganden®’ Affinitét: Affinitat:
Biphenylimidazole (Sartane) > Biphenylimidazole (Sartane) <
Tetrahydroimidazolpyridine Tetrahydroimidazolpyridine
(PD-123319) (PD-123319)
Effekte Vasokonstriktion** Vasodilatation** °%
Zellproliferation®® % Apoptose’” !
Hypertrophie des Myokards und ~ Anti-proliferative Effekte™ >
Proliferation glatter Regeneration im Gewebe** 77
Muskelzellen®' NO- und cGMP-Synthese** ¢
Fliissigkeit- und 76-78
Natriumretention® Kollagensynthese”

Bildung von Sauerstoft-

Radikalen®® ®

Endothelin-Sekretion®

1.2.1.2.1. Signaltransduktion des AT1-Rezeptors

Zur intrazelluldren Signaltransduktion des ATIR gibt es inzwischen ausfiihrliche
Literatur™ *°. Hier soll nur kurz auf die wichtigsten Signalwege eingegangen werden. Die
Signaltransduktion des ATIR ist komplex und beinhaltet sowohl die fiir sieben-
transmembrandre Rezeptoren typischen G-Protein-gekoppelten, wie auch verschiedene
G-Protein-unabhédngige Signaltransduktionswege. Die Bindung von Angiotensin II am

AT1-Rezeptor fiihrt zur Aktivierung einer ,klassischen G-Protein-Kaskade mit

11
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Gq/11-Stimulation und nachfolgender PLC-, PLD- und PLA2-Stimulation®" *2. Die
Aktivierung der Phospholipase C fithrt zur Hydrolyse von Phosphatidylinositol-4,5-
Bisphiosphat (PIP2) zu Inositoltriphosphat (IP3) und Diacylglycer0183. IP3 ruft eine
Erhohung des intrazelluliren Kalziums hervor, welche seinerseits zu einer erhohten
Aktivitit der Proteinkinase C fiihrt**. Die durch PLD und PLA2 initiierte Kaskade endet in
der Bildung von Fettsduren, welche die Vorstufen zur Synthese von Leukotrienen und
Prostaglandinen darstellen®™. Des Weiteren wurde gezeigt, dass iiber den AT1-Rezeptor
Signalwege von Wachstumsfaktoren stimuliert werden, wie z.B. Tyrosin-
Phosphorylisierung und Phospholipase C-y-Aktivierung, was zu einer Aktivierung u. a.
von Mitogen-aktivierten Proteinkinasen (MAPKSs), Janus-Kinasen (JAKs) und signal
transducers and activators of transcription (STATs) fihrt** % ¥ SchlieBlich fithrt die
Bindung von AnglIl an ATIR auch zur Stimulation von membrangebundenen
NADH/NADPH-Oxidasen, was zur Bildung reaktiver Sauerstoffmetaboliten (ROS)
fiihrt*®. Die Reduktion von NO durch ROS resultiert in einer Vasokonstriktion. Ferner
fordern ROS auch die Oxidation von LDL und fiihren damit zu erhShter Atherogenitit™,

wie es die folgende Abbildung schematisch zeigt.

ATIR
NADH/NADPH JAK/STAT T Gq Entkopplung Tyrosin-
Oxidasen T l kinasen T
l pLC T l
ROS 1 "¢ u Tyrosin;
DAG T T phosphorylierung

AP-1 T4— pkc 1 P MAP-Kinasen T

| Tl | |

Transkriptionsfaktoren T

NO ) OxLDLT| €—— NF-kB T Intrazellulires Calcium T

(c-fos, c-mye, c-jun)

Lo l l l

Vasokonstriktion  Arteriosklerose T Inflammation Vasokonstriktion Wachstum und Proliferation
Inflammation Proliferation
Proliferation
Koagulation

Abbildung 4: Die Signaltransduktion des AT1R (adaptiert aus Wagenaar et al. (Can. J Cardiol. 2002))*’.
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1.2.1.2.2. Signaltransduktion des AT2-Rezeptors

Die Entschliisselung des Signalweges des AT2R erwies sich als sehr viel komplizierter als
die des ATIR. Es hat sich bei der Arbeit an Zellkulturen, die den AT2-Rezeptor
exprimieren, gezeigt, dass die Kulturbedingungen die Expression des Rezeptors stark
beeinflussen.

Nach Ang II-Bindung kommt es zu einer Entkopplung von G;’'. Dies aktiviert die
Serin/Threonin-Phosphatase 2A  (PP2A) und Phospho-Tyrosin-Phosphatase (PTP),
wodurch die Protein-Serin/Threonin und Protein-Thyrosin-Phosphorylierung reduziert
wird. Dadurch wird die ATI1R-vermittelte MAP-Kinase-Aktivierung supprimiert.
Konsekutiv werden Zellwachstum und Proliferation vermindert’”. Der AT2R kann
weiterhin mit der Phosphatase SHP-1 physikalisch interagieren®’. Im kardialen Kontext
wurde der Transkriptionsfaktor PLZF (promyelocytic zinc finger protein) als direkter
Interaktionspartner des AT2R beschrieben” und Nouet et al.”* und Wruck et al.”® konnten
unabhingig voneinander einen weiteren direkten Interaktionspartner, das A72 receptor
interacting protein /AT2R binding protein (ATIP/ATBP) identifizieren. Rekrutierung von
SHP-1 oder ATIP/ATBP vermittelt antiproliferative und antihypertrophische Effekte,
wihrend eine Rekrutierung von PLZF kardiale Hypertrophie fordert’®. Daneben fiihrt die
AT2R-Aktivierung iiber die intrazelluldre Bildung von Ceramid und ROS zur Stimulation
von NF-kB”’. In verschiedenen Tiermodellen kann gezeigt werden, dass AT2R-Bindung
zur Aktivierung eines Bradykinin/NO-cGMP Weges fiihrt, was eine Vasodilatation zur
Folge hat’® *°. Abbildung 5 =zeigt eine schematische Ubersicht der AT2R-
Interaktionspartner und dessen Signaltransduktion. AT2R ist im Wesentlichen als

Gegenspieler des AT1R zu verstehen.

13
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ATZR

= | T

extrazelluldr

Hy N ROS T Ceramide T G, Entkopplung BKT
AT2R H __~ Gialpha 2 und Gi alpha 3 pP2A T e
=l ! |
TTE——— o . i
intrazelluldr ~  SH2 domain-containing Protein-Serin/Threonin-  Protein-Tyrosin- \"D T
phosphatase 1 (SHP-1) Phosphorylierung | Phosphorylierung |
coo —
\‘* PLZF
ATIP/ATBP
NF-kB T MAP-Kinasen | cGMP T

Inflammation Zellwachstum | Vasodilation
Apoptose T

Abbildung 5: Ubersicht AT2R-Interaktionspartner und AT2R-Signaltransduktion; B adaptiert aus Wagenaar et
al. (Can. J Cardiol. 2002).

1.2.1.3. Lokales RAS im Gehirn

Zu Beginn seiner Erforschung wurde das RAS zunéchst als ausschlieBlich systemisch
wirksames endokrines Enzym-Hormon-System betrachtet. Neben dem systemischen RAS,
spielt die Existenz lokaler RAS eine entscheidende Rolle. Als extrinsisches lokales RAS
wird die lokale Bildung von Ang Il nach Aufnahme von Renin renalen Ursprunges in
verschiedenen Geweben bezeichnet. Seine physiologische Relevanz ist allerdings
umstritten. Das Konzept des intrinsischen lokalen RAS beinhaltet die lokale Produktion
samtlicher Komponenten des RAS. Die Expression von mRNA fiir Renin,
Angiotensinogen und ACE konnte in verschiedenen Organen (Gehirn, Nebenniere,
GefiBe) nachgewiesen werden'®.

Seit fast 20 Jahren ist bekannt, dass Organe lokale Ang II-generierende Systeme haben, die
vom klassischen endokrinen RAS véllig unabhingig sind'®’. So konnten die
Arbeitsgruppen um Detlev Ganten und Catalina Fischer-Ferraro im selben Jahrzehnt

. . . . . .. . 4102, 103
nachweisen, das Angiotensin auch im Gehirn synthetisiert wird "~

. Die Verteilung von
Angiotensin im Gehirn ist mittels immunhistochemischer und autoradiografischer
Methoden determiniert worden.

Die Regionen, in denen sich Ang II-exprimierende Neurone in grofler Menge befinden,
sind das Subfornikalorgan, das Organum vasculosum der Lamina terminalis und die Area

postrema. Aber auch in anderen Hirnregionen, wie beispielsweise im Hypothalamus, im

14
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Thalamus und in der Amygdala finden sich Zellen, in denen Angiotensin II nachgewiesen
werden konnte.

Obgleich das RAS des Gehirns unabhingig vom peripheren System reguliert scheint,
konnen zirkulierende Komponenten des RAS das zentrale Nervensystem {iber
Interaktionen mit AT-Rezeptoren, die in den zirkumventrikuldren Organen lokalisiert sind,
beeinflussen. Diese zirkumventrikuldren Organe (z.B. Area postrema, Subfornikalorgan,
Organum vasculosum der Lamina terminalis (OVLT)) besitzen eine reduzierte Blut-Hirn-
Schranke und erlauben so die Penetration von Hormonen. So kann das periphere RAS an
einigen Stellen mit dem RAS des Gehirns interagieren'* '°.

Neben den klassischen Komponenten des RAS konnten auch Ang III, Ang IV, Ang (1-7),
ACE2, Prorenin und der MasR in jiingsten Studien im Gehirn nachgewiesen werden'®,
dessen Zusammenspiel in Abbildung 6 schematisch dargestellt ist.

Im Gehirn spielt Ang II neben den in Tabelle 1 erwédhnten Effekten auch eine Rolle bei der
Alzheimer Erkrankung, dem Schlaganfall, beim Lernen und dem Gedéichtnis, bei
Depressionen und emotionalem Stress'®.

Ang Il hat Einfluss auf den Wasserhaushalt und den Elektrolyt-Spiegel. Wird
beispielsweise Ang Il intracerebroventrikulér (icv) injiziert, so kann bei Versuchstieren ein
verstirktes Durstverhalten induziert werden'”’. Ebenso bedingt eine icv-Injektion von

108

Ang II in den dritten Ventrikel eine verstirkte Salzaufnahme ™. Eine icv-Injektion in die

lateralen Ventrikel oder verschiedene Bereiche des Vorderhirnes verursacht einen Anstieg

19 " Der Mechanismus fiir die

des Blutdruckes, welcher Vasopressin vermittelt ist
Vasopression-Sekretion  beinhaltet  die  Freisetzung von  Noradrenalin  aus
Nervenendigungen und die Stimulation von post-synaptischen o-adrenergen Rezeptoren,

welche in den Membranen von Vasopressin-synthetisierenden Neuronen lokalisiert sind''°.
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Abbildung 6: Zerebrales Renin-Angiotensin-System (adaptiert aus Phillips und Oliveira (J Mol. Med 2008))'%.

Bei Morbus Alzheimer konnten eine gesteigerte ACE-Aktivitit und Verdnderungen in

anderen Komponenten des RAS beobachtet werden'''™!*

ACE-Hemmern und ATI1R-Blockern (ARBs), nachgewiesen im Tiermodell und beim

. Der positive Einfluss von

Menschen, zeigt, dass eine Reduktion der zerebralen RAS Aktivitit von besonderer
Bedeutung bei der Behandlung von Morbus Alzheimer ist. Eine verminderte Ang II-
Konzentration fiihrt zu einem Anstieg an Substanz P, einem Substrat des ACEs, welches
die Aktivitit von Neprilysin, einem bekannten Amyloid B abbauenden Enzym, steigert' .

Verschiedene Studien konnten einen Zusammenhang zwischen dem zerebralen RAS und
dem Gedichtnis sowie dem Lernverhalten nachweisen. Die Behandlung mit ARBs
reduziert das Angstverhalten und verbessert das Lernen, das rdumliche Gedéchtnis und die
motorischen Fihigkeiten bei élteren Ratten''*""”. Werden geringe Mengen von Renin icv

in das Gehirn injiziert bevor ein Lernexperiment an Ratten durchgefiihrt wurde, dann

zeigten diese Tiere eine verschlechterte Lernleistung als Kontrolltiere. Wird ein ACE-
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Hemmer vor einem Versuch gegeben, so zeigen diese Tiere ein verbessertes Lernverhalten,
als die Kontrolltiere, die keinen ACE-Hemmer verabreicht bekamen. Ebensolche
Ergebnisse lassen sich erzielen, wenn Antagonisten des ATIR verabreicht werden. Dies
konnte darauf hinweisen, dass ATIR an der lernvermindernden Wirkung von

"7 Bonini et al.''® konnten zeigen, dass eine intrahippocampale

Angiotensin II beteiligt ist
Infusion von Ang Il Amnisie in Ratten ausldst und dieser Effekt AT2R-vermittelt ist. Bei
elektrophysiologischen Langzeitpotenzierungs-(LTP-)Versuchen konnte demonstriert
werden, dass Ang II iiber AT1Rs, sowohl im Hippocampus wie auch in der Amygdala,

eine Langzeitpotenzierung inhibiert.

1.2.2. Das RAS und Zerebroprotektion bei Ischamie

Das RAS spielt in der Pathophysiologie des Schlaganfalles eine entscheidende Rolle.

In den letzten Jahren wurden in verschiedenen Studien (HOPE, PROGRESS, ACCESS,
MOSES und ONTARGET)'™'* die spezifischen zerebroprotektiven Effekte
unterschiedlicher Antihypertensivaklassen intensiv hinterfragt.

Es konnte im MCAO-Schlaganfallmodell der Ratte gezeigt werden, dass es durch die
Behandlung mit ARBs und ACE-Hemmern zu einer Reduktion des Infarktvolumens und
zu einer Verbesserung der neurologischen Folgen kommt'*'*%. Im Tierversuch konnte
unter dem AT1-Rezeptorblocker Candesartan-Cilexetil eine Verbesserung der zerebralen

127, 133, 134 \Weiterhin konnte in in vivo-Versuchen mit

Ischdmietoleranz gezeigt werden
ARBs demonstriert werden, dass ATI1R-Blockade nur bei vorhandenen AT2R das
Infarktvolumen vermindert und neurologische Defizite verbessert'>> 136. Eine ATIR-
Blockade in AT2R-knockout-Méusen fiihrte zu keiner Verbesserung der neurologischen

Defizite nach MCAO.

128, 136 128, 135

Weiterhin konnte sowohl in vivo als auch in vitro gezeigt werden, dass die
neuroprotektiven Effekt AT2R-vermittelt werden.

Der AT2R wird nach zerebraler Ischdmie im Kortex stark hochreguliert und ist wohl an der
Vermittlung von neurotrophen Effekten beteiligt'>’'**

In diesem Zusammenhang sind auch die positiven neuroregenerativen Effekte des AT2R
bei peripheren Nervenldsionen im Tiermodell” und bei einem N. opticus-

Verletzungsmodell in vivo'* von Interesse.
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1.3. Der Transkriptionsfaktor Promyelocytic leukemia zinc finger

(PLZF)

1.3.1. Gen- und Proteinstruktur

Das PLZF-Gen, auch als Zfp145 oder Zbtb16 bezeichnet, wurde erstmals bei der akuten
promyelotischen Leukdmie (APL) identifiziert, bei welcher PLZF in einer reziproken
Translokation t(11;17)(q23;q21) in Fusion mit dem RARa-Gen (RARA) vorliegt'*. Die
genomische Sequenz und Struktur des PLZF-Gens wurden bereits 1999 von Zhang et al.

4l Das Gen besteht aus sechs Exonen und fiinf Intronen und umfasst 201 kb.

beschrieben
Die mRNA, mit einer Linge von ~8kb, enthdlt eine ungewdhnlich lange
5’-nichttranslatierte Region (UTR) von 6 kb, die komplett im Exon 1 lokalisiert ist, eine
ca. 2 kb lange kodierende Region und eine ca. 100 bp lange 3"-UTR. Exon 1 kodiert fiir
die poxvirus zinc finger (POZ)-Domine, die Repressor-Domidnen 2 (RD2), eine prolin-
reiche Region und einen Teil des ersten Zinkfingers.

Wie aus Abbildung 7 hervorgeht, gibt es vier alternative SpleiBBvarianten der
PLZF-mRNA, die zu fiinf PLZF-Isoformen fiihren kénnen. Die Unterschiede zwischen den
einzelnen Spleiflvarianten liegen in der Lange von Exon 1. Es gibt Varianten ohne POZ-
Domaéne, mit unterschiedlichem Anteil an der prolin-reichen Region oder verschieden
langen 5°-UTRs. Die alternative Spleiflvariante (AS) I konnte in den meisten Geweben
detektiert werden, die anderen AS im Magen, in den Testes und im Herzen. Wéhrend die
Spleifl-Donor- und Splei3-Akzeptor-Signale an den Exon-/Intron-Grenzen fiir die AS I bei
Exon 1 und fiir die anderen Exons klassisch aufgebaut sind, sind die AS II, IIT und IV bei

Exon 1 mit atypischen Splei3varianten assoziiert.

Der Transkriptionsstart konnte bisher nicht identifiziert werden.
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Exon 1 2 3 4 5 6

5°-UTR POZ N RD2 Zinkfinger 1-9 3"-UTR
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// .::- N I l ‘ ’ "l | s,l 5
11 (ohne Introns)
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AS 1 4,7kb
ASII 73kb
AS IIT 7,5kb
AS TV 7,7 kb
AS THV 4,4 kb

Abbildung 7: Darstellung von PLZF und alternativen Spleiivarianten nach J. Fahnenstich (adaptiert aus J.
Fahnenstich et al. (Mol Hum Reprod. 2003))'4%.

Das Wildtyp PLZF-Gen kodiert fiir einen 673 Aminosdure groen Transkriptionsfaktor
(TF) mit einem erwarteten Molekulargewicht von 74 kDa aus der Familie der Kriippel-like

140, 143

Zink-Finger Proteine mit neun Zink-Finger vom C,H,-Typ . In Polyacrylamidgelen

migriert das Protein mit einem Molekulargewicht von 80 bis 90 kDa'**.

Das PLZF-Protein beinhaltet sowohl eine N-terminal lokalisierte bric-a-brac/
tramtrack/broad complex (BTB)/POZ-Domine, als auch die Repressor Doméne 2 (RD2).
Die BTB/POZ-Domine ist eine Dimerisierungsdomédne und vermittelt die Bildung von
Homodimeren'®.

Die RD2'® ist in der Lage, Eight-Twenty One (ETO), einen nicht-DNA bindenden
transkriptionellen Repressor, zu rekrutieren'®’.

PLZF und ETO konnen Korepressoren wie SMRT (silencing mediator for retinoid and
thyroid-hormon receptor), N-CoR (nuclear receptor co-repressor), Sin3A und HDACI
(histon deacetylase 1) rekrutieren und einen transkriptionellen Repressor-Komplex
bilden'*'>,

Durch verschiedene Versuchsansitze konnte eine Konsensussequenz fiir die Bindung von

PLZF an DNA erschlossen werden. Diese Sequenz (GTACT/AGTAC) wird von vier

C-terminal gelegenen Zinkfingern erkannt'*® °* > Die N-terminalen Zinkfinger, so wird
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vermutet, sind nicht an der DNA-Bindung beteiligt, sondern beeinflussen moglicherweise
Protein/Protein-Wechselwirkungen'*.
Neben dem ca. 74 kDa grolen PLZF-Protein (PLZFB-Isoform) wurden zwei weitere

15
7 und

Protein-Isoformen mit einem Molekulargewicht von ca. 61 kDa (PLZFA)
45 kDa"® in der Literatur beschrieben. Bei der PLZFA-Isoform fehlen die Aminosiuren
255 - 377 und bei der hepatischen 45 kDa-Isoform die BTB-Domine. Die Bedeutung

beider Isoformen ist noch nicht genauer charakterisiert.

1.3.2. Expression und zerebrale Bedeutung

Die Expression des PLZF ist am hochsten in undifferenzierten multipotenten
hamatopoetischen Vorliuferzellen und nimmt ab, je mehr die Zellen differenzieren'>’

Zudem konnte PLZF-mRNA auch in humanen Promyelozyten-Zelllinien (NB-4, KG-1
und HL-60) detektiert werden. Unter all-trans Retinolsdure-induzierter Differenzierung
erfolgt eine Herabregulation von PLZF in HL-60 und NB-4 Zellen als Voraussetzung fiir

- 140
eine Granulopoese

. Im Unterschied dazu ist eine erhohte PLZF-Expression wéhrend der
Megakaryopoese notwendig fiir die Induktion der Thrombopoetin-Rezeptor Expression'®’.

Bisher konnte das PLZF-Protein im Menschen nur in CD34 -Vorliuferzellen im
Knochenmark in hohen Mengen nachgewiesen werden. Mittels Immunfluoreszenz-
Methoden konnte gezeigt werden, dass es dort in punktuellen Ansammlungen (nuclear
bodies) im Kern vorliegt und dass dies von der BTB/POZ-Doméne abhéngig ist'*> '>.

Das PLZF-Protein spielt eine wichtige Rolle in der Organisation des Vorderhirns'®' und
der Segmentierung des Rautenhirns'®*. PLZF wird wihrend der Mausentwicklung in einem
extrem dynamischen Muster exprimiert, und Transkripte erscheinen in E 7,5 (Tag 7,5 nach
Koitus und dem Auftreten einer Vaginalplaque) im anterioren Neuroepithelium. Bis E 10
erfolgt eine schnelle Ausbreitung ins gesamte Neuroektoderm. Wiahrend der mittleren und
spaten Gestation wird PLZF in begrenzten Regionen des sich entwickelnden Gehirns
exprimiert. Im Vorderhirn konnte PLZF-mRNA im Epithalamus, im Hypothalamus
entlang abgegrenzter longitudinaler Subdoménen und im anterioren Pretectum detektiert
werden. Im Rautenhirn ist bis E 8,5 eine ubiquitdre Expression zu beobachten. In E 9,5

erfolgt in den Rhombomeren 3 und 5 eine Herabregulation der PLZF-Expression und ab

E 10 ist PLZF-mRNA nur noch in den Zellen, welche die rhombomeren Grenzen bilden,
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exprimiert. Dieser Zusammenhang der segmentierten Expression von PLZF ist in

Abbildung 8 dargestellt.

E 85 E 95

Abbildung 8: Zusammenfassung der segmentierten Expression von PLZF im Rautenhirn von Mausembryonen
nach M. Cook et al. (Proc. Natl. Acad. Sci. 1995)'®2. In E 8,5 ist die PLZF-Expression ubiquitir, bei E 9,5 erfolgt
eine Herabregulation in den Rhombomeren 3 und 5 und in E 10 ist nur noch in den Rhombomerengrenzen eine
PLZF-Expression vorhanden. (ov = otic vesicle; fp = floor plate; v = rhombomere).

Homozygote ~ PLZF-knockout-Mduse — (PLZF-Miuse) zeigen  muskuloskelettale
Extremitdtendefekte sowie eine gestorte Spermatogenese, weiterhin zeigte sich eine
erhohte Proliferations- und gesenkte Apoptoserate, was die Annahme unterstiitzt, dass

PLZF als Wachstumsunterdriicker agiert'®

. Die Arbeitsgruppe um Prof. Pandolfi konnte
nach eigenen Angaben keine schwerwiegenden Storungen im Gehirn dieser Maiuse
beobachten.

Auch das PLZF-Homolog des Huhns zeigt ein dhnliches segmentales Expressionsmuster
im Rautenhirn. Aus dem hohen Grad der evolutiondren Konservierung zwischen dem
PLZF-Expressionsmuster wéihrend der Sdugetier- und Vogel-ZNS-Entwicklung kann fiir
PLZF eine wichtige Rolle bei der Segmentierung des Vertebratenrautenhirns vermutet
werden'®.

Neben der Expression im Gehirn wird PLZF auch in spezifischen Organen und Strukturen

. . . o .. 161
des Kérpers, z.B. Nierenanlagen und Kiemenbdgen, exprimiert'®’.
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1.3.3. Funktion

Die Funktion des Transkriptionsfaktors PLZF ist sehr vielfiltig. Er kann in Abhéingigkeit
des Zellkultur-Modells die Expression von Genen aktivieren, als auch reprimieren.

PLZF ist in der Lage, das Zellwachstum zu unterdriicken. In einer Vielzahl von Zellkultur-
Modellen (32Dcl3, HL-60, U937) konnte gezeigt werden, das die PLZF-Expression und
Uberexpression in einem Zellzyklus-Arrest der Zellen in der G1-Phase resultiert und
164-166

letztendlich zur Apoptose fiihrt
Induktion der Apoptose regulieren. In 32D-Zellen blockiert PLZF die G-CSF und

. PLZF kann die myeloide Differenzierung auch vor

GM-CSF induzierte Differenzierung himatopoetischer Zellen.
In seiner Funktion als transkriptioneller Repressor mit anti-proliferativer Wirkung bindet

o146, 154 | 1 C_myc167 und inhibiert die Expression

PLZF in den Promotoren von Zyklin A
beider Gene. Durch eine gesteigerte Expression von Zyklin A2 und c-myc kann die
Wachstumsunterdriickung wieder iiberwunden werden.

Weiterhin konnte ein PLZF-Bindungsmotiv im Promotor der Interleukin-3-Rezeptor
(IL-3R-)a Untereinheit identifiziert werden'>*. IL-3 ist in der friihen Phase der
Zelldifferenzierung an der Hiamatopoese beteiligt'®®.

Eine Uberexpression von PLZF in murinen himatopoetischen Zelllinien fiihrt zur
reduzierten Expression der IL-3R-a Untereinheit und in IL-3-abhéngigen Zellen
(32Dcl3-Zellen) zum Zellzyklus-Arrest.

Nicht nur iiber direkte Bindung an die DNA und nachfolgende transkriptionelle
Reprimierung kann PLZF wirken. Ward et al.'® konnten in U937-Zellen zeigen, dass
Monozyten-Differenzierung durch direkte Interaktion von PLZF iiber die BTB/POZ-
Domine mit dem Vitamin D3-Rezeptor (VDR) gehemmt werden kann. Hierbei bindet
nicht PLZF an die DNA und reprimiert die Transkription, sondern der VDR, welcher an
die DNA gebunden ist, wird gehemmt. Weiterhin konnte eine direkte Interaktion mit dem
Retinoblastoma-Protein (pRb) beobachtet werden'®. Wihrend der GO-Phase des
Zellzyklus ist pRb nicht oder nur gering phosphoryliert. In seiner hypophosphorylierten
Form inhibiert pRb Transkriptionsfaktoren der E2F/DP-Familie und verhindert hierdurch
die Hochregulation von Genen, die z.B. fiir die Aktivierung der DNA-Synthese wihrend
der S-Phase bendtigt werden. Um im Zellzyklus fortschreiten zu konnen, muss daher das

Rb-Protein phosphoryliert und hierdurch funktionell inaktiviert werden. Treten die Zellen
in den Zellzyklus ein wird pRb gegen Ende der G1-Phase durch Hyperphosphorylierung,

22



Kapitel 1 Einleitung

Ubertragung von zehn oder mehr Phosphatgruppen auf pRb, inaktiviert und die Bindung

an E2F gelost, so dass E2F mit den Dimerisierungspartnern der DP (differentiation

70 in Wechselwirkung treten und hierdurch

1, 172

regulated transcription factor)-Familie
biologisch aktive Transkriptionsfaktoren bilden kann'’ , wie es in Abbildung 9
schematisch dargestellt ist. Die Phosphorylierung des pRb wird durch den

Zyklin D1-Cdk4-Komplex eingeleitet.

w1

-

oo

DP_ —»

DP

Gen

Abbildung 9: Interaktion von PLZF am G1/S-Phase-Ubergang.

Bisher wurden acht E2F-Proteine identifiziert (E2F1-E2F8), die in Abbildung 10

zusammengefasst sind.
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(_DPs _ DP1, DP2, DP4

Abbildung 10: Ubersicht iiber die Mitglieder der E2F-Familie und deren Interaktionspartner nach van den
Heuvel und Dyson (Nat.Rev.Mol.Cell Biol. 2008)'"*.

Die Ko-Expression von PLZF und pRb fiihrt zu einer verstarkten Repression von PLZF-
und E2F/pRb-Zielgenen, wobei die PLZF/pRb-Interaktion unabhdnig von der pRb-
Hypophosphorylierung ist.

PLZF-Expression beeinflusst nicht nur das Zellwachstum, die Differenzierung und
Apoptose myeloischer Zellen, sondern vermittelt in Abhingigkeit des Zellsystems auch
anti-apoptotische Effekte sowie die Aktivierung der Expression von Genen’> '"*.

Parrado et al. '”* konnten in Jurkat-Zellen (T-Lymphozyten) zeigen, dass PLZF-Expression
unter Zellstress durch Serumentzug, anti-apoptotische Wirkung aufweist und dass diese
Wirkung durch Herabregulation des proapoptotischen Proteins BID erfolgt.

Im kardialen Kontext (H9C2-Zellen) fiihrt Ang-Stimulation zu einer AT2R-vermittelten
PLZF-Translokation aus dem Zytoplasma in den Zellkern und zur Aktivierung der
Expression der PI3-Kinase p85a-Untereinheit sowie zur Stimulation der Proteinsynthese’.
Weiterhin wurde PLZF als Interaktionspartner des (P)RR identifiziert und eine Aktivierung
des (P)RR durch Renin in H9C2-Zellen vermindert die Apoptose und erhoht die Zellzahl.
Durch Behandlung mit einem PI3K-Inhibitor konnten diese Effekte teilweise und durch
Hemmung von PLZF mittels siRNA vollstindig aufgehoben werden'”.

Bei PLZF handelt es sich ferner um ein Phosphoprotein, das an Serin- und Threoninresten
phosphoryliert werden kann. In vitro wurde dies durch cdc2'™, die urspriingliche
Bezeichnung fiir CDK1 in Wirbeltieren und Sprosshefe, und CDK2'7® gezeigt.

Neben der Phosphorylierung kann PLZF an den Lysinresten K242, K387 und K396 durch
SUMO-1 und Ubiquitin posttranslational modifiziert werden. Eine weitere
posttranslationale Modifikation ist die von Guidez et al."”” beschriebene Azetylierung von

Lysin-Resten C-terminaler C,H,-Zinkfinger-Motive.
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Die erwédhnten posttranslationalen Modifikationen regulieren die transkriptionelle
Repressor-Aktivitdt und Stabilitdt des PLZF-Proteins.

Die CDK2-vermittelte Phosphorylierung von PLZF resultiert in einer Ubiquitinierung mit
anschliefender Degradation von PLZF, wihrend eine Phosphorylierung durch cdc2'* und
eine Azetylierung'’’ die Bindungsaffinitit von PLZF an die DNA verstarkt.

Durch Arbeiten von Kang et al.'’”® konnte gezeigt werden, dass eine posttranslationale
Modifikation von PLZF am Lysinrest 242 (K242) durch SUMO-1 ebenfalls die DNA-
Bindung positiv beeinflusst und die Expression von Zyklin A2, BID und c-myc
reprimiert'””. In einer neueren Arbeit konnte diese Arbeitsgruppe zeigen, dass K242
sowohl durch SUMO-1, als auch Ubiquitin modifiziert werden kann. Sumoylierung schiitzt
vor Ubiquitinierung und damit verbundener Proteasom-abhingiger Degradation.
AbschlieBend ldsst sich feststellen, dass PLZF in Abhédngigkeit des Zellkultur-Modelles
und der damit verbundenen physiologischen und pathophysiologischen Bedingungen als

transkriptioneller Repressor'°® oder Aktivator’® wirken kann.
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Kapitel 2 Zielsetzung

Aus fritheren Arbeiten unserer Arbeitsgruppe geht hervor, dass im MCAO-Modell der
Ratte eine Behandlung mit ARBs und ACE-Hemmern die neurologischen Defizite nach
einem Schlaganfall vermindert werden'*® ! und diese Effekte AT2R-vermittelt scheinen.
Der Transkriptionsfaktor PLZF wurde im kardialen Kontext als direkter
Interaktionspartner des AT2R” beschriecben und es konnte eine AT2R-vermittelte
Translokation von PLZF aus dem Zytoplasma in den Zellkern beobachtet werden.
Weiterhin konnte mittels eines yeast two-hybrid screening PLZF als Interaktionspartner
des (P)RR identifiziert und diese Protein-Protein-Interaktion mittels
Koimmunoprizipitation verifiziert werden'"”.

Ziel dieser Arbeit sollte es sein, den Transkriptionsfaktor PLZF als Interaktionspartner des
AT2R und (P)RR im in vivo-Modell der fokalen zerebralen Ischdmie in Bezug auf seine
potentielle neuroprotektive Rolle genauer zu charakterisieren. Weiterhin sollte in einem
in vitro-Modell der Einfluss einer PLZF-Uberexpression auf bekannte PLZF-Zielgene, das

Proliferationsverhalten und die Glutamat-induzierte Toxizitdt untersucht werden.
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3.1. Gerate

3.1.1. Allgemeine Gerite

Gerite

Analysenwaage BL 310

Analysenwaage BL 150S
Magnetriihrer RET basic C
pH-Meter pH 211

pH-meter pH 340
Pipettierhilfe pippetus-akku
Préazisionswaage SC2

Schiittelgerat Vortex-Genie 2

Thermomixer comfort
Thermomixer comfort
Zentrifuge Micro 20
Wasserbad WB14
Zentrifuge 5415R

3.1.2. Gerate fiir die in vivo-Versuche

Gerite

monitoring-System 1025

Firma

Sartorius, Gottingen,
Deutschland (D)
Sartorius, Gottingen, D
IKA-Werke, Staufen, D
Hanna Instruments,
Woonsocket, USA
WTW, Weilheim, D
Hirschmann, Eberstadt, D
Sartorius, Géttingen, D
Scientific Industries, Bohema,
USA

Eppendorf, Hamburg, D
Eppendorf, Hamburg, D
Hettich, Tuttlingen, D
Memmert, Schwabach, D

Eppendorf, Hamburg, D

Firma

SA Instruments, Stony Brook,
USA
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PharmaScan 70/16 MRT-Gerit Bruker Biospin, Ettlingen, D
(Standort: NWFZ Berlin)

Analyze 5.0 Visualisations- und Analysen-Software AnalyzeDirect, Overland Park,
USA

PeriFlux System 5000 zur Laser-Doppler-

basierten Durchflussmessung Perimed, Jarfdlla, Schweden
(SE)

Isofluran-Verdampfer Volker, Kaltenkirchen, D

Radiometer ABL 555 zur Blutgasanalyse Radiometer medical,

Kopenhagen, Danemark (DK)

3.1.3. Gerate fiir die Kultivierung von Zellen

Geriite Firma
CO2-Inkubator HERACell 150 Kendro, Langenselbold, D
Mikroskop DM IL Leica, Wetzlar, D
Pipettierhilfe pippetus-akku Hirschmann, Eberstadt, D
Sicherheitswerkbank Safe2010 Heto-Holten, Allered, DK
Vakuumsaugpumpe KNF Neuberger, Freiburg, D
Wasserbad WB14 Memmert, Schwabach, D
Zentrifuge 32R Hettich, Tuttlingen, D

3.1.4. Gerate fiir die zellbiologischen und molekularbiologische

Methoden
Geriite Firma
Elektrophoresekammer 250 EX Whatman, Brentford, United
Kingdom (UK)
Elektrophorese-System Midi/Maxi Harnischmacher, Kassel, D
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Gel-Dokumentations-System ChemiDoc
Inkubationsschiittler Unitron

Nanodrop ND-1000 Spectrophotometer
real-time PCR-System Mx3000P
PCR-Cycler iCycler

Thermomixer comfort

Wallac1420 Multilabel Counter Victor

Zentrifuge 5415R

Bio-Rad, Hercules, USA

Infors HAT, Bottmingen, CH
PeqLab, Erlangen, D
Stratagene, La Jolla, USA
Bio-Rad, Hercules, USA
Eppendorf, Hamburg, D
PerkinElmer LAS  GmbH,
Rodgau-Jiigesheim, D
Eppendorf, Hamburg, D

3.1.5. Gerate fiir die proteinbiochemischen Methoden

Gerite

Fluoreszenzmikroskop DM IRE2

mit Software Openlab 3.1.7.
Film-Entwicklungsautomat Curix 60
Horizontalschiittler HS 260
Mini-Protean 3 System fiir Western blot
NaBblott-Kammer

Netzteil Power Pack 200
Rollenmischgerdt RMS5

Rotator Stuart SB3

Schiittelgerdt Vortex-Genie 2

Spektrophotometer SmartSpec 3000
Zentrifuge 5415R
Ultraschall-Homogensiator Bandelin

Sonoplus HD2070

Firma

Leica, Wetzlar, D

Improvision, Coventry, UK
Agfa, Kéln, D

IKA-Werke, Staufen, D
Bio-Rad, Hercules, USA
Bio-Rad, Hercules, USA
Bio-Rad, Hercules, USA

Karl Hecht, Sondheim, D
Barloworld Scientific, Stone,
UK

Scientific Industries, Bohema,
USA

Bio-Rad, Hercules, USA
Eppendorf, Hamburg, D

Bandelin, Berlin, D
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3.2. Materialien

3.2.1. Materialien fiir die in vivo-Versuche

Materialien

Nahtmaterial Ethilon, nicht resorbierbar, monofil, 4-0

Nahtmaterial Prolene, nicht resorbierbar, monofil, 4-0

Firma

Ethicon, Norderstedt, D
Ethicon, Norderstedt, D

3.2.2. Materialien fiir die zellbiologischen Methoden

Materialien
Lab-Tek ChamberSlides
Filtereinheit FP30/0.2 CA-S
Spritzen Omnifix (versch. Grof3en)

Kaniilen Sterican (versch. Groflen)

Cryotube Kryorohrchen

Firma

Nunc, Wiesbaden, D

Whatman, Dassel, D

Braun Melsungen, Melsungen,
D

Braun Melsungen, Melsungen,
D

Nunc, Roskilde, DK

3.2.3. Materialien fiir die molekularbiologischen Methoden

Materialien

96-well Multiply PCR-Platten
Klebefolie, optisch klar
PCR-Tubes und Caps
Lab-Tek ChamberSlides

Firma

Sarstedt, Niimbrecht, D
Sarstedt, Niimbrecht, D
Biozym, Hessisch Oldendorf, D
Nunc, Wiesbaden, D
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3.2.4. Materialien fiir die proteinbiochemische Methoden

Materialien

Hyperfilm ECL Chemilumineszenz-Film

Whatman Filterpapier
Hybond-P Blotting-Membran

3.3. Chemikalien

Firma

GE Healthcare, Miinchen, D
Whatman, Brentford, UK
GE Healthcare, Miinchen, D

Die verwendeten Chemikalien wurden ,,reinst* oder in analytischer Qualitdt bezogen.

Der Begriff ddH,O steht grundsétzlich fiir Aqua bidest. und wurde mittels einer
Reinstwasseranlage der Firma MILLIPORE (Milli Q) aufbereitet und Ultra-Pure Wasser

(steriles Aqua bidest.) wurde von der Firma Biochrom bezogen (Biochrom AG, Berlin, D).

Chemikalien

Acrylamid

Agarose

Albumin Fraktion V rein (BSA)
Albuminstandard
Ammoniumpersulfat
Ampicillin

Angiotensin II human

BCA Protein Assay Reagenz A
BCA Protein Assay Reagenz B
Bromphenolblau
Calciumchlorid (wasserfrei)
Complete mini
Dimethylsulfoxid
Dithiothreitol (DTT)

Firma

Serva, Heidelberg, D
Eurogentec, Koln, D
Sigma, Taufkirchen, D
Pierce, Bonn, D
Sigma, Taufkirchen, D
Roth, Karlsruhe, D
Sigma, Taufkirchen, D
Pierce, Bonn, D
Pierce, Bonn, D
abgefiillt

Merck, Darmstadt, D
Roche, Mannheim, D
Sigma, Taufkirchen, D
Sigma, Taufkirchen, D
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ECL Western Blotting Detection Reagenz
Ethanol 96 % und 100 %

Amersham, Freiburg, D
Merck, Darmstadt, D
Ethidiumbromide Roth, Karlsruhe, D
Ethylendiamintetraessigsduredinatrium-Dihydrat

(EDTA) Sigma, Taufkirchen, D
Ethylenglykol-bis-(2-aminomethyl)-Tetraessigséure

(EGTA) Sigma, Taufkirchen, D
Fetales Kilberserum Invitrogen, Karlsruhe, D
Gene Juice Transfektions-Reagenz Novagen, Darmstadt, D

L-Glutaminsaure (Natriumsalz) Sigma, Taufkirchen, D

L-Glutamin PAA, Marburg, D
Glycerin Roth, Karlsruhe, D
Glycin Roth, Karlsruhe, D

Guanidinehydrochlorid Sigma, Taufkirchen, D
2-(4-(2-Hydroxyethyl)1-piperazin)ethansulfons

(HEPES) Merck, Darmstadt, D
Qiagen, Hilden, D

Roth, Karlsruhe, D

HiPerFect Transfektions-Reagenz

Isopropyl-b,D-thiogalactoside (IPTG)

Isotone NaCl-Lsg.
Kaliumchlorid
Kaliumdihydrogenphosphat
Kaliumhydrogencarbonat
Kaliumhydroxid
Kanamycin

LB Medium ( SOB))

LB Medium Lennox
Magnesiumchlorid-6-hydrat
2-Mercaptoethanol
Milchpulver
Natriumazetat-Trihydrat
Natriumborhydrid

Natriumchlorid

Braun, Melsungen, D
Roth, Karlsruhe, D
Merck, Darmstadt, D
Merck, Darmstadt, D
Merck, Darmstadt, D
Sigma, Taufkirchen, D
Roth, Karlsruhe, D
Roth, Karlsruhe, D
Sigma, Taufkirchen, D
Sigma, Taufkirchen, D
Roth, Karlsruhe, D
Merck, Darmstadt, D
Merck, Darmstadt, D
Merck, Darmstadt, D
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Natriumcarbonat

Natriumdeoxcycholsdure
Natriumdihydrogenphosphat-Monohydrat
Natriumdodecylsulfat

Natriumfluorid

Natriumhydrogencarbonat
Natriumhydrogenphosphat-Dihydrat
Natriumhydroxid

Natriumorthovanadat

Natriumpyrophosphat

Nonidet P 40

Orange G

Paraformaldehyd

Penicillin / Streptomycin

Phosphat gepufferte Salz-Tabletten

Poly-L-Lysin

Ponceau S Lsg.

Restore Western Blot Stripping Lsg.

Roti-Blue (Coomassie-Fiarbelsg., gebrauchsfertig)
N,N,N,N-Tetramethylethylenediamin (TEMED)
Tris(hydroxymethyl)-aminomethan-Hydrochlorid (Tris-
HCI)

Tris(hydroxymethyl)-aminomethan (Trizma base)
Triton X-100

Trizol Reagenz

Trypanblau Lsg. 0,4 %

Trypsin/ EDTA

Tween 20 (Polyoxyethylene sorbitan monolaurat)
X-Gal

Xylol

Sigma, Taufkirchen, D
Serva, Heidelberg, D
Merck, Darmstadt, D
Serva, Heidelberg, D
Sigma, Taufkirchen, D
Merck, Darmstadt, D
Merck, Darmstadt, D
Merck, Darmstadt, D
Sigma, Taufkirchen, D
Sigma, Taufkirchen, D
Fluka, Taufkirchen, D
Merck, Darmstadt, D
Sigma, Taufkirchen, D
PAA, Marburg, D
Sigma, Taufkirchen, D
Biochrom, Berlin, D
Fluka, Taufkirchen, D
Pierce, Bonn, D

Roth, Karlsruhe, D
Sigma, Taufkirchen, D

Roth, Karlsruhe, D
Sigma, Taufkirchen, D
Sigma, Taufkirchen, D
Invitrogen, Karlsruhe, D
Sigma, Taufkirchen, D
Gibco, Karlsruhe, D
Sigma, Taufkirchen, D
Roth, Karlsruhe, D
Merck, Darmstadt, D
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3.4. Kits und Marker

Materialien

Cell Proliferation ELISA, BrdU (colorimetric)

BCA Protein Assay Reagent Kit
Caspase-Glo 3/7 Assay

CellTiter-Glo Luminescent

Cell Viability Assay

Dual-Luziferase Reporter Assay

ECL Western Blotting Detection Reagenz
NucleoSpin Plasmid Quick Pure
NucleoSpin RNA 11

Gene Ruler 100 bp DNA ladder

Gene Ruler 1 kb DNA ladder

PageRuler Prestained Protein ladder

3.5. Primer und Vekoren

3.5.1. Primer

Firma

Roche Diagnostics, Mannheim,
D

Perbio Science, Piece, Bonn, D
Promega, Mannheim, D
Promega, Mannheim, D
Promega, Mannheim, D
Promega, Mannheim, D

GE Healthcare, Miinchen, D
Macherey-Nagel, Diiren, D
Macherey-Nagel, Diiren, D
MBI Fermentas, St. Leon-Rot,
D

MBI Fermentas, St. Leon-Rot,
D

MBI Fermentas, St. Leon-Rot,
D

Alle PCR-Primer (Tabelle 2 und Tabelle 3) wurden mit dem Programm Primer3 unter

https://biotools.umassmed.edu entworfen, basierend auf Sequenzdaten des entsprechenden

Gens unter www.ensembl.org oder www.pubmed.gov. Dabei wurden die Primersequenzen

so gewidhlt, dass diese eine Exon-Exon-Grenze des Zielgens iiberspannen und dadurch

sichergestellt wurde, dass nur in ¢cDNA umgeschriecbene mRNA ein Amplifikat der

erwartetet Grof3e generiert. Alle Primer wurden von Eurofins MWG Operon, Ebersberg, D.

bezogen.
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Tabelle 2: Verzeichnis der verwendeten Primer zur Analyse humaner Transkripte.

Gen/Laborcode Sequenz ™™/ Grofle
Zyklen (bp)
18S rRNA f 5’-CCGCAGCTAGGAATAATGGAATA-3’ 60 108
I8S rRNA r 5’-TCTAGCGGCGCAATACGAAT-3’ 40
B3-Aktin f 5’-TCCCTGGAGAAGAGCTACGA-3’ 55 194
B-Aktin r 5’-AGCACTGTGTTGGCGTACAG-3’ 40
PLZF 5-TAGGGTGCACACAGGTGAGA-3’ 60 129
PLZF r 5’-GTGCAGATGGTGCACTGGTA-3’ 40
AT2R f 5-AACATTACCAGCGGTCTTCAC-3’ 60 107
AT2Rr 5-ACCATCAGATAAGCATTTAGATGCAATTCC-3" 40
ATIR f S"-CATATTTGTCATGATTCCTACTT-3" 55 465
ATIRr 5'-GCACAAACTGTAATATTGGTGT-3’ 40
(P)RR f 5-AAACAAGCGAAGAACCCAGC-3’ 60 123
(P)RR r 5’-GGTGATAATCACAGCCAAGGC-3’ 40
PI3K p85 f 5’-CGGATCTTGCAGAGCAGTTT-3’ 60 127
PI3K p85r 5’-AGGTTGCTGGAGCTCTGTGT-3’ 40
BID f 5’-CAGCAAAGTGGTTCCCTC -3’ 60 222
BID r 5’-CCTCATGTTGTGGTCACA -3’ 40
Zyklin A2 £ 5"-TTATTGCTGGAGCTGCCT -3’ 60 224
Zyklin A2 r 5’-CTCTGGTGGGTTGAGGA -3’ 40
f forward; r reverse; TM eingesetzte Annealingtemperatur
Tabelle 3: Verzeichnis der verwendeten Primer zur Analyse muriner (Rattus norvegicus) Transkripte.
Gen/Laborcode Sequenz ™/ Grofie
Zyklen (bp)
18S rRNA f 5"-CCGCAGCTAGGAATAATGGAATA-3’ 60 108
I8S rRNA r 5’-TCTAGCGGCGCAATACGAAT-3’ 40
B-Aktin f 5’-TGTCACCAACTGGGACGATA-3’ 59,5 393
B-Aktin r 5’-CTCTCAGCTGTGGTGGTGAA-3’ 40
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PLZF f 5"-CTAGCGTCTCAGGAGGGATG-3’ 55 120
PLZF r 5"-GCTGCTCACCACTCTCCTCT-3’ 40

AT2R f 5"-TCTGCTGGGATTGCCTTAAT-3" 62 401
AT2R r 5"-TGGAGCCAAGTAATGGGAAC-3’ 40

AT2R f 5"-AATCCCTGGCAAGCATCTTATGT-3’ 60 80
AT2R r 5'-CGGAAATAAAATGTTGGCAATG-3’ 40

ATlaR f 5"-ACCAGGTCAAGTGGATTTCG-3’ 55 405
ATlaR r 5"-TCAACCTCTACGCCAGTGTG-3’ 40

ATIbR f 5"-GGTTCCCCACCAAATATTCA-3’ 55 398
ATIbR r 5"-TTTGGGCTAAGCAGCTCACT-3" 40

(P)RR f 5-CTTGCTGTGGGCAACCTATT-3’ 60 122
(P)RR r 5-GGAACTGCATTCTCCAAAGG-3’ 40

PI3K p85 f 5"-ATGGTTGGGAACGAAAACA-3’ 60 128
PIBK p85r 5'-GCAATAGGTTCTCGGCTTTG-3’ 40
Interleukin-6 5"-ATATGTTCTCAGGGAGATCTTGGAA-3’ 60 81
Interleukin-6 r 5’-AGTGCATCATCGCTGTTCATACA-3’ 40

BID f 5'-CGACGAGGTGAAGACATCCT-3’ 60 121
BIDr 5"-AGACGTCACGGAGCAGAGAT-3’ 40

Zyklin D1 f 5'-TGCAAATGGAACTGCTTCTG-3" 60 125
Zyklin D1 r 5"-GCGGATGATCTGCTTGTTCT-3" 40

Zyklin A2 £ 5'-GTAAACAGCCTGCCTTCACC-3" 60 115
Zyklin A2 r 5"-GAGACAGCGGCACTAAAAGC-3’ 40

f forward; r reverse; TM eingesetzte Annealingtemperatur

3.5.2. Vektoren

Das genutzte Expressionsplasmid pCEP4 (Invitrogen Life Technologies, Karlsruhe, D) fiir
die stabile Transfektion von KELLY-Zellen, welches fiir ein PLZF-HA-Fusionsprotein
kodiert wurde freundlicherweise von Dr. Jennifer Schmitz iiberlassen; die Plasmide
pGL3basic (Promega, Mannheim, D), (P)RR Promotor/pGL3basic und mut(P)RR
Promotor/pGL3basic und der Renilla-Luziferase-Vektor (phRLnull) fiir die Luziferase

36



Kapitel 3 Material und Methoden

Reporter-Assays stammen von Sebastian Kirsch. Zur Identifikation wurden

Restriktionsverdaus durchgefiihrt bzw. das Insert sequenziert.

3.6. Enzyme und PCR-Reagenzien

Die fiir die Experimente verwendeten Restriktionsendonukleasen wurden von der Firma

MBI Fermentas (St. Leon-Rot, D) bezogen: EcoRI (10 U/uL)

Reagenz Firma
M-MLV RT RNase H Minus (200 U/ puL) Promega GmbH, Mannheim, D
Superscript-II-Reverse Transcriptase Invitrogen Life Technologies,
Karlsruhe, D
RNasin (40 U/ pL) Promega GmbH, Mannheim, D
Taq-Polymerase (5 U/ uL) PAN, Aidenbach, D
dNTP-Mix PAN, Aidenbach, D

3.7. Medien, allgemeine Puffer und Losungen

Die fiir die Zellkultur verwendeten Medien, das Ultra-Pure Water und 1x PBS wurden von

Gibco (Invitrogen Life Technologies, Karlsruhe, D) bezogen.
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3.8. Antikorper

Tabelle 4: Verwendete Primére Antikorper.

Antikorper

Firma Verdiinnung

Glyzerinaldehyd-3-
Phosphatdehydrogenase

Santa Cruz Biotechnology, 1: 500 (IB)

Heidelberg, D

Rabbit anti-PLZF (H-300) | Santa Cruz Biotechnology, 1:500 (IB)
Heidelberg, D

Rabbit anti-AT2R (H-143) | Santa Cruz Biotechnology, 1:1000 (IB)
Heidelberg, D

Rabbit anti-AT1R (C-18) Santa Cruz Biotechnology, 1:1000 (IB)
Heidelberg, D

Rabbit anti-PI3K p85 Cell Signalling, Frankfurt a. M., | 1:1000 (IB)
D

Goat anti-ATP6IP2 Abcam, Cambridge, UK 1:500 (IB)

(ab5959)

Mouse anti- Calbiochem, Schwalbach, D 1:100.000 (IB)

Rabbit anti -TFIID (TBP) Santa Cruz Biotechnology, 1:200 (IB)
(SI-1) Heidelberg, D
Mouse anti-Calpain small Calbiochem, Schwalbach, D 1:2000 (IB)

subunit (28F3)
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Tabelle 5: Verwendete Sekundiire Antikorper.

Antikorper Firma ‘ Verdiinnung ‘
Swine anti-rabbit-IgG Dako Diagnostica GmbH, 1:2000 (IB)
HRP Hamburg, D
Goat anti-mouse-IgG Dako Diagnostica GmbH, 1:2000 (IB)
HRP Hamburg, D
Rabbit anti-goat-IgG Dako Diagnostica GmbH, 1:1000 (IB)
HRP Hamburg, D

3.9. Zelllinien und Tierstamme

3.9.1. Zelllinien

Alle Zelllinien wurden von der Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und

Zellkulturen GmbH, Braunschweig erworben.

3.9.2. Tierstamme

Rattus norvegicus Harlan Winkelmann, Borchen,

D

39



Kapitel 3 Material und Methoden

3.10. Methoden

3.10.1. Methoden der in vivo-Versuche

Alle in vivo-Experimente wurden an ausgewachsenen ménnlichen Wistar Ratten mit

einem Korpergewicht von 250 - 350 g durchgefiihrt.

Die Tiere wurden in der tierexperimentellen Einrichtung des Center for Cardiovascular
Research (CCR) der Charité-Universititsmedizin Berlin gehalten. Eine Klimaanlage sowie
ein 12-Stunden-Hell-Dunkel-Rhythmus sorgten fiir standardisierte Umweltbedingungen. In
den Kifigen hatten die Tiere freien Zugang zu Wasser und Futter.

Alle Tierexperimente und die Haltung wurden in Ubereinstimmung mit den Richtlinien des
Tierschutzes fiir Labortiere unter Aufsicht eines am Ort befindlichen Tierarztes
durchgefiihrt. Die Tierversuche wurde vom Landesamt fiir Arbeitsschutz,

Gesundheitsschutz und technische Sicherheit Berlin genehmigt.

3.10.1.1. Induktion des Schlaganfalls mittels middle cerebral artery
occlusion (MCAOQO)

Die operativen Tatigkeiten wurden von Kristin Lucht und Christina Wengenmayer
ausgefiihrt. Nach Narkotisieren der Tiere mit Isofluran und dem Lagern auf Heizmatten
wurde die rechte Arteria carotis communis inklusive der beiden Hauptéste freigelegt. Nach
Ligation der Arteria carotis externa erfolgt eine stumpfe Pridparation der Arteria carotis
interna bis zur Bifurcatio carotidis sowie eine Eroffnung der Arteria carotis communis
mittels einer Mikroschere. In die erdffnete Arteria carotis communis wurde ein silikon-
beschichteter monofiler Faden der Grof3e 4,0 ca. 1,8 mm nach kranial in die Arteria carotis
interna geschoben und dort mittels einer lockeren Ligatur kurz oberhalb der Bifurcatio
carotidis fixiert. Durch diesen in die Arteria carotis interna gelegten Faden ist ein
Verschluss der Arteria cerebri media gewihrleistet. Die Blutversorgung im Bereich der
Versorgungsgebiete der Arteria carotis externa bleibt trotz der bestehenden Ligation durch
Kollateralen gewahrleistet, so dass der Verschluss iiber den gesamten Zeitraum der MCAO

bestehen bleiben kann.
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Nach 90 Minuten wurden der Faden in der Arteria carotis interna sowie die Ligaturen an
der Arteria carotis communis und Arteria carotis externa wieder entfernt, so dass die
Reperfusion der betreffenden Areale erfolgen konnte.

Bei den sham-(schein-)operierten Tieren erfolgte lediglich eine Préparation der Gefdle,
wobei auf das Platzieren des Fadens in der Arteria carotis interna verzichtet wurde.

Bei den sham-sham-operierten Tieren erfolgte lediglich die Isofluran-Narkose und
Freilegung der rechten Arteria carotis communis inklusive der beiden Hauptéste ohne
Priparation der Gefdfle und ohne das Platzieren des Fadens in der Arteria carotis interna.
Zur postoperativen Schmerzprophylaxe applizierte man den Tieren nach dem Eingriff

Buprenorphin (0,2 mg/kg KG s.c.).

3.10.1.2. Kontrolle der middle cerebral artery occlusion (MCAOQO)

Zur Darstellung des intrazerebralen Schadens nach einer MCAO wurde mit Hilfe von
Susanne Miiller aus der Arbeitsgruppe Prof. Villringer, ein sich am
Neurowissenschaftlichen Forschungszentrum am Campus Charité Mitte befindlicher
7-Tesla-(7-T-)Kleintier-Magnetresonanztomograph verwendet.

Unter Verwendung einer T2-gewichteten, 2D Turbo-Spin-Echo Sequenz mit
Fettunterdriickung wurden 35 axiale Schnitte mit einer jeweiligen Schnittdicke von 0,5 mm
aufgenommen. Das Volumen der hyperintens erscheinenden, ddematdsen Regionen wurde

mittels der in der Auswerteeinheit integrierten Software (Analyze 5.0) kalkuliert.

3.10.1.3. Priparation des Gehirns fiir die molekularbiologischen,

proteinbiochemischen und histologischen Untersuchungen

Im Anschluss an die MRT-Untersuchungen wurden die Tiere unter Isofluran-Narkose
dekapitiert und die Gehirne freipripariert. Mit Hilfe einer standardisierten Matrix (rat
brain slicer matrix) der Firma Zivic Instruments (Pittsburgh, PA, USA) wurden aus dem
Gehirn (Abbildung 11) drei Scheiben pripariert. Die 1. Scheibe wurde fiir die Histologie in
Cryomol-Schalen mit Tissue-Tek-Einfriermedium auf Trockeneis eingefroren, die 2. und

3. Scheibe wurden fiir die molekularbiologischen und proteinbiochemischen
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Untersuchungen jeweils ohne Einfriermedium in Cryomol-Schalen auf Trockeneis

eingefroren.

Abbildung 11: Darstellung der Priiparation des Gehirnes in Scheiben mit Hilfe der standardisierten Matrix.

3.10.2. Zellbiologische Methoden

3.10.2.1. Kultivierung von Zellen

Alle Arbeiten mit Zellen erfolgten unter keimarmen Bedingungen in einer entsprechend
ausgestatteten Sicherheitswerkbank.

Die Neuroblastoma-Zellen (KELLY-Zellen) sind adhédrent wachsende Zellen. Das fiir die
Kultivierung  verwendete Medium  bestand aus RPMI 1640-Standardmedium,
supplementiert mit 10 % FBS, 100 U/ml Penicillin und 100 pg/ml Streptomycin. Die
Kultivierung erfolgte in Inkubatoren bei 37 °C und 5 % CO,-Gehalt.

Bei einer Konfluenz von 90 % wurden die Zellen passagiert.

Die fiir die Expressionsanalyse (siehe 4.1.) verwendeten Neuroblastoma-Zellen (SK-N-SH,
SK-N-AS und SH-Sy5y) und Glioblastoma-Zelllinien (U87-MG und U373-MG) sind
adhdrent wachsende Zellen und wurden laut Angaben der Deutsche Sammlung von

Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH (DSMZ) kultiviert.
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In regelmifligen Abstinden wurden die Zellen auf Mycoplasmenkontaminationen
untersucht.

Die priméren neuronalen Zellen wurden aus der Arbeitsgruppe von Herrn Prof. U. Dirnagl
iberlassen und nach deren Angaben kultiviert und die priméren Gliazellen wurden von

C. Neumann kultiviert und die tief gefrorenen Zellpellets zur Verfiigung gestellt.

3.10.2.2. Kryokonservierung und Rekultivierung von Zellen

Eine Lagerung von Zellen ist iiber mehrere Monate bei -80 °C moglich. Fiir die
langfristige Lagerung konnen die Zellen in fliissigem Stickstoff kryokonserviert werden.

Die Kryokonservierung erfolgte in 10 % DMSO-haltigem FBS.

3.10.2.3. Transfektion

Als Transfektion wird in der Zellbiologie das Einbringen von Fremd-DNA in
eukaryotische Zellen bezeichnet. Bei der Transfektion unterscheidet man zwischen dem
nur zeitweiligen Einbringen des Plasmids in die Wirtszelle (transiente Transfektion) und

dem dauerhaften Einbau in das Genom (stabile Transfektion).

3.10.2.3.1. Transiente Transfektion

3.10.2.3.1.1. Luziferase-Reporter Assay

Zur transienten Transfektion der KELLY-Zellen wurde Gene Juice Transfektions-Reagenz
benutzt. In Vorversuchen wurde dieses Verfahren als effizient und schonend fiir KELLY-
Zellen bestdtigt. Die Anwendung erfolgte gemidl den Angaben des Herstellers. Die
Auswertung erfolgt durch Bildung des folgenden Quotienten:

[(Firefly Luziferase konstruki / Renilla Luziferase pri-nui)]
RLA=

[(Firefly Luziferase pGi3basic/ Renilla Luziferase pri-nui)]
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3.10.2.3.2.  Stabile Transfektion

Zur stabilen Transfektion der KELLY-Zellen wurde Gene Juice Transfektions-Reagenz
benutzt. Die eigentliche Transfektion erfolgte gemall den Angaben des Herstellers.

Zur Selektion transfizierter Zellen wurden die Zellen im weiteren Verlauf in
Kulturmedium mit 250 pg/ml Hygromycin B kultiviert.

Die verwendete Hygromycin-Konzentration wurde in Vorversuchen ermittelt.

3.10.2.4. Glutamat-Toxizitatstest

Fir die Glutamat-Toxizitdtsversuche wurden die Zellen in 96-well-Zellkulturplatten fiir
Proliferations-, Apoptose- und Lebendzellzahlbestimmung und in 6-well-Zellkulturplatten
fir RNA- und Proteinisolation mit einer Zellzahl von 5 x 10* Zellen/cm® am Tag der
Aussaat fiir 48 Stunden kultiviert.

Die Stimulation mit verschiedenen Glutamat-Konzentrationen (1 - 100 mM Glutamat in
serumfreien Medium gelost und verdiinnt, unmittelbar vor Glutamatstimulation) erfolgte
nach 24-stiindiger Vorinkubation der Zellen in serumfreiem Kulturmedium.

Die Proliferations-, Apoptose- und Lebendzellzahlbestimmung erfolgte nach 24 Stunden,

die RNA- und Proteinisolation 24 und 48 Stunden nach Glutamat-Stimulation.

3.10.2.5. Bestimmung der Proliferation, Apoptose und Lebendzellzahl

Fir die Bestimmung der Apoptose (Caspase-Glo 3/7  Assay) und
Lebendzellzahlbestimmung (CellTiter-Glo Luminescent Cell Viability Assay) wurden die
lumineszenz-basierten Tests der Firma Promega nach Herstellerangaben verwendet.

Fir die Bestimmung der Proliferation wurde das Cell Proliferation ELISA, BrdU
(colorimetric) der Firma Roche Diagnostics verwendet und laut Herstellerangaben
durchgefiihrt.

Die Lumineszenz wurde mit Hilfe des Wallac 1420 Multilabel Counter Victor, der Firma

PerkinElmer gemessen.
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3.10.2.6. Zellernte

Fiir die RNA- und Proteinisolation wurden die Zellen mittels Trypsin geerntet, das
Zellpellet einmal mit 1x PBS ohne Ca”’/Mg”" gewaschen, in fliissigem Stickstoff
schockgefroren und am Ende bei -80 °C gelagert.

3.10.3. Molekularbiologische Methoden

3.10.3.1. Isolation von RNA aus Zellen

Die Isolation der Gesamt-RNA aus kultivierten Zellen erfolgte mit Hilfe des Nucleo-Spin
RNA II Kits gemél den Angaben des Herstellers.

3.10.3.2. Isolation von RNA aus Geweben

Gesamt-RNA aus Geweben wurde mit Hilfe von TRIZOL (einphasige Losung aus Phenol
und Guanidiniumisothiocyanat) nach dem Prinzip der Phenol-Chloroform-Extraktion
isoliert.

Das Gewebe aus den Rattenhirnen, welche tiefgefroren und in fliissigem Stickstoff
zermorsert wurden, wurden mit 1 ml TRIZOL in einem Eppendorfgefal mit einem Pistill

homogenisiert und nach Angaben des Herstellers weiterverarbeitet.

3.10.3.3. Konzentrationsbestimmung und Kontrolle der RNA-Qualitit

Die Konzentrationsbestimmung der isolierten RNA erfolgte mit Hilfe des Nanodrop-
Spektralphotometers.

Zur Sicherstellung der Qualitit der isolierten RNA wurde die Extinktion bei 260 nm und
280 nm bestimmt, das Verhéltnis der Extinktionen berechnet und nur Proben mit einem
Zahlenwert zwischen 1,8 und 2,2 verwendet. Ein kleineres oder groBBeres Verhiltnis weist
auf Verunreinigungen mit Proteinen oder Salzriickstinden hin, die die reverse

Transkription in cDNA und die real-time PCR storen.
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3.10.3.4. DNase-Verdau und Reverse Transkriptase-PCR

Um eventuelle Kontamination mit genomischer DNA, welche zu falsch positiven
Ergebnissen in der nachfolgenden PCR fiihren konnen, auszuschlieBen, wurde vor der
cDNA-Synthese zunédchst ein DNase-Verdau nach Angaben des Herstellers durchgefiihrt.
Fir die DNase-Behandlung einer Probe wurden im Allgemeinen 1 pg Gesamt-RNA
verwendet.

Eine entsprechende Negativkontrolle (im folgenden RT(-) genannt), in deren Ansatz die
reverse Transkriptase durch ein gleiches Volumen an Wasser ersetzt wurde, ist bei allen
RT-Reaktionen mitgefiihrt worden und wurde ebenfalls den nachfolgenden PCR-

Untersuchungen unterzogen.

3.10.3.5. Qualitative PCR (semiquantitative PCR)

Fiir die qualitative PCR wurden in speziellen PCR-Gefd3en die angefiihrten Bestandteile
vorsichtig gemischt und anschlieBend in einem PCR-Cycler dem unten aufgefiihrten
Reaktionszyklus unterzogen. Im Anschluss daran erfolgte eine elektrophoretische
Auftrennung der Reaktionsansitze mittels Agarose-Gelelektrophorese.

Die PCR-Ansdtze wurden wie folgt angesetzt und mit Ultra-Pure Wasser auf 25 pl

aufgefiillt:
10x Reaktionspuffer 2,5 ul
MgCl, (50 mM) 1 ul
dNTPs (10 mM) 0,5 ul
Sense Primer (10 uM) 0,5 ul

Antisense Primer (10 uM) 0,5 ul
Tag-Polymerase (5 U/ul) 0,125 pl
cDNA (40 ng) 1 ul
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Die 3-Schritt-PCR wurde nach folgendem Temperaturprofil durchgefiihrt:

Ix Smin 95 °C Denaturierung
40x 30 sek 94 °C Denaturierung
30 sek X °C Primer-Annealing
30 sek 72 °C Primer-Extension
I x 10 min 72 °C finale Extension

Die Annealingtemperatur fiir die einzelnen Primer sind in Tabelle 2 und Tabelle 3

zusammenfassend dargestellt.

3.10.3.6. Agarose Gelelektrophorese

Fiir die Untersuchung der PCR-Ansidtze wurde ein 1,5 % Agarose-Gel in 1x TAE-Puffer
angesetzt und mit 0,2 pg/ml Ethidiumbromid versetzt.

Nach dem Erkalten des Gels wurden die Proben dem PCR-Cycler entnommen, pro Ansatz
mit 10fach Orange G-Probenpuffer versetzt und mit einem Volumen von 10 -15 pl/Tasche
in die entsprechenden Taschen pipettiert. Zur Bestimmung der Fragmentgroe wurde ein
Molekulargewichtsmarker mit aufgetragen. AnschlieBend erfolgte die Elektrophorese in
1x TAE-Puffer bei 80 - 100 V fiir 45 - 60 min. Nach Ablauf der Elektrophorese wurde das
Gel unter UV-Licht betrachtet und fotografiert.

10x Orange G-Probenpuffer

Orange G 100 mg
Glycerin 15 ml
Auf 50 ml mit ddH20 auffiillen

50x Tris-Acetat-EDTA-(TAE)-Puffer

Tris-HC1 242 g/1
Eisessig 57,1 ml/1
0,5M EDTA 100 ml/1
pH 8,0
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3.10.3.7. Quantitative real-time PCR

Die quantitative real-time PCR ist eine Vervielfiltigungsmethode fiir Nukleinsduren, die
auf dem Prinzip der herkdmmlichen Polymerase-Kettenreaktion (PCR) beruht, und
zusétzlich die Quantifizierung der gewonnenen DNA ermdglicht.

Die Quantifizierung wird mit Hilfe von Fluoreszenz-Messungen durchgefiihrt, die wiahrend
eines PCR-Zyklus erfasst werden. Die Fluoreszenz nimmt proportional mit der Menge der
PCR-Produkte zu. Am Ende eines Laufs wird anhand von erhaltenen Fluoreszenzsignalen
die Quantifizierung in der exponentiellen Phase der PCR vorgenommen.

Im einfachsten Falle erfolgt die Detektion mit SYBR Green I, einem Fluoreszenzfarbstoff,
der nach Einlagerung in doppelstringige DNA fluoresziert. Die Quantifizierung basiert auf
der Software-gestiitzten Berechnung eines Fluoreszenzschwellenwertes. Der Zyklus, in
dem eine zu untersuchende Probe diesen berechneten Fluoreszenzschwellenwert
signifikant tiberschreitet, wird als Schwellenwertzyklus (,threshold cycle“=CT) der
jeweiligen Probe zugewiesen. Der Schwellenwert wird umso eher erreicht, je mehr
Zielsequenzen sich in der zu untersuchenden Probe befinden.

Der Farbstoff SYBR Green I ermdglicht keine Unterscheidung zwischen Produkt und
eventuell auftretenden Nebenprodukten, wie Primerdimeren und unspezifischen
Amplifikationsprodukten. Bei der Nutzung dieser real-time PCR-Nachweismethode wird
deshalb im  Anschluss eine  Schmelzkurvenanalyse = und/oder  Agarose-
Kontrollgelelektrophorese durchgefiihrt.

Die beiden Einzelstringe der farbstoffassoziierten DNA werden bei ansteigender
Temperatur in Abhéngigkeit zum Schmelzwert Tm des Doppelstranges mehr oder weniger
stark voneinander getrennt. Dadurch wird der Farbstoff wieder freigesetzt, was zu einer
Abnahme der Fluoreszenz fiihrt. Die Abnahme erreicht ihr Maximum, wenn beide Stringe
vollstdndig voneinander getrennt werden. Bei der Schmelzkurvenanalyse trigt man die
erste Ableitung der Fluoreszenzabnahme (ARn) iiber der Temperatur auf. Spezifische
Amplifikate fithren zu einem Maximum fiir das Hauptprodukt, wohingegen weitere
Maxima fiir unspezifische Nebenprodukte sprechen.

Die Reaktion wurde in speziellen 96-well real-time Platten durchgefiihrt. Dabei wurde fiir
jeden Reaktionsansatz der Mastermix vorgelegt und die cDNA nachfolgend zugegeben.
Nachfolgende Tabelle stellt die Zusammensetzung des 2x SYBR Green 1 real-time PCR

Mastermixes dar.
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Tabelle 6: Zusammensetzung des 2x SYBR Green I real-time PCR Mastermix.

sStammkomponenten Zusammensetzung der Eingesetztes Volumen
»Stammkomponenten* [ud]

H,O 10,225
100 mM Tris HCI

10x PCR-Puffer 15 mM MgCl, 2,5
500 mM KCl (pH 8,3)

MgCl, 50 mM 2,5

dNTPs 10 mM pro Nukleotid 0,5
20 % DMSO in H,0 mit

SYBR Green 10x SYBR (1:1000 Verdiinnung der 2,5
Losung)

NP40/Tween 20 0,3 % NP40 (v/v)
0,5 % Tween 20 (v/v) 0,25

ROX 200 pg/ml 0,25

Der 2x SYBR Green 1 real-time PCR-Mastermix wurde in 10-ml Falconréhrchen im

Kiihlschrank bei 4 °C aufbewahrt.

Die PCR-Ansdtze wurden wie folgt angesetzt und mit Ultra-Pure Wasser auf 20 pl

aufgefiillt:

2x SYBR Green I real-time

PCR Mastermix 15 ul
Sense Primer (10 uM) 0,6 ul
Antisense Primer (10 uM) 0,6 pl
Tag-Polymerase (5 U/ul) 0,075 pl
cDNA (4 ng/ul) 10 pl
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Die 3-Schritt-PCR wurde nach folgendem Temperaturprofil durchgefiihrt:

Ix Smin 95 °C Denaturierung
40x 15sek 95 °C Denaturierung

25 sek 60 °C Primer-Annealing

30 sek 72 °C Primer-Extension
Ix 15sek 95°C

30 sek 60 °C

30 sek 95°C

Fiir gering exprimierte Gene wurde der Power SYBR Green I PCR Master Mix der Firma

Applied Biosystems nach den Angaben des Herstellers verwendet.

Die geldufigsten Methoden zur Analyse von real-time PCR-Daten sind die absolute und
die relative Quantifizierung. Die absolute Quantifizierung erfolgt durch den Vergleich des
der Probe zugewiesenen Schwellenwertzyklus (CT) mit den ermittelten
Schwellenwertzyklen der im gleichen Lauf parallel amplifizierten DNA-Standards (des
gleichen Gens) bekannter Kopienzahl und mittels einer daraus abgeleiteten
Korrelationsgeraden.

Bei der relativen Quantifizierung wird das PCR-Signal mit einer Referenz, wie z.B. einer
unbehandelte Kontrolle oder unstimulierte Probe, verglichen.

Bisher gebrduchlich und in dieser Arbeit verwendet wurde die Benutzung der 2-AACT-
Methode, um die relativen Verdanderungen der Genexpression aus real-time PCR-Daten zu

bestimmen.

3.10.3.8. Klonierung

Eine Klonierung ist die Einfiihrung eines DNA-Fragmentes in einen Vektor, der die
massenhafte Vermehrung dieser DNA ermdoglicht.
Es gibt verschiedene Klonierungsvektoren, in die man DNA ligieren kann. Das einfachste

System stellt das pGEM-T Easy System dar.
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Bei der Transkription einer jeden eukaryontischen mRNA wird am 3'-Ende durch eine
Vielzahl von RNA-Polymerasen II (Ausnahme z.B. ist die Pfu-Polymerase) ein
Adeninnukleotid templateunabhingig angefiigt. Daher kann man ein solches PCR Produkt
zur Ligation recht einfach in einen Vektor einfiigen, der einen komplementiren

T-Uberhang besitzt. Der hier benutzte pPGEM-T Easy-Vektor hat einen solchen Uberhang.

3.10.3.8.1.  Ligation

Die Ligation des PCR-Produktes mit dem Vektor erfolgte unter Verwendung von

T4- Ligase in einem Gesamtvolumen von 20 pl bei 16 °C iiber Nacht.

3.10.3.8.2.  Herstellung kompetenter E. coli

Fiir die Transformation und Klonierung werden kompetente Bakterien des Stammes E. coli
(XL1-blue) bendtigt. Eine frische E. coli- (XL1-blue) Kolonie wurde in 10 ml LB-Medium
ohne Antibiotika inokuliert und iiber Nacht bei 37 °C geschiittelt. Von der Ubernachtkultur
wurden 1 ml in 100 ml LB-Medium ohne Antibiotika in einen 500 ml-Kolben iiberfiihrt
und bis zu einer optischen Dichte (OD600) von 0,4-0,6 bei 37 °C und 200 U/min
inkubiert. AnschlieBend wurde die Bakterienkultur fiir 10 min bei 2500 x g und
Raumtemperatur zentrifugiert und das Pellet in 7,5 ml TSB-Medium resuspendiert und fiir
60 min auf Eis inkubiert. Zum Schluss wurden die Zellen in 100 pl-Einheiten aliquotieren,

in fliissigem Stickstoff tiefgefrieren und bei -80 °C lagern.

TSB-Medium
5% DMSO v/v
10 mM MgSO4
10 mM MgCl,
10 % PEG 6000
in LB-Medium
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3.10.3.8.3. Transformation

Fiir jeden Transformationsansatz wurden 100 ul kompetente Zellen auf Eis aufgetaut und
das SOC-Medium bei 37 °C warmgestellt. 1 - 5 pl Ligationsansatz wurden mit Ultra-Pure
Wasser auf 80 pl aufgefiillt und 20 pl 5x KCM-Puffer zugegeben und mit der Pipette
vermischt. Danach 100 pl kompetente Zellen/Ansatz dazugeben und nochmals vorsichtig
gemischt. Der Ansatz wurde 20 - 30 min auf Eis, dann zum Hitzeschock fiir 2 min bei
42 °C inkubiert und fiir weitere 2 min auf Eis gestellt.

AnschlieBend den Ansatz in 1 ml warmen SOC-Medium aufnehmen und fiir 60 min bei
200 U/min und 37 °C schiitteln.

Innerhalb der 60 min auf die zum Ausplattieren bendtigten LB-Amp-Agarplatten 20 pl
100 mM IPTG und 30 pl 100 mM X-Gal ausstreichen und zum Trocknen unter die
Sterilbank stellen.

An Ende der 60-miniitigen Inkubation der Zellen wurden 200 pl Zellsuspension auf einer
LB-Amp-Agarplatte ausplattiert, die restlichen 1 ml fiir 3min bei 2500 U/min
zentrifugiert, der Uberstand dekantiert und das Pellet in 50 pl Medium resuspendiert und
ebenfalls auf eine LB-Amp-Agarplatte ausplattiert. Beide Platten wurden iiber Nacht bei
37 °C inkubiert.

Am néchsten Tag wurde je eine weille Kolonie in 5 mL LB-Amp-Medium geimpft und
tiber Nacht bei 200 U/min und 37 °C im Schiittelinkubator inkubiert.

Aus der Ubernacht-Kultur wurde mit Hilfe des NucleoSpin Plasmid Quick Pure-Kits nach

Angaben des Herstellers das Plasmid prépariert.

Der Erfolg der Subklonierung wurde mittels eines Kontroll-Restriktionsverdaues mit

EcoRI-Restriktionsenzym laut Herstellerangaben kontrolliert.

SOC-Medium
IM Glukose (steril filtirert) 0,2 ml
SOB-Medium 9,8 ml

SOB-Medium
SOB-Fertigmedium steril
autoklaviert 30,7 g/l
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5x KCM
KCl 500 mM
CaCl, 150 mM
MgCl, 250 mM
LB-Amp-Platten
LB-Agar 35 ¢/l
400 pM Ampicilin 1 %0 *
LB-Amp-Medium
LB-Medium 20 g/l
400 pM Ampicilin 1 %0 *

* direkt vor Gebrauch zugeben

100 mM Isopropyl-b,D-thiogalactoside (IPTG)
23,8 g/l in ddH20

100 mM X-Gal

40 g/l in DMSO

3.10.4. Proteinbiochemische Methoden

3.10.4.1. Isolation von Proteinen aus Zellen und Gewebe

Fir die Gesamt-Proteinisolation aus Gewebe und Zellen wurde fiir die Zelllyse ein
modifizierter radio-immuno-precipitation assay (RIPA)-Puffer verwendet.

Das Gewebe (Rattenhirn, tiefgefroren und in fliissigem Stickstoff zermdrsert) oder
Zellpellet (3.2.1.) wurde in einer geeigneten Menge RIPA-Lyse-Puffer in einem
Eppendorfgefd3 mit einem Pistill homogenisiert, die Proben 60 min auf Eis inkubiert und
alle 10 min gevortext. AnschlieBend wurden die Proben fiir 10 sek a 5 Zyklen bei 35 %
Power sonifiziert und fiir 30 - 60 min bei 13.200 U/min und 4 °C zentrifugiert, um die

Proteine von den iibrigen Zellbestandteilen zu trennen.
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Der Uberstand wurde in ein neues vorgekiihltes Eppendorfgefifl iiberfiihrt und entweder

sofort weiter bearbeitet oder bei -20 °C gelagert.

1x RIPA-Lyse-Puffer

Tris-HCI pH 8,0 10 mM
NaCl 140 mM
Triton X-100 1 %
Natriumdeoxycholat 0,1 %
SDS 0,1 %
EDTA pH 7,4 1 mM
EGTA pH 8,0 0,5 mM
Direkt vor Gebrauch:
NaF I mM
Naz VO, 1 mM

1 Tbl Protease-Inhibitor-Mix fiir 10 ml 1x RIPA-Lyse-Puffer

3.10.4.2. Fraktionierte Proteinisolation aus Zellen und Gewebe

Die Methode der fraktionierten Proteinisolation wurde zur Auftrennung von
zytoplasmatischen und nukleédren Proteinen verwendet.

Fir die Gewebeaufarbeitung wurde dieses zunichst in 1x PBS ohne Ca*’/Mg”" mit
Protease-Inhibitoren im Ultraturrax auf Eis bis keine grofleren Stiicke mehr vorhanden
waren homogenisiert. Danach erfolgte eine Zentrifugation fiir 10 min bei 850 x g und 4 °C.
Der nur extrazellulire Proteine enthaltene Uberstand wurde in ein neues vorgekiihltes
Eppendorfgefdl} iiberfiihrt und bei -20 °C gelagert.

Fir die fraktionierte Proteinisolation aus Zellen wurden diese in 175 cm?
Zellkulturflaschen kultiviert. Zum Anfang wurden die Zellen mit 25 ml kaltem 1x PBS
ohne Ca®"/Mg”" gewaschen und in 10 ml kaltem 1x PBS abgekratzt. Danach wurden die
Zellen fiir 10 min bei 800 x g und 4 °C pelletiert und der Uberstand vollstindig entfernt.
Nach dem nachfolgend aufgefiihrten Protokoll wurden sowohl Gewebeproben als auch

Zellen aufgearbeitet.
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Die Probe wurden in 1,5 ml kaltem Puffer P1 resuspendiert und fiir 15 min auf Eis
inkubiert. AnschlieBend wurde 56 pl 10 % NP-40 zu jeder Probe zugegeben, 10 sek
gevortext und fiir 10 min bei 5.000 x g und 4 °C zentrifugiert. Der Uberstand, der die
zytosolischen Proteine enthdlt, wurde vorsichtig abgenommen und bis zur
Proteinbestimmung bei -20 °C gelagert. Das Pellet wurde nochmals mit 1 ml Puffer P1
gewaschen und der Uberstand vollstindig verworfen. Danach wurden die Proben mit
250 pl Puffer P2 iiberschichtet und fiir 90 min im Uberkopfschiittler bei 4 °C inkubiert.

Im Anschluss an die 90-miniitige Inkubation wurden die Proben fiir 10 min bei 13.000 x g
und 4 °C zentrifugiert, der Uberstand vollstindig in ein neues Eppendorfgefif iiberfiihrt
und dieses erneut fiir 30 min bei 13.000 x g und 4 °C zentrifugiert. Danach wurde der
Uberstand, der die nuklediren Proteine enthiilt, vorsichtig abgenommen, in ein vorgekiihltes

Eppendorfgefal pipettiert und bis zur Proteinbestimmung bei -20 °C gelagert.

Puffer P1 (hypotonischer Puffer)

HEPES-KOH 10 mM
KCl 10 mM
EGTA 0,1 mM
DTT 1 mM
pH 7,9

1 Tbl Protease-Inhibitor-Mix auf 10 ml Puffer

Puffer P2 (hypertonischer Puffer)

HEPES-KOH 20 mM
Glycerin 10 %
NaCl 400 mM
EGTA I mM
DTT 1 mM
pH 7,9

1 Tbl Protease-Inhibitor-Mix auf 10 ml Puffer
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3.10.4.3. Proteinbestimmung

Zur Bestimmung des Proteingehaltes wurden zwei verschiedene Methoden benutzt, da die
unterschiedlichen Detergenzien, die wéhrend der Aufarbeitung der Zellen verwendet
wurden, storende Einfliisse auf die Methoden zeigten. Die mit der RIPA-Lyse-Puffer
Methode (3.10.3.1) isolierten Proteine wurden mit Hilfe des BCA-Assays quantifiziert. Die
Proteinfraktionen aus der fraktionierten Proteinisolation (3.10.3.2) wurden mit Hilfe des

Lowry-Assays vermessen.

3.10.4.3.1. BCA-Assay

Der Gesamtproteingehalt wurde mittels BCA Protein Assay Reagenz Kit nach den
Angaben des Herstellers quantifiziert. Alle Proben wurden doppelt vermessen und der
Mittelwert als Gesamtproteinkonzentration der Untersuchung zugrunde gelegt.

Zur Berechnung der Proteinkonzentrationen in den Proben wurde eine Standardeichreihe
herangezogen. Vom Proteinstandard BSA wurden 7 Verdiinnungen im Bereich von
0,125 - 2,0 mg/ml hergestellt. Der Proteingehalt wurde nach Zugabe der entsprechenden

Reagenzien im Photometer bei 570 nm gemessen.

3.10.4.3.2. Lowry-Assay

Der DC Protein Assay nach der Methode von Lowry wurde nach Angaben des Herstellers
durchgefiihrt. Alle Proben wurden doppelt bestimmt und der Mittelwert als
Gesamtproteinkonzentration der Untersuchung zugrunde gelegt.

Die Proteinkonzentrationen der Proben wurden mit Hilfe einer BSA-Proteinstandardreihe
bestimmt.

Vom Proteinstandard BSA wurden fiir jeden Extraktionspuffer (P1 und P2) sieben
Verdiinnungen im Bereich von 0,125 - 2,0 mg/ml hergestellt. Der Proteingehalt wurde

nach Zugabe der entsprechenden Reagenzien im Photometer bei 750 nm gemessen.
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3.10.4.4. SDS-Gelelektrophorese

Die SDS-Gelelektrophorese ist eine Methode, die zur Auftrennung von Proteingemischen
verwendet wird. Hierbei werden durch Denaturierung mit DTT oder B-Mercaptoethanol
die Sekundir- und Tertidrstrukturen der Proteine zerstort und durch Zusatz von SDS die
Figenladung der Proteine iiberdeckt, so dass diese eine konstante negative
Ladungsverteilung aufweisen.

Fiir die SDS-Gelelektrophorese wurden die Proben auf eine Konzentration von 1 pg/ul mit
I1x RIPA-Puffer eingestellt, mit 6x SDS-Probenpuffer (Laemmli-Puffer) gemischt, bei
95 °C fiir 5 min aufgekocht, anschlieend kurz anzentrifugiert und bis zum Gellauf auf Eis
gelagert.

Fiir die elektrophoretische Auftrennung wurden 15 - 30 pg Protein pro Bahn und Probe auf
ein 10 % SDS-Polyacrylamid-Minigel aufgetragen. Die Trennung erfolgte entweder fiir
90 min bei 120 V oder fiir 60 min bei 150 V bis die blaue Lauffront das Gelende erreichte.

Tabelle 7: Zusammensetzung des Trenn- und Sammelgels.

Trenngel 10 % Sammelgel 4 %

1,5 M Trenngel-Puffer 5 ml -

0,5 M Sammelgel-Puffer - 2,5ml
30 % Acrylamid-Losung 6,6 ml 1,3 ml
10 % SDS 200 pl 100 pl
10 % APS 100 pl 100 pl
TEMED 10 pl 12 pl
ddH,O & ml 6,1 ml

6x SDS-Probenpuffer (Laemmli-Puffer)

1 M Tris-Base pH 6,8 7 ml

SDS lg

Glycerin 3ml

Dithioreithol 0,93 g

Bromphenolblau 60 ul (2 % (w/v) in Ethanol)
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1.5 M Trenngel-Puffer pH 8.8
18,15 g Tris-Base auf 100 ml ddH20
pH auf 8,8 mit HCI einstellen

0.5 M Sammelgel-Puffer pH 6.8
6,05 g Tris-Base auf 100 ml ddH20
pH auf 6,8 mit HCI einstellen

10 % SDS
10 g auf 100 ml ddH20

10 % APS
10 g auf 100 ml ddH20

1x Elektrophoresepuffer

Tris-Base 25,9 mM
Glycin 192 mM
SDS 0,1%

3.10.4.5. Blotting und Visualisieren der Banden

Beim Western blot wird ein senkrecht zum Polyacrylamid-Gel gerichtetes elektrisches Feld
angelegt. Somit wandern die Proteine aus dem Gel auf eine Membran (Nitrocellulose,
Nylon oder PVDF (Polyvinyldifluorid)). An der Membranoberfliche bleiben sie aufgrund
hydrophober Wechselwirkungen haften. Dabei bleibt das Muster der elektrophoretischen
Auftrennung erhalten; die Proteine sind nun aber flir weitere Methoden zugénglich.

Die Proteinbanden konnen nun auf der Membran mit Hilfe spezifischer Antikorper
identifiziert werden.

Die Proteine wurden im Tank-Blotverfahren (Nassblot) auf Polyvinyldifluoridmembranen
(PVDF-Membran) geblottet und die zu untersuchenden Proteine mit spezifischen
Antikorpern nachgewiesen.

Die PVDF-Membran wurden vor dem Blotten 5 min in Methanol equilibriert und

anschlieBend in Blotpuffer gegeben. Die Blotapparatur wurde nach Herstellerangaben
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zusammengebaut. Nach dem Blotten bei 100 V fiir 1 h wurde die Membran kurz in 1x
TBS-T gewaschen. Anschlieend wurde die Membran 1 Stunde in Ix TBS-T + 5%
Magermilch bei Raumtemperatur inkubiert, um unspezifische Bindungsstellen fiir den
Antikorper zu blockieren. Nach kurzem Spiilen mit 1x TBS-T erfolgte die Inkubation mit
dem Primirantikorper iiber Nacht bei 4 °C im Schiittler. Der Primdrantikérper wurde nach
Angaben der Hersteller in 1x TBS-T + BSA oder Milchpulver verdiinnt (Tabelle 4). Im
Anschluss an die Priméarantikérper-Inkubation wurde die Membran 3 x 10 min mit
1x TBS-T gewaschen. Die Inkubation mit dem sekundédren Antikorper erfolgte fiir 1 h bei
Raumtemperatur in  1x TBS-T + 2% Milchpulver (Tabelle 5). Danach wurde die
Membran wieder 3 x 10 min mit 1 x TBS-T gewaschen.

Im Anschluss daran wurde mithilfe des ECL Western Blotting Detection Reagenz ein
Chemilumineszenz-Film gemél den Angaben des Herstellers belichtet und entwickelt.

Fir die Bestimmung der tatsdchlichen Proteinmenge die geladen wurde, wurden die
Membranen nach der Visualisierung der zu untersuchenden Proteine nach nachfolgendem
Protokoll behandelt.

Die Membran wurde fiir 3 x 5 min mit 1x TBS-T gewaschen. AnschlieBend wurden die
Membranen in 15 ml Restore Western Blot Stripping Losung fiir 30 - 60 min bei
Raumtemperatur inkubiert und danach 3 x Smin in 1x TBS-T gewaschen. Nach den
Waschschritten wurde die Membran fiir 1 Stunde in 1x TBS-T + 5 % Milchpulver geblockt
und wie bereits zuvor beschrieben mit Primir- und Sekundirantikdrper inkubiert. Fiir die

Uberpriifung der geladenen Proteinkonzentration wurde GAPDH nachgewiesen.

Blotpuffer (Towbin-Puffer)

Tris-Base 25,9 mM
Glycin 192 mM
SDS 0,05 %
Methanol 20 %

1x TBS-T
Tris-Base 20 mM
NaCl 150 mM
Tween 20 0,1 %
pH 7,6
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3.10.5. Statistische Auswertungen

Fir die statistische Auswertung wurden mehrere unabhéngige Experimente
zusammengefasst. Die Ergebnisse sind dargestellt als Mittelwert = Standardfehler des
Mittelwertes (SEM; standard error of the mean). Unter Annahme einer Normalverteilung
der Mittelwerte wurde fiir die statistische Auswertung der homoskedastisch, zweiseitige
Student’s t-Test verwendet. Als statistisch signifikant wurden Tests mit p < 0,05
bezeichnet. Fiir die statistische Auswertung und graphische Darstellung der Daten kamen
die Programme Excel 2003/2007 (Microsoft, Redmond, USA), SigmaStat3.1 (Systat, San
Jose, USA) und SigmaPlot 10.0 (Systat, San Jose, USA) zur Anwendung.
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Kapitel 4 Ergebnisse

4.1. Expressionsanalyse der Komponenten des PLZF-AT2R-(P)RR-

Signalweges

In der vorliegenden Arbeit wurde initial mittels qualitativer RT-PCR die Genexpression
(Abbildung 12, Tabelle 8) und mittels Western blot Analyse die Proteinexpression
(Abbildung 13, Tabelle 8) von PLZF sowie anderer Komponenten des PLZF-AT2R-
(P)RR-Signalweges in verschiedenen humanen Neuroblastoma-Zelllinien (KELLY,
SK-N-SH, SK-N-AS und SH-SyS5y) und Glioblastoma-Zelllinien (U87-MG und
U373-MGQG), in verschiedenen murinen Hirnarealen (fronateler Kortex, parietaler Kortex,
Hippocampus, Hypothalamus, Striatum und Amygdala) und in murinen priméiren
neuronalen und glialen Zellen untersucht. Dieser erste Teil der Arbeit diente dazu eine
geeignete Zelllinie fiir die in vitro-Versuche zu identifizieren, die im weiteren Teil der
Arbeit Gegenstand funktioneller Untersuchungen war. Gleichzeitig sollte {berpriift
werden, ob die Proteine des PLZF-AT2R-(P)RR-Signalweges exprimiert werden.

Um die Expression der Transkripte und Proteine nachweisen zu konnen, wurden die Zellen
und Rattengehirne wie im Kapitel 3 beschrieben aufgearbeitet. Fiir die Expressionsanalyse
der Zelllinien wurden drei verschiedene Passagen untersucht, bei den verschiedenen
murinen Hirnarealen drei unterschiedliche Rattengehirne und bei den primadren Neuronen

und priméren Gliazellen zwei unterschiedliche Préparationen.
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Humane Zelllinien

H,0 KELLY SK-N-SH SK-N-AS SH-SySy U87-MG U373-MG

RT+ RT- RT+ RT- RT+ RT- RT+ RT- RT+ RT- RT+ RT-

« PLZF

« AT2R

« ATIR

« (P)RR

« PI3K

« B-Aktin

Murine Hirnareale und Primérzellkulturen

H,O Frontaler Parietaler Hippo- Hypo-  Striatum Amygdala Primiire Primiire
Kortex  Kortex  kampus thalamus Neuronen Gliazellen

RT+ RT- RT+ RT- RT+ RT- RT+ RT- RT+ RT- RT+ RT- RT+ RT- RT+ RT-

+ AT1aR

<« AT1bR

« p-Aktin

Abbildung 12: Darstellung der RT-PCR-Analyse der Expression von PLZF und anderer Komponenten des
AT2R/(P)RR-PLZF-Signalweges in (A) verschiedenen humanen Zelllinien, (B) verschiedenen Hirnarealen des
Rattenhirns und primérer muriner Neuronen und Gliazellen. Als PCR-Negativkontrolle wurde in dem PCR-
Reaktionsmix die cDNA durch Wasser ersetzt (H,0O). Eine Reaktion ohne Zugabe der reversen Transkriptase
(RT-) diente als Negativkontrolle fiir die cDNA-Synthesereaktion.

62



Kapitel 4 Ergebnisse

kDa Humane Zelllinien Ratte
1 23456 7891011121314
95 --
. « PLZF
55 -- -
S AT2R
43 --
55 --
43 « ATIR
34 -- « (P)RR
26 --
75 PI3K
-
72 -
34 -- « GAPDH
26 --

Abbildung 13: Darstellung des Western blot von Gesamtproteinlysaten humaner Zelllinien (1 — KELLY, 2 — SK-
N-SH, 3 — SK-N-AS, 4 — SH-SySy, 5 — U§7-MG, 6 — U373-MG) und muriner Proben (7 — Frontalkortex, 8 —
Parietalkortex, 9 — Hippokampus, 10 — Hyphothalamus, 11 — Striatum, 12 — Amygdala, 13 — primére Neuronen, 14
— primiire Gliazellen), die Banden des PLZF- (80-90 kDa)'*’, AT2R- (44-50 kDa)'*}, AT1R- (44 kDa)'*%, (P)RR- (39
kDa), PI3K-p85a-Untereinheit (85 kDa)’®> und GAPDH-Proteins (36 kDa)'®' sind gekennzeichnet.
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Tabelle 8:

Tabellarische Zusammenfassung der Expressionsanalyse von PLZF und anderer Komponenten des AT2R/(P)RR-PLZF-Signalweges mittels RT-PCR und Western blot.

. . primére | primére
SK-N- | SK-N- | SH- | US87- | U373- |fronataler | parietaler | Hippo- Hypo- . 3
KELLY SH AS SySy | MG MG Kortex Kortex campus | thalamus Striatum | Amygdala | neuronale|  gliale
Zellen Zellen
mRNA + - - - - - + + + + + + + +
PLZF
Protein + - - - - - + + + + + + + +
mRNA + + - - - - + () + + + + +) +
AT2R
Protein | (1) + GO | H O + + + () + () ) )
mRNA + + - - + - + + + + + +/(+) ) +
ATIR
(@d)  protein + + + + + + + + + + + + + +
mRNA + + + + + + + + + + + + + +
(P)RR
Protein + + + + + + + + + + + + + +
PB3K-  ,RNA + + + + + + + + + + + + + +
p85a-
Unter-  protein + + + + + + + + + + + + + +
einheit
H0u§e- + + + + + + + + + + + + + +
keeping

Housekeeping: B-Aktin bei RT-PCR und GAPDH im Western blot, + = mRNA bzw. Protein nachweisbar; (+) = mRNA bzw. Protein schwach nachweisbar; +/(+) = AT1aR
nachweisbar, AT1bR schwach nachweisbar; - = mRNA bzw. Protein nicht nachweisbar.
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4.2. Tierexperimentelle Untersuchungen in einem Schlaganfallmodell

der Ratte

4.2.1. Quantitativer Nachweis der mRNA-Expression von Genen des

PLZF-AT2R-(P)RR-Signalweges im Rattenhirn nach MCAO

Um die Expression der Gene messen zu konnen, wurden die Ratten wie unter 3.10.1.
beschrieben behandelt und die Priparation der RNA aus der Gehirnscheibe erfolgte wie in
3.10.3.2. beschrieben. Nach dem Umschreiben in cDNA wurde eine quantitative PCR mit
gen-spezifischen  Primern  (Tabelle 3) unter gleichzeitiger  B-Aktin-RNA-
Expressionsbestimmung durchgefiihrt. In der Tabelle 9 und Tabelle 10 sind die Ergebnisse
dieser Untersuchungen als Ausmal} der Zielgen-mRNA-Expression im Bezug auf die
3-Aktin-RNA-Expression dargestellt.

Zur Kontrolle der MCAO wurde das Infarktvolumen mittels Kleintier-MRT gemessen und
nur Tiere mit einem ischdmischen Infarkt sowie einem Infarktvolumen gréfer als 50 mm?
fiir die Auswertung verwendet. Fiir die korrekte Priparation von ipsilateraler und
kontralateraler Hirnhélfte sowie der erfolgreichen Apoplex-Induktion dienten Interleukin-6
(IL-6) als Inflammationsmarker und Zyklin D1 als interne Kontrolle (grau hinterlegt in
Tabelle 9 und Tabelle 10). Dabei konnte eine signifikant, erhhte Expression von IL-6-
und Zyklin DI-mRNA 24 sowie 48 Stunden nach MCAO auf der ipsilateralen Hirnseite
MCAO-operierter  Ratten  nachgewiesen  werden. Im  Anschluss an  die
Kontrolluntersuchungen wurde die PLZF-mRNA-Expression und mRNA-Expression
bekannter PLZF-Zielgene bestimmt. Die Untersuchungen zeigten keine signifikanten
Unterschiede zwischen ipsilateraler und kontralateraler Hirnhélfte bei schein-schein- und
schein-operierten Tieren. Zum Zeitpunkt 24 Stunden nach MCAO konnte eine signifikante
Verminderung der mRNA von PLZF, (P)RR und der PI3K-p85a-Untereinheit beobachtet
werden. Fiir die BID- und Zyklin A2-mRNA Expression wurde bei den MCAO-operierten
Tieren 24 und 48 Stunden nach MCAO eine signifikante Heraufregulation in der
ipsilateralen Hirnhélfte im Vergleich zur kontralateralen Hirnhélfte und den schein-schein-

und schein-operierten Tieren nachgewiesen.
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Tabelle 9: Ubersicht iiber die relative Gen-mRNA-Expressionen 24 Stunden nach MCAO.

Schein-Schein-OP Schein-OP MCAO
ipsilateral |kontralateral| ipsilateral [kontralateral| ipsilateral |kontralateral p

IL-6 104,0+25,0 | 108,9+ 18,9 | 123,2+ 16,1 | 123,0+ 12,6 [3555,4 +£581,9( 291,2+ 84,2 (< 0,001
Zyklin D1 | 76,7+ 11,1 | 855+15,8 | 63,3+10,3 69,1+74 |[207,4+22,7| 90,4+9,2 |<0,001
PLZF 100,9+4,6 | 1069+ 11,1 | 85,6+89 87,1+9,1 71,3+6,0 90,8+3,8 | 0,019
AT2R 81,8+16,4 | 93,3+122 29,9+9,1 40,8+14,3 | 27,5+12,0 | 27,8+10,5 n.s.
(P)RR 96,8+ 10,7 | 108,1£5,8 87,8+5,8 96,9+ 52 81,9+72 1058+ 6,8 | 0,04
PI3K-p85a| 101,5+8,5 | 112,5+7,8 | 1049+94 | 1151+57 | 1149+£54 | 149,4+12,3 | 0,04
BID 114,3£5,1 109,8 +4,8 88,5+4,8 88,8+72 | 170,8+17,0 [ 130,0+9,3 0,05
Zyklin A2 87,7+54 86,0 +4,8 76,3 +13,4 | 81,8+18,0 | 178,0+24,4 | 103,6+8,6 | <0,05

Dargestellt in Prozent + SEM, normalisiert auf 3-Aktin mRNA-Expression. Anzahl der Schein-Schein-OP Tiere
n =4, Anzahl der Schein-OP Tiere n =5 und Anzahl der Tiere mit MCAO-Eingriff n = 6; statistische Auswertung
erfolgte mittels Student’s t-test.

Tabelle 10: Ubersicht iiber die relative Gen-mRNA-Expressionen 48 Stunden nach MCAO.

Schein-Schein-OP Schein-OP MCAO

ipsilateral |Kkontralateral| ipsilateral |kontralateral| ipsilateral |kontralateral p
IL-6 67,8+79 | 559+6,6 | 151,2+83 | 174,8+ 13,4 [4932+1250| 684+82 [<0,001
ZyklinD1 | 931+124 | 694+46 | 53,0+4,5 | 547+10,0 | 543,4+89,9 | 81,8+7,6 [<0,001
PLZF 43,0+43 | 398+45 |[111,2+188 | 1189+21,4 | 484+82 | 640+49 | ns
AT2R 351194 | 303+19,5 | 293+89 | 388+149 | 188+39 | 344+10,1 | ns
(P)RR 52,6+3,9 40,7+3.8 48,5+2,1 572+5,5 33,0+3,5 40,1 +42 n.s
PI3K-p850.| 1075+9,6 | 83,1+6,5 75,7493 | 88,0+13,5 | 107,7+18,5 | 98,9+49 n.s
BID 97,9+133 | 82,7+11,6 | 84,7+11,1 | 77,0£9,8 |2583+17,6 | 100,9+8,0 [<0,001
Zyklin A2 | 829+90 | 722+7,1 | 46,169 | 44,6+8,1 [10522+79,5| 91,8+11,0 |<0,001

Dargestellt in Prozent = SEM, normalisiert auf -Aktin mRNA-Expression. Anzahl der Schein-Schein-OP Tiere
n =4, Anzahl der Schein-OP Tiere n =5 und Anzahl der Tiere mit MCAO-Eingriff n = 6; statistische Auswertung
erfolgte mittels Student’s t-test.
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4.2.2. Nachweis des PLZF-Proteins mittels Western blot im Rattenhirn
nach MCAO

Analog zu den Untersuchungen zur PLZF-mRNA-Expression wurden die Tiere wie in
Abschnitt 3.10.1. beschriebenen behandelt. Die gewonnenen Proteinproben wurden mittels
der unter 3.10.4. beschriebenen Methoden aufbereitet, elektrophoretisch getrennt und mit
Antikorpern gegen das PLZF- und AT2R-Protein sowie gegen das ubiquitér in tierischen
Zellen vorkommende Enzym Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase (GAPDH)
inkubiert und entsprechend detektiert.

Die GAPDH-Bande dient hierbei als Ladekontrolle, um Inhomogenititen bei der
Proteinbeladung zu detektieren und zu normalisieren.

Im Anschluss an die Detektion der Proteinbanden wurden diese mittels spezieller Software
(ImageJ, National Institut of Health, USA) densitometrisch ausgewertet und der Quotient
aus der Pixelintensitét des PLZF-Proteins und des GAPDH-Proteins graphisch dargestellt.
In der Abbildung 14A und Abbildung 15A ist die ausschnittsweise Darstellung der
Western blot Filme des PLZF-, AT2R- und GAPDH-Proteins zu erkennen und in den
Abbildung 14B,C und Abbildung 15B,C die densitometrischen Auswertungen der PLZF-
und AT2R-Expression. In den MCAO-operierten Tieren konnte 24 Stunden nach MCAO-
Eingriff kein Unterschied in der PLZF- und AT2R-Expression zwischen ipsilateraler und
kontralateraler Hirnhidlfte beobachtet werden, jedoch eine signifikante Reduktion von
PLZF im Vergleich ipsilateraler und kontralateraler Hirnseite von Schein-Schein-OP zu
MCAO-behandelten Ratten. Zum Zeitpunkt 48 Stunden nach MCAO-Eingriff wurde eine
signifikante Reduktion des PLZF-Proteins auf der ipsilateralen Seite der MCAO
behandelten Tiere im Vergleich zu der ipsilateralen Seite der Schein-Schein- und Schein-
OP Tiere nachgewiesen und eine signifikante Reduktion im Vergleich der ipsilateralen
Seite zu der kontralateralen Seite der MCAO-Tiere per se. Fiir das AT2R-Protein wurde
eine signifikante Reduktion auf der ipsilateralen Seite der MCAO-behandelten Tiere im
Vergleich zu der ipsilateralen Seite der Schein-OP Tiere nachgewiesen und eine
Verminderung (p = 0,06) im Vergleich ipsilaterale Hirnhélfte und kontralaterale Hirnhélfte
in den MCAO-behandelten Ratten. Zusidtzlich zu der erwarteten PLZF-Bande bei
80-90 kDa wurde in den Proteinproben, welche aus der ipsilateralen Hirnseite der MCAO-
operierten Tiere isoliert wurden, zu beiden untersuchten Zeitpunkten eine zusétzliche

Bande bei ca. 72 kDa detektiert.
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Abbildung 14: (A) Ausschnittsweise Darstellung des Western blot von Gesamtproteinlysaten aus der ipsilateralen
(i) und kontralateralen (k) Hirnhilfte 24 Stunden nach Schein-Schein-, Schein-OP und MCAO-Eingriff;
dargestellt sind die Banden des PLZF- (80-90 kDa), AT2R- (44-50 kDa) und GAPDH-Proteins (36 kDa). (B)
graphische Darstellung der densitometrischen Auswertung des PLZF-Proteins und (C) AT2R-Proteins 24 Stunden
nach Schein-Schein-, Schein-OP und MCAO-Eingriff; Anzahl der Schein-Schein-OP Tiere n = 4, Anzahl der
Schein-OP Tiere n = 2 und Anzahl der Tiere mit MCAO-Eingriff n = 4; statistische Auswertung erfolgte mittels
Student’s t-test, * p < 0,05.
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Abbildung 15: (A) Ausschnittsweise Darstellung des Western blot von Gesamtproteinlysaten aus der ipsilateralen

(i) und kontralateralen (k) Hirnhélfte 48 Stunden nach Schein-Schein-, Schein-OP und MCAO-Eingriff;

dargestellt sind die Banden des PLZF- (80-90 kDa), AT2R- (44-50 kDa) und GAPDH-Proteins (36 kDa). (B)
graphische Darstellung der densitometrischen Auswertung des PLZF-Proteins und (C) AT2R-Proteins 48 Stunden
nach Schein-Schein-, Schein-OP und MCAQO-Eingriff; Anzahl der Schein-Schein-OP Tiere n = 4, Anzahl der
Schein-OP Tiere n = 2 und Anzahl der Tiere mit MCAO-Eingriff n = 4; statistische Auswertung erfolgte mittels

Student’s t-test, * p < 0,05.
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4.2.3. Nachweis des PLZF-Proteins mittels Western blot im Rattenhirn

nach MCAO und fraktionierter Proteinisolation

Zusitzlich zu den in Abschnitt 4.2.1. durchgefiihrten Versuchen mit Gesamtproteinlysaten
wurden Tiere wie unter 3.10.1. beschrieben behandelt, das entnommene Hirngewebe
ebenfalls nach ipsilateraler und kontralateraler Hirnhilfte separiert und von beiden Seiten
eine fraktionierte Proteinisolation wie im Abschnitt 3.10.4.2. beschrieben durchgefiihrt.
AnschlieBend wurden die Proteine elektrophoretisch aufgetrennt und mit Antikérpern
gegen das PLZF-Protein sowie gegen das ubiquitdr in tierischen Zellen vorkommende
Enzym Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase (GAPDH) inkubiert und entsprechend
detektiert.

In der Abbildung 16 und Abbildung 17 ist zu erkennen, dass beziiglich der PLZF-
Proteinexpression in der ipsilateralen Hirnhélfte ein hochsignifikanter Unterschied 24
Stunden und 48 Stunden nach MCAO in der nukledren Fraktion zwischen Schein-OP und
MCAO-Eingriff besteht jedoch kein signifikanter Unterschied in der zytoplasmatischen
Fraktion. In der kontralateralen Hirnhélfte konnte kein signifikanter Unterschied in der
nukledren Fraktion zwischen schein-operierten und MCAOQO-operierten Tieren 24 und
48 Stunden nach MCAO beobachten werden. In der zytoplasmatischen Fraktion ist zum
Zeitpunkt 24 Stunden nach MCAO kein Unterschied nachweisbar, jedoch zum Zeitpunkt
48 Stunden nach MCAO eine verminderte PLZF-Expression in den schein-operierten
Tieren im Vergleich zu den MCAO-behandelten Ratten.

Tabelle 11 und Tabelle 12 stellen eine Zusammenfassung der Abbildung 16 und
Abbildung 17 dar.
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Abbildung 16: Darstellung des Western blot von (A) zytoplasmatischen und (B) nukleéiren Proteinen aus der
ipsilateralen und kontralateralen Hirnhélfte 24 Stunden nach Schein-OP und MCAO-Eingriff; dargestellt sind die
Banden des PLZF- (80-90 kDa) und GAPDH-Proteins (36 kDa). (C) Graphische Darstellung der
densitometrischen Auswertung des PLZF-Proteins in Prozent; standardisiert auf GAPDH und normalisiert auf
ipsilateral Schein-OP. Anzahl der Schein-OP Tiere n =2 und Anzahl der Tiere mit MCAO-Eingriff n = 4;
statistische Auswertung erfolgte mittels Student’s t-test, * p < 0,05.
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Abbildung 17: Darstellung des Western blot (A) von zytoplasmatischen und (B) nukleéren Proteinen aus der
ipsilateralen und kontralateralen Hirnhilfte 48 Stunden nach Schein-OP und MCAO-Eingriff; dargestellt sind die
Banden des PLZF- (80-90 kDa) und GAPDH-Proteins (36 kDa), (C) Graphische Darstellung der
densitometrischen Auswertung des PLZF-Proteins in Prozent; standardisiert auf GAPDH und normalisiert auf
ipsilateral Schein-OP. Anzahl der Schein-OP Tiere n = 3 und Anzahl der Tiere mit MCAO-Eingriff n = 4;
statistische Auswertung erfolgte mittels Student’s t-test, * p <0,05.
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Tabelle 11: Ubersicht iiber die relative PLZF-Protein Expression 24 Stunden nach MCAO.

Schein-OP MCAO
24 h nach MCAO
ipsilateral | kontralateral | ipsilateral | kontralateral
nukleare Fraktion 100 + 8,4 67,5+0,5 50,6 £ 6,7 56,0+ 19,9
zytoplasmatische 100+39,9 | 894+413 | 4594193 | 71,1+14,7
Fraktion

Dargestellt in IDV p;zr / IDV gappy £ SEM, normalisiert auf ipsilateral Schein-OP. Anzahl der Schein-OP Tiere
n = 2/3 und Anzahl der Tiere mit MCAO-Eingriff n = 4; statistische Auswertung erfolgte mittels Student’s t-test.

Tabelle 12: Ubersicht iiber die relative PLZF-Protein Expression 48 Stunden nach MCAO.

Schein-OP MCAO
48 h nach MCAO
ipsilateral | kontralateral | ipsilateral | kontralateral
nukleare Fraktion 100+ 10,9 111,2+4,1 68,9 £ 6,7 110,2 £ 5,5
zytoplasmatische 100+£13,3 | 365459 | 42,8+185 | 69,875
Fraktion

Dargestellt in IDV py 7 / IDV gappn £ SEM, normalisiert auf ipsilateral Schein-OP. Anzahl der Schein-OP Tiere
n = 2/3 und Anzahl der Tiere mit MCAO-Eingriff n = 4; statistische Auswertung erfolgte mittels Student’s t-test.
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4.3. In vitro-Untersuchungen zur Bedeutung von PLZF im neuronalen
Kontext

4.3.1. Etablierung einer stabil PLZF-iiberexprimierenden KELLY-Zelllinie

Fiir die in vitro-Untersuchungen zur Bedeutung von PLZF wurde zunichst eine stabile
PLZF-iiberexprimierende KELLY-Zelllinie generiert. Hierfiir wurde in den episomalen
Expressionsvektor pCEP4 (Abbildung 18) die gesamte cDNA fiir das humane PLZF-Gen
als Insert kloniert und dieser mittels Lipofektion (Genejuice) in die KELLY-Zellen
transfiziert. Als Kontrolle fiir die funktionellen Untersuchungen wurde der

Expressionsvektor pCEP4 ohne Insert nach der gleichen Methode transfiziert.

Comments for pCEP4:
10186 nucleotides

CMV promoter: bases 1-588

Multiple cloning site: bases 619-676

SV40 polyadenylation signal: bases 685-926

OriP: bases 1344-3319

EBNA-1 gene (complementary strand): bases 3620-5545
Ampicillin resistance gene: bases 6171-7031

pUC origin: bases 7040-7815

TK promoter: bases 8183-8345

Hygromycin resistance gene: bases 8409-9419

TK polyadenylation signal: bases 9431-9702

Abbildung 18: Vektorkarte des episomalen Expressionsvektors pCEP4.

Die Isolation stabil-transfizierter Klone erfolgte durch Kultivierung der Zellen in
Kulturmedium mit 250 pg/ml Hygromycin B als Selektionsmarker. Die Uberexpression
von PLZF wurde durch real-time PCR und Western blot nachgewiesen.

Wie in Abbildung 19 dargestellt konnte eine signifikante Uberexpression von PLZF-
mRNA in den mit dem pCEP4-PLZF-Vektor transfizierten KELLY-Zellen im Vergleich
zum Wildtyp und pCEP4-Leervektor transfizierten Zellen detektiert werden.
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Abbildung 19: Graphische Darstellung der relativen PLZF-mRNA-Expression von KELLY-Zellen. Dargestellt
sind die relativen Mittelwerte £+ SEM in Prozent der auf 3-Aktin normalisierten Expressionswerte in Bezug zu
KELLY-WT. n =4 (zwei unabhiingig generierte stabile Linien mit jeweils zwei unabhéingigen Experimenten; jede
Messung in technischen Triplikaten). KELLY-Wildtyp (WT), KELLY-pCEP4-Leervektor (pCEP4-LV), KELLY-
pCEP4-PLZF-HA (pCEP4-PLZF), * p < 0,001.

Fiir die Untersuchung der Uberexpression von PLZF auf Proteinebene mittels Western blot
wurde eine fraktionierte Proteinisolation fiir die Trennung von zytoplasmatischen und
nukledren Proteinen durchgefiihrt. Diese Trennung diente der Kontrolle, ob das exogene
(mittels pCEP4-PLZF-Vektor transfizierte) PLZF in der Lage ist, aus dem Zytoplasma
durch die Kernporen in den Kern zu translozieren. Wie in Abbildung 20 dargestellt, konnte
sowohl eine erhdhte Expression von PLZF auf Proteinebene, als auch eine Lokalisation im
Zytoplasma (Z) und Kern (K) nachgewiesen werden. Als Kontrolle fiir die Fraktionierung
diente der Nachweis des zytoplasmatischen Proteins Calpain und des nukledren Proteins

TFIID/TBP.
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Abbildung 20: Darstellung des Western blot von zytoplasmatischen Proteinen (Z) und Kernproteinen (K) aus
einer fraktionierten Proteinisolation von KELLY-Zellen. Gezeigt sind die Banden des PLZF- (80-90 kDa),
Calpain- (30 kDa) und TFIID/TBP-Proteins (39 kDa)'%2, KELLY-Wildtyp (WT), KELLY-pCEP4-Leervektor
(pCEP4-LV), KELLY-pCEP4-PLZF-HA (pCEP4-PLZF).

4.3.2. Morphologie

Unter Standardbedingungen zeigten KELLY-Zellen eine spindelférmige Morphologie mit
pseudopodienartigen Ausldufern. Die 20-30 um groflen Zellen wuchsen in lockeren
Verbédnden. Das Zytoplasma war Vakuolen-arm, die Kerne waren grof3 und Nukleoli-reich
und die Zellmembran gleichméBig (Abbildung 21A). Die pCEP4-Leervektor transfizierten
Zellen zeigten eine identische Morphologie wie die KELLY-Wildtyp-Zellen
(Abbildung 21B). Im Vergleich zu den Wildtyp- und Leervektor-transfizierten Zellen
erschienen die PLZF-iiberexprimierenden KELLY-Zellen pleomorph. Neben wenigen
spindelformigen Zellen mit pseudopodienartigen Ausldufern waren auch runde bis ovale

Zellen mit starker Granulation zu beobachten (Abbildung 21C).
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Abbildung 21: Morphologie von KELLY-Zellen. (A) Wildtyp-Zellen im Kulturmedium ohne
Selektionsantibiotikum, (B) pCEP4-Leervektor transfizierte Zellen im Selektionsmedium, (C) PLZF-
iiberexprimierende Zellen (pCEP4-PLZF-HA) im Selektionmedium.

4.3.3. Untersuchungen zur Zellzahl, Proliferation und Apoptose

Der Transkriptionsfaktor PLZF ist, wie bereits in der Einleitung beschrieben, in der Lage,
das Zellwachstum zu unterdriicken und in Abhéngigkeit des Zellkultur-Modelles,
Apoptose zu induzieren.

Um den Einfluss von PLZF auf die Zellzahl, Proliferation und Apoptose von
KELLY-Zellen zu untersuchen, wurden 0,5x 10* Zellen/cm?® der KELLY-Wildtyp-Zellen,
KELLY-Leervektor-Zellen und PLZF-iiberexprimierenden KELLY-Zellen in einer
96-well Platte fiir fiinf Tage unter Standardbedingungen kultiviert. 12 bis 18 Stunden nach
Aussaat und am Tag fiinf in Kultur wurde die Zellzahl indirekt mittels CellTiterGlo-Assay
der Firma Promega untersucht. Hierbei diente der 12 bis 18 Stundenwert zur Kontrolle fiir
die Aussaat der gleichen Anzahl von Zellen, um den Einfluss unterschiedlicher initialer
Zellzahlen auf Proliferation und Apoptose ausschlieBen zu konnen. Am Tag fiinf in Kultur
wurde die Proliferations- und Apoptoserate wie unter 3.10.2.5. beschrieben bestimmt.

Es konnte anhand der Messung des ATP-Gehaltes in einer Luziferasereaktion als MaR fiir
die Anzahl lebender Zellen, wie in Abbildung 22 dargestellt, beobachtet werden, dass bei
Aussaat gleicher Zellzahlen am Tag fiinf signifikant weniger PLZF-iiberexprimierende

Zellen im Vergleich zu den Leervektor-transfizierten Zellen gemessen wurden.
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Abbildung 22: Graphische Darstellung der relativen ATP-Konzentration von KELLY-Zellen. Dargestellt sind die
relativen Mittelwerte = SEM in Prozent normalisiert auf Tag 1 nach Aussaat. n = 4 (zwei unabhéingig generierte
stabile Linien mit jeweils zwei unabhéingigen Experimenten). KELLY-Wildtyp (WT), KELLY-pCEP4-Leervektor
(pCEP4-LV), KELLY-pCEP4-PLZF-HA (pCEP4-PLZF),* p < 0,05 WT, pCEP4-LV vs. pPCEP4-PLZF.

Es konnte in den PLZF-iiberexprimierenden KELLY-Zellen eine Verminderung der
Zellzahl um den Faktor 1,4 (Abbildung 23A) und eine um den Faktor 1,2 verminderte
Proliferationsrate (Abbildung 23C) im Vergleich zu den KELLY-Wildtyp-Zellen und
Leervektor-transfizierten Zellen beobachtet werden. Die Auswertung der Apoptoserate
(Abbildung 23B) ergab in den Leervektor-transfizierten Zellen eine zweifach hohere

Kaspase 3/7-Aktivitdt, als in den KELLY-pCEP4-PLZF transfizierten Zellen.
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Abbildung 23: Graphische Darstellung der relativen ATP Konzentration als Maf fiir die Zellzahl(A), der
relativen BrdU-Inkorporation als MaB fiir die Proliferation (B) und der relativen Kaspase 3/7-Aktivitit als Maf3
fiir die Apoptose (C) von KELLY-Wildtyp (WT), KELLY-pCEP4-Leervektor (pCEP4-LV) und KELLY-pCEP4-
PLZF-HA (pCEP4-PLZF) am Tag 5 in Kultur. Dargestellt sind die relativen Mittelwerte + SEM in Prozent in
Bezug auf KELLY-WT. (A) n=4; (B) n=4; (C) n=2 mit jeweils 6 technischen Replikaten, * p < 0,05.
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4.3.4. Glutamat-Toxizitit

Ein haufig verwendetes exzitotoxisches in vitro-Modell ist der Glutamat-induzierte
Zelltod. Um den Einfluss von Glutamat auf die KELLY-Zellen zu untersuchen, wurden
0,5x 10* Zellen/cm®* der KELLY-Wildtyp-Zellen, KELLY-Leervektor-Zellen und
PLZF-iiberexprimierenden KELLY-Zellen in einer 96-well Platte fiir 48 Stunden unter
Standardbedingungen kultiviert und dann fiir 24 Stunden in FBS-freiem Medium
weiterkultiviert. Nach einer sich anschlieBenden 24-stiindigen Glutamatbehandlung mit
unterschiedlichen Glutamatkonzentrationen (10 mM, 25 mM, 50mM, 75mM und
100 mM Glutamat) wurde die Zellzahl indirekt mittels CellTiterGlo-Assay der Firma
Promega bestimmt. Aus dem Verhéltnis der Luminescenz von unbehandelten zu
behandelten Zellen wurde die prozentuale Uberlebensrate ermittelt. Wie in Abbildung 24
dargestellt, konnte beobachtet werden, dass bei einer Glutamatkonzentration von 100 mM
die pCEP4-PLZF-transfizierten KELLY-Zellen eine signifikant hohere Uberlebensrate
aufweisen als die pCEP4-Leervektor transfizierten KELLY-Zellen. Bei den geringeren
Glutamatkonzentrationen konnten keine signifikanten Verdnderungen beobachtet werden

(Daten nicht dargestellt).
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Abbildung 24: Graphische Darstellung der relativen Uberlebensrate von KELLY-Zellen 24 Stunden nach
Behandlung mit 100 mM Glutamat. Dargestellt sind die relativen Mittelwerte = SEM in Prozent normalisiert auf
unbehandelte Zellen. n = 4 (zwei unabhiingig generierte stabile Linien mit jeweils zwei unabhingigen
Experimenten). KELLY-pCEP4-Leervektor (pCEP4-LV), KELLY-pCEP4-PLZF-HA (pCEP4-PLZF), * p < 0,05
pCEP4-LV vs. pCEP4-PLZF.
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4.3.5. Untersuchung von PLZF-Zielgenen

Zur Analyse des Einflusses einer Uberexpression des Transkriptionsfaktors PLZF in der
humanen Neuroblastoma-Zelllinie KELLY auf bereits bekannte Zielgene wurde eine
quantitative real-time PCR durchgefiihrt. Wie in Abbildung 25 dargestellt, konnte ein
signifikanter Anstieg fiir die Expression der AT2R-mRNA und Zyklin A2-mRNA
nachgewiesen werden. Die weiteren untersuchten bekannten Zielgene von PLZF ((P)RR,
PI3K-p85a-Untereinheit und BID) zeigten keine signifikante Verdnderung in ihrer

Expression.
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Abbildung 25: Graphische Darstellung der relativen Gen-mRNA Expression von KELLY-Zellen. Dargestellt sind
die relativen Mittelwerte £ SEM in Prozent der auf 3-Aktin normalisierten Expressionswert in Bezug zu KELLY-
WT. KELLY-Wildtyp (WT), KELLY-pCEP4-Leervektor (pCEP4-LV), KELLY-pCEP4-PLZF-HA (pCEP4-
PLZF), * p<0,05 pCEP4-LV vs. pCEP4-PLZF.
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4.3.6. Promotoraktivitatsuntersuchungen
4.2.6.1. AT2R-Promotor

Aus dem Abschnitt 4.3.5. zur Untersuchung des Einflusses einer PLZF-Uberexpression auf
die Expression bekannter Zielgene des Transkriptionsfaktors geht hervor, dass die
AT2R-mRNA in den stabil-transfizierten KELLY-Zellen signifikant erhoht ist.

Die Nukleotidsequenz des AT2R-Promotors und der AT2R-Gensequenz von Exon 1,
Intron 1 und Exon 2 (Abbildung 26) weist laut Matlnspector-Analyse'™ zwei
PLZF-bindende Motive auf (rot hinterlegt).

atagcttgtaatagcacctaccatatgetaggeatgattttaggeactttaaacatattageteatttaattticcattagettatttaaaattc

actctacgatgtaggtaatttatateattete ctttctcagatgagaaactgagacatgaa_gccaaggtcagaa

agtaagtggtagagctgggtttetaaagecaggtagttgoatcccagaggetatttactaaccagtgtgotatattgectetetattaaa
ttgatgataaataactcatcacagtgticggeacataacatttattgtcagetagtattatcactaccatcacctgttottatctttetteattt

cactcttgettotgetggattggttototagtttattgeccecactgecacaagagacageageaacagtgat ctaggttgaaatagete
gaatccctetteactttatgtgetttgtatttaaaccacaaatatgacagagacctatgaaaggagactaaacctetttttggtegtgtaa:
ttatattectgcaatctecaaccctecageaacaagecaacaaaaactgegeaaageaagggagaaattitagaagtgetagactte
gtaaaattcctaccattetttaatanacaggggtaaaaatttcagaaagtaatgaaggtigtgaaagetgatgaacaaagactttgetac
aataaatttcctagtctetactcactaatttctattagaatgecaatatcaggaaaaaaggaagagaaaattctgtaaataattactatatt
teetaccaagtaagecactgacttcaaaattetetageacatttgtggaaactteatttittttgtttgagatttatttoaatoagdettatga
gagacagtgagaatttcagattaatgtittgcagacaaaaaaaaacctetetgpaaagetggeaaggpticataagtcageectaga;

a@taggtt gaaggcteceaglg gac@gaocaaao atataagaaggaaaccaga gatctggtgctl‘rtac gteccagegtetgag
gaacgagtaagcacagaattcaaageatictgcagectgaattttgaaggaagtatgaacaatttatatataatttacttggaaagtag:

catacattaaatgaaaatattttttatggatgaacttctgtttttcctgtg_tgcaaaactcctgaattatttagctgctgt
tettacaggagtgtgtttaggeactaageaagetgatttatgataactgetitaaacttcaacaacca

Abbildung 26: Nukleotidsequenz des AT2R-Promotors mit Exon 1, Intron 1 und Exon 2. Die Sequenz
korrespondiert mit der GenBank accession Nr. GI:51477555. Rot: PLZF-bindende Motive; Gelb: Exon 1 des
humanen AT2R; Hellblau: Exon 2; Griin: der von Reinemund et al.'"® beschriebene Transskriptionsstartpunkt;
Fett und unterstrichen: TATA box. Die zwei von Warnecke et al."® identifizierten Startpunkte sind Fett und
umrahmt dargestellt.

Die fiir die Promotoraktivititsuntersuchungen verwendeten AT2R-Promotorkonstrukte

wurden bereits bei Reinemund et al.'® beschrieben.
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Das [-1316]-Konstrukt beinhaltet beide PLZF-bindende Motive, die [-148]-, [-216]- und
[-1100]-Konstrukte beinhalten ein PLZF-bindendes Motiv.

Um den Einfluss von PLZF auf die Promotoraktivitit des AT2Rs zu untersuchen, wurden
0,5x 10* Zellen/cm® auf eine 24-well Platte fiir 48 Stunden unter Standardbedingungen
kultiviert. Die Zellen wurden wie unter 3.10.2.3.1. beschrieben transfiziert und die
Promotoraktivitit 48 Stunden nach Transfektion gemessen. Fiir die KELLY-Wildtyp-
Zellen wurden die Promotoraktivititen der einzelnen AT2R-Promotorkonstrukte bereits
beschrieben'® und in dieser Arbeit konnte die Bedeutung der Exon 1-Intron 1-Region auf
die Genregulation des AT2R bestittigt werden (Daten nicht dargestellt). Eine PLZF-
Uberexpression zeigte keinen Einfluss auf die Promotoraktivitit der verwendeten AT2R-

Promotorkonstrukte in KELLY-Zellen (Abbildung 27).
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Abbildung 27: Graphische Darstellung der relativen Luziferaseaktivitit (RLA) von KELLY-Zellen. Dargestellt
sind die relativen Mittelwerte £ SEM in Prozent, normalisiert auf das AT2R-[1316]-Konstrukt in KELLY-
Wildtyp-Zellen (KELLY-WT).

4.2.6.2. (P)RR-Promotor und (P)RR-Polymorphismen

Durch vorrangegangene Untersuchungen unserer Arbeitsgruppe konnte gezeigt werden,

dass der Transkriptionsfaktor PLZF als Suppressor auf den (P)RR-Wildtyp-Promotor in
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der embryonalen Nierenzelllinie HEK293 und in H9c2-Zellen (Kardiomyoblasten der
Ratte) wirkt. Weiterhin wurden in Bezug auf den (P)RR-Promotor zwei single nucleotide
polymorphisms (SNPs) in der Literatur'®® beschrieben. Ein SNP an Position -884(A>G)
(gelb markiert) und einer an Position -991(G>A) (violett markiert) realitv zum

Translationsstartpunkt (Abbildung 28).

ct_tggaacaatctccccatctcctatccttggatatgaaatcatttccacctttcaaggtcatcagctggggc gtcat
tttctacctacagaclctatagtgtgtcccttcttgcctcacatcataggcaaaagactatgaactgcgggaggggaggagcctggtcta
attactatgtctagccttcatacatcctcataaaacaccttgcccagattggaaactgagtgaatggacaaattaagtaattaattaactttct
gtcccatgactccttgtagattggaaagtctttgg_acttagcgaatcaaaatataggatacccagttatatttgaatt
tcagataaccagtaatacttcttttaatacaagtatgtcccataaattaattgcgacataataacaaataatcgttgtttacatgaaattcaaatt
taactgggcgcecctgtattttatctggcaccactatgtggaaggcaggggttccecgttgegectggcttettcccagtaggtgcetegge

gtctgtatacttgttagagcgaaaccccaaccagecccgcectttcacagetggegtecgtagecgggeggaggeacacgaccaggaa
agacagacaccctggttggagaccgtcgetcgagactggecagaaagatctgeactcgggaggceaccctcaccecgtgggetceggg
accectegactagcetccatcacccattcegactaccegecctacgetccacctettgaccegtcatcaccgaceggggggcgggactg
cccgacttttcaatcgetgectaccattggtagaactctccatccgttactttaagtccecgectatcaggetgtecgettcccaggttacgtee
cttccgtaggccgeggegtaactggtgattggtggagaaageggcagetgtcccageggaagegacgaagggacgggaccegeg

agcctggacgagtccgagegegtcacctectcacgetgeggetgtegecegtgteeccgecggeecgttcegtgtegeecegeagtge
tgcggccgccgcggcacc.

Abbildung 28: Nukleotidsequenz des (P)RR-Promotors. Die Sequenz korrespondiert mit der GenBank accession
GI1:37546587. Rot: PLZF-bindende Motive; Griin: Transskriptionsstarpunkt; Violett: SNP an Position -991(G>A)
Gelb: SNP an Position -884(A>G).

Um festzustellen, inwieweit die SNPs Einfluss auf die Promotoraktivitit in
KELLY-Wildtyp-Zellen und PLZF-iiberexprimierenden KELLY-Zellen haben, wurden
0,5x 10* Zellen/cm® auf eine 24-well Platte fiir 48 Stunden unter Standardbedingungen
kultiviert. Die Zellen wurden wie unter 3.10.2.3.1. beschriecben mit dem
(P)RR-Wildtyp-Promotor oder den SNP-Promotorkonstrukten transfiziert und die
Promotoraktivitdt 48 Stunden nach Transfektion gemessen.

Hierbei zeigte sich, dass der SNP an Position -884(A>G) zu einer signifikanten
Aktivierung des (P)RR-Promotors in KELLY-Wildtyp-Zellen fiihrte und der
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Nukleotidaustausch an Position -991(G>A) keinen Einfluss auf die Promotoraktivitét hat

(Abbildung 29).
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Abbildung 29: Graphische Darstellung der relativen Luziferaseaktivitit (RLA) von KELLY-Wildtyp-Zellen.
Dargestellt in Prozent, normalisiert auf (P)RR-Wildtyp-Promotor (G/A (WT)), * p <0,05.

PLZF-Uberexpression fiihrte zu einer signifikanten Zunahme der Promotoraktivitit der
weniger hdufig auftretenden Haplotypen. Es konnte jedoch keine Verdnderung in der
Promotoraktivitit des (P)RR-Wildtyp-Promotors beobachtet werden. Im Unterschied zu
den KELLY-Wildtyp-Zellen konnte in den KELLY-Leervektorkontrollen keine
Aktivierung des (P)RR-Promotors mit dem SNP an Position -884(A>G) nachgewiesen
werden (Abbildung 30).

85



Kapitel 4 Ergebnisse

300 - N . .

250

200

150 |
o pCEP4-LV

RLA[%]

m pCEP4-PLZF

100 -

50 4

G/A(WT) A/A G/G A/G  anPosition -991/-884

Abbildung 30: Graphische Darstellung der relativen Luziferaseaktivitit (RLA) von KELLY-Zellen. Dargestellt in
Prozent, normalisiert auf (P)RR-Wildtyp-Promotor (G/A (WT)) in KELLY-pCEP4-Leervektor, * p < 0,05
pCEP4-LV vs. pCEP4-PLZF.
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Kapitel 5 Diskussion

Der Schlaganfall ist eine der hdufigsten und bedeutendsten Erkrankungen, steht weltweit
an zweiter Stelle der Todesursachen' und tritt hiufig als Folge von kardiovaskuldren
Erkrankungen, insbesondere der arteriellen Hypertonie, auf*> **. Das Renin-Angiotensin-
System (RAS) stellt ein wichtiges System des Korpers zur Regulation des Blutdruckes, der
Fliissigkeitshomdostase und des fissue remodelling dar.

Vor wenigen Jahren wurde der Transkriptionsfaktor promyelocytic leukemia zinc finger
(PLZF) als weitere Komponente im RAS identifiziert. PLZF kann als direkter
Interaktionspartner die Signaltransduktion des AT2R”, sowie des (P)RR'” vermitteln.
Beide Rezeptoren sind in die Differenzierung'™” ' und das Uberleben'*® ' neuronaler
Zellen involviert.

Studien zur Expression und Funktion von PLZF fokussierten sich bisher auf die fotale
Entwicklung und Hématopoese sowie liberwiegend auf das Fusionsprotein PLZF-RAR,
iber die Expression und Bedeutung in der Pathophysiologie adulter neuronaler Zellen ist
nahezu nichts bekannt. In der vorliegenden Arbeit sollte die Rolle des
Transkriptionsfaktors PLZF in einem Glutamat-induziertem Toxizitditsmodell in vitro und

in vivo im Schlaganfallmodell der Ratte untersucht werden.

5.1. Expressionsanalysen

Fiir die Untersuchung der Expression von PLZF und um eine geeignete Zelllinie fiir die in
vitro-Experimente zu finden, wurden zunéchst verschiedene humane Neuroblastoma- und
Glioblastoma-Zelllinien, primire embryonale Neuronen und postnatale gliale Zellen aus
Rattenhirnen und einzelne Bereiche adulter Rattenhirne analysiert.

In den murinen Hirnbereichen (Frontalkortex, Parietalkortex, Hippocampus,
Hyphothalamus, Striatum und Amygdala) konnte sowohl auf mRNA-, als auch auf
Proteinebene eine Expression der untersuchten Komponenten des PLZF-AT2R-(P)RR-
Signalweges nachgewiesen werden. Im Unterschied zu einer ubiquitdren Expression von
PLZF im Rattenhirn, exprimieren nur die humane Neuroblastoma-Zelllinie KELLY und

die primdren murinen Zellen PLZF. Alle weiteren untersuchten Komponenten des
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PLZF-AT2R-(P)RR-Signalweges waren ebenfalls auf mRNA- und Proteinebene in den
KELLY-Zellen nachweisbar.

Die offensichtliche Expression des AT1R und AT2R in verschiedenen humanen Zelllinien
in der Abwesenheit einer nachweisbaren mRNA-Expression (Tabelle 1) konnte
folgendermallen erkldrt werden. Es hat sich bei der Arbeit an Zellkulturen, die den
AT2-Rezeptor exprimieren, gezeigt, dass die Kulturbedingungen die Expression des
Rezeptors stark beeinflussen” "', So ist die Rezeptordichte in proliferierenden Zellen nur
sehr gering, kommen die Zellen aber in ein konfluentes Stadium, so wird die Expression
des Rezeptors aktiviert und die Rezeptordichte nimmt rapide zu'*?. Bei einigen Zelllinien
ist sie auch von der Passagenzahl der Zellen abhingig'”. Weitere Erklirungen fiir die
Diskrepanz zwischen dem Nachweis einer Proteinexpression ohne nachweisbare
mRNA-Expression widren eine geringe Stabilitit der mRNA oder eine mdgliche
Unspezifitdt der Antikorper. Die letzteren Argumente lassen sich auch fiir den ATIR
anfilhren. Es konnte ebenfalls ein Unterschied im Molekulargewicht der detektierten
AT2R-Proteinbanden zwischen humanen Zelllinien und murinen Gewebeproben
beobachtet werden, die auf die unterschiedliche Herkunft des Proteinmaterials
zuriickzufiihren sind. Es scheint unter Zellkulturbedingungen zu einer Verdnderung der
posttranslationalen Modifikation des AT2R-Proteins zu kommen, da in den
Proteinextrakten der urspriinglich aus Ratten isolierten Neuronen und Gliazellen und unter
Zellkulturbedingungen weiter kultivierter Zellen, sowohl die AT2R-Proteinbande auf Hohe
der Gewebeproben, als auch auf Hohe der Zelllinien nachgewiesen werden konnte.
Servant et al.'”* ' haben gezeigt, dass das Molekulargewicht des AT2R in Abhéngigkeit
seines Glykosylierungsgrades stark differiert.

5.2. In vivo-Untersuchungen

Um die Rolle des Transkriptionsfaktors PLZF in vivo zu untersuchen und zu analysieren,
wurde flir diese Arbeit ein etabliertes Modell fiir die Induktion einer fokalen zerebralen
Ischdmie verwendet. Dazu wurden Ratten einem als middle cerebral artery occlusion
(MCAO) bezeichneten Eingriff unterzogen. Mittels MRT konnten die Folgen der Ischimie
dargestellt und die erfolgreiche Induktion kontrolliert werden. Fiir die Auswertung wurden

nur Tiere mit einem eindeutig ischdmischen Hirninfarkt analysiert. Um den zeitlichen
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Einfluss auf die Expression von mRNA und Proteinen nach einer MCAO detaillierter
untersuchen zu konnen, wurde eine Gruppe der Tiere zum Zeitpunkt 24 Stunden und eine
andere Gruppe zum Zeitpunkt 48 Stunden nach MCAO mittels MRT untersucht, wobei
auch Proben fiir die sich anschlieBenden molekularbiologischen Untersuchungen
gewonnen wurden. Wie unsere Validierung durch Makroskopie und MRT zeigten,
beschriankte sich der induzierte Schlaganfall bei dieser Methode auf nur eine Hirnhélfte
(ipsilateral), wahrend die andere Hirnhilfte (kontralateral) kein ischdmisches Gewebe
aufwies. Die Trennung von ipsilateraler und kontralateraler Hirnhélfte war erforderlich, um
eine Vermischung von ischdmischem und gesundem Gewebe zu verhindern. Die
Notwendigkeit zur Einteilung der Gruppen in schein-schein-, schein- und MCAO-
behandelte Tiere ergibt sich aus der Operationstechnik. Wie unter 3.10.1. beschrieben,
wird bei der MCAO-OP die Arteria carotis communis (ACC) und die Arteria carotis
externa (ACE) ligiert und durch eine Erdffnung der ACC ein Monofilament in die Arteria
carotis interna (ACI) eingefiihrt. Bei der Schein-OP erfolgt ebenfalls die Ligation der
Gefidfle ohne Eréffnung der ACC und ohne Einbringung des Fadens, wéhrend bei den
schein-schein-operierten Tieren auch auf die Ligation der Gefdle verzichtet wurde. Der
Vergleich zwischen Schein-Schein- und Schein-OP sollte den moglichen Einfluss der
Ligationen berticksichtigen.

Eine molekularbiologische Methode zur Kontrolle fiir die Induktion der fokalen zerebralen
Ischdmie und zur Kontrolle der Beschriankung des Infarktes auf nur eine Hirnhalfte ist der

Nachweis einer vermehrten Expression von Interleukin (IL)-6196’ 197 1'%,

sowie Zyklin D
Wie in der Einleitung beschrieben, konnte nach einer Schidigung von Hirngewebe durch
Trauma oder Ischdmie eine Zellzyklus-Aktivierung beobachtet werden. Diese Aktivierung
resultiert unter anderem aus einer vermehrten Expression Zellzyklus-assoziierter Proteine,
wie z.B. Zyklin D1 und CDK2. Das kann in post-mitotischen, ausdifferenzierten Neuronen
den Zelltod induzieren'**>%,

Wie durch real-time PCR Versuche gezeigt werden konnte (Tabelle 9, Tabelle 10), fiihrt
die Induktion einer fokalen zerebralen Ischimie nach 24 und 48 Stunden auf der
ipsilateralen Hirnseite der MCAO-behandelten Tiere zu einer signifikant vermehrten
mRNA-Expression der Kontrollgene Zyklin D1 und IL-6, sowie auch von Zyklin A2,
einem der wenigen bis heute bekannten Zielgene des in dieser Arbeit im Mittelpunkt der

Untersuchungen stehenden Transkriptionsfaktors PLZF. Ein weiteres PLZF-Zielgen, das
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pro-apoptotische Protein BID'™ wird genau wie Zyklin A2 auf mRNA-Ebene signifikant
hochreguliert.

Die real-time PCR Analyse des Transkriptionsfaktors per se zeigte zum Zeitpunkt
24 Stunden nach MCAO in der ipsilateralen Hirnseite von MCAO-behandelten Tieren im
Vergleich zur kontralateralen Seite und im Vergleich zu schein-schein- und schein-
operierten Ratten eine signifikante Herunterregulation von PLZF auf mRNA-Ebene. Auf
Proteinebene war die signifikant verminderte ipsilaterale PLZF-Expression im Vergleich
zur kontralateralen Hemisphédre nach 48 Stunden zu beobachten (Abbildung 15). Es konnte
kein signifikanter Unterschied zwischen ipsi- und kontralateraler Hirnseite 24 und
48 Stunden nach MCAO in den schein-schein- und schein-operierten Tieren beobachtet
werden.

Eine mogliche Erkldrung fiir die stark verminderte Expression des PLZF-Proteins zum
Zeitpunkt 48 Stunden nach MCAO liefert die Arbeit von Costoya et al.'”®. Die
Arbeitsgruppe konnte nachweisen, dass CDK2, welches nach Schidigung von Hirngewebe
aufgrund einer Ischimie vermehrt exprimiert wird””, PLZF phosphoryliert. Diese
Phoshorylierung fiihrt zur Ubiquitinierung und anschlieBenden Degradierung des
Transkriptionsfaktors.

Die Funktion eines Transkriptionsfaktors als transkriptioneller Aktivator oder Repressor ist
nicht ausschlieBlich von der Expression, sondern vor allem von der zelluldren Lokalisation
abhingig. Zur Untersuchung der PLZF-Lokalisation wurden jeweils von der ipsilateralen
und kontralateralen Hemisphidre von schein- und MCAO-operierten Ratten eine
fraktionierte Proteinisolation zur Trennung von zytoplasmatischen und nukledren Proteinen
durchgefiihrt.

Bei der Analyse der PLZF-Expression aus Gesamtproteinlysaten konnte 24 Stunden nach
OP kein Unterschied in den beiden Tiergruppen beobachtet werden (Abbildung 14).
Interessanterweise wurde jedoch eine verminderte Expression von PLZF in der nukledren
Proteinfraktion der ipsilateralen Hirnseite von MCAQO-operierten Ratten im Vergleich zu
schein-operierten Tieren nachgewiesen. In der kontralateralen Hirnseite wurde 24 Stunden
nach MCAO kein Unterschied zwischen schein- und MCAO-behandelte Ratten
nachgewiesen. Es wurden auch keine Unterschiede zwischen zytoplasmatischer Fraktion
und nukleédrer Fraktion im Vergleich zwischen der ipsilateralen Seite und kontralateralen
Seite beobachtet. Nach 48 Stunden konnte ebenfalls eine verminderte Expression von

PLZF in der nukledren Proteinfraktion der ipsilateralen Hirnseite von MCAO-operierten
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Ratten im Vergleich zu schein-operierten Tieren und eine verminderte PLZF-Expression
in der nukledren Fraktion auf der ipsilateralen Hemisphdre im Vergleich zur
kontralateralen Seite nachgewiesen werden. Uberraschenderweise wurden auch
Unterschiede in der Expression des zytoplasmatisch lokalisierierten Transkriptionsfaktors
auf der kontralateralen Seite zwischen Schein-OP und MCAO und zwischen ipsilateraler
und kontralateraler Hemisphidre bei den schein-operierten Ratten beobachtet
( Abbildung 17). Die Ergebnisse der fraktionierten Proteinisolation sind jedoch kritisch zu
betrachten, da Unterschiede auf der kontralateralen Seite zwischen schein- und MCAO-
operierten Tieren nachweisbar waren und die Effektivitit mit der zytoplasmatische und
nukledre Proteine isoliert wurden unterschiedlich sein kann.

Zusammenfassend kann davon ausgegangen werden, dass die MCAO-OP zu einer
verminderten PLZF-Expression in der ischdmischen Hirnseite, jedoch zu keiner
Verianderung in der subzelluldren Lokalisation fiihrt.

In allen Western blots, in denen Gesamtprotein analysiert wurde (Abbildung 14,
Abbildung 15), konnte eine zusdtzliche Bande in den Proteinproben, welche aus der
ipsilateralen Hirnseite MCAO-behandelter Tiere isoliert wurden, detektiert werden.
Vergleicht man die Lauthéhe der vorherrschenden 74 kDa PLZF-Bande mit der zusétzlich
auftretenden Bande in der Gelelektrophorese, konnte es sich dabei wahrscheinlich um die
bereits in der Einleitung erwihnte 61 kDa groBe PLZFA-Isoform handeln'”’, die bis jetzt
aber nur theoretisch fiir das humane PLZF-Protein beschrieben worden ist. Diese Isoform
entsteht laut UniProt-Datenbank'>’ durch alternatives Spleiien im Exon 1 der PLZF-
mRNA, wodurch ein verkiirztes PLZF-Protein gebildet wird, bei dem die Aminosduren
255-377 fehlen. Ein Vergleich der Proteinsequenz des humanen PLZF mit der aus der
Spezies Rattus norvegicus ergibt eine 96 % Ubereinstimmung.

Um zu tiberpriifen, ob es sich bei der zusétzlichen Bande um eine PLZFA-Isoform bei der
Ratte handeln konnte, wurde die mRNA, welche aus den ipsilateralen Hemisphiren von
schein-schein-, schein- und MCAO-behandelten Ratten isoliert wurden, mittels RT-PCR-
Analyse untersucht. Fiir die PCR wurden spezifische, die mRNA-Sequenz von AS 255-377
flankierende Oligonukleotide (Primer) verwendet. Die gewéhlten Primer ergaben im Falle
des 74 kDa PLZF-Proteins ein ~500 bp groB3es Fragment und fiir die PLZFA-Isoform ein
125 bp groBes Fragment. Uberraschenderweise konnte in allen 3 Tiergruppen nur das
langere ~500 bp PCR-Fragment detektiert werden. Die spezifisch, nur auf der ipsilateralen
Hirnseite MCAO-behandelter Tiere begrenzt auftretende Bande blieb somit weiter
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unidentifiziert. Dies bedarf weiterer Klarung, z.B. durch RT-PCR-Analyse der gesamten
PLZF-mRNA Sequenz und zusétzlich durch proteomanalytische Verfahren wie z.B.
2D-Gelelektrophorese mit anschlieBender Massenspektrometrie. Die Moglichkeiten einer
Verdnderung in der posttranslationalen Modifikation oder eines Degradationsproduktes

von PLZF aufgrund apoptotischer Prozesse sollte ebenfalls mitberiicksichtigt werden.

In der vorliegenden Arbeit wurde neben der PLZF-Expression auch die Expression des
AT2R untersucht, da Senbonmatsu et al.”’> diesen Rezeptor als ein Adaptorprotein des
Transkriptionsfaktors PLZF identifiziert haben. In verschiedenen Arbeiten konnte nach
Induktion einer zerebralen Ischimie im Tiermodell eine Hochregulation des AT2R'*® '%°
und nach Blockierung des ATIR eine Verbesserung der neurologischen Schiden'2¢'2% 3%
3¢ peobachtet werden. In dieser Arbeit wurde keine erhdhte Expression der AT2R-mRNA
und/oder des AT2R-Proteins beobachtet. Im Gegensatz zu den anderen Arbeiten wurde
48 Stunden nach MCAO eine verminderte AT2R-mRNA detektiert (Abbildung 15). Auf
Proteinebene war eine signifikante Herabregulation im Vergleich der ipsilateralen
Hirnhélfte von Schein-OP Tieren zu MCAO-behandelten Tieren nachweisbar, und eine
nicht-signifikante (p = 0,06) verminderte Expression wurde im Vergleich der ipsilateralen
Seite zu der kontralateralen Seite MCAO-behandelter Tiere beobachtet. Diese
Unterschiede verglichen mit anderen Arbeiten lassen sich mit der Art der Okklusion und

den Zeitpunkten und untersuchten Hirnbereichen begriinden. Bei Zhy et al.'*

erfolgte die
Induktion der Ischimie iiber eine permanente Okklusion und bei Makino et al.'** konnte
eine gesteigerte Expression der AT2R-mRNA im Kortex und Hippocampus zum Zeitpunkt
3 Stunden, aber nicht 24 Stunden nach MCAO beobachtet werden.

Vergleicht man diese in vivo-Ergebnisse mit der eingangs dieser Arbeit aufgestellten
Hypothese, dass der Transkriptionsfaktor PLZF neuroprotektive Effekte vermittelt, so wird
man feststellen, dass PLZF wahrscheinlich der schidigenden Aktivierung von Zyklinen
und dem sich daraus resultierenden neuronalen Zelltod entgegenwirken kann und dass
dieser protektive Mechanismus wiahrend der Ischdmie inaktiviert ist aufgrund der
signifikant verminderten PLZF-Expression auf Proteinebene. Hinsichtlich des
neuroprotektiven Effektes von PLZF sind jedoch weitere Untersuchungen erforderlich,
beispielsweise eine Behandlung mit ARBs, welche die neurologischen Schidden verringern.
Inwieweit diese Behandlung die PLZF-Expression im in vivo-Modell beeinflusst und wie

201

sich die Behandlung mit Dexamethason auswirkt, da in einer fritheren Arbeit™ gezeigt
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wurde, dass Dexamethason in der Brustkrebszelllinie T47D/A1-2 die PLZF-Expression
stimuliert, ist in weiteren Untersuchungen zu klidren. Weiterhin sollten das Infarktvolumen
und die neurologischen Defizite nach MCAO in PLZF-/- Tieren im Vergleich zu Wildtyp-

Tieren untersucht werden.

5.3. In vitro-Untersuchungen

Die Ergebnisse der in vivo-Untersuchungen haben gezeigt, dass der Transkriptionsfaktor
PLZF nach MCAO vermindert exprimiert wird, was die Notwendigkeit unterstreicht, eine
gesteigerte Expression von PLZF im neuronalen Kontext zu untersuchen, um die
Hypothese einer PLZF-vermittelten Neuroprotektion priifen zu konnen.

Im Anschluss an die unter 4.1. und 5.1. beschriebenen Expressionsanalysen wurde eine
stabil PLZF-iiberexprimierende KELLY-Zelllinie generiert. Hierfiir wurde der vollstindige
Leserahmen des PLZF (GenBank GI:31543978) in den Expressionsvektor pCEP4*%% 2%
subkloniert. Der Vektor (Abbildung 18) enthilt ein Hygromycin B-Resistenzgen zur
Selektion der transfizierten Zellen und ist ein episomal replizierender Vektor flir die
Genexpression in eukaryontischen Zellen unter der Kontrolle des CMV-Promoters, dafiir
tiber OriP/EBNA1 (origin of replication) als Episom repliziert werden kann. Die
Entscheidung KELLY-Zellen fiir die stabile Uberexpression zu verwenden, lisst sich wie
folgt begriinden. KELLY-Zellen exprimieren per se den Transkriptionsfaktor PLZF auf
mRNA- und Proteinebene, woraus geschlussfolgert wurde, dass auch alle bzw. die meisten
Adapterproteine und im PLZF-Signalweg involvierte Proteine in dieser Zelllinie exprimiert
werden. Als Kontrolle fiir die Experimente wurde eine KELLY-Zelllinie, in welche nur der
pCEP4-Vektor ohne PLZF-insert transtiziert wurde verwendet. Im Rahmen dieser Arbeit
wurden zwei stabil PLZF-iiberexprimierende KELLY-Zelllinien generiert und die
Uberexpression im Verlauf mittels real-time PCR und Western blot kontrolliert
(Abbildung 19). Da es sich bei PLZF um einen Transkriptionsfaktor handelt, ist nicht
alleine die Uberexpression von entscheidender Bedeutung, sondern auch die zellulire
Lokalisation. Bisher ist das PLZF-Protein nach Transfektion in Zelllinien nur mittels
Immunfluoreszenz in distinkten punktuellen Ansammlungen im Zellkern nachgewiesen

9

worden. In der hier vorliegenden Arbeit konnte mit Hilfe einer fraktionierten

Proteinisolation und sich anschlieBender Western blot Analyse gezeigt werden, dass das
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tiberexprimierte PLZF-Protein sowohl im Zytoplasma als auch im Zellkern nachweisbar ist
(Abbildung 20).

Es ist bekannt, dass in einer Vielzahl von Zellkulturmodellen eine PLZF-Expression und
Uberexpression zu einer Unterdriickung des Zellwachstums fiihrt und diese anti-

146, 154, 166

proliferative Wirkung mit der Bindung an den Zyklin A2-Promotor und der

Repression des Zyklin A2-Genes in Zusammenhang steht bei gleichzeitigem

164 Weiterhin

Zellzyklus-Arrest in der Gl-Phase und daraus resultierender Apoptose
scheint PLZF ein wichtiger Modulator von Differenzierungsvorgingen in verschiedenen
Geweben und Zelltypen zu sein, wie z.B. im Gehirn, in den Extremititenanlagen oder den
blutbildenden Zellen'™ ', In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass eine
PLZF-Uberexpression die Differenzierung und Proliferation von KELLY-Zellen
beeinflusst, jedoch keine Apoptose induziert (Abbildung 23). Die unter
Standardbedingungen spindelférmige Morphologie mit pseudopodienartigen Ausldufern
der KELLY-Zellen veridnderte sich unter PLZF-Uberexpression in eine iiberwiegende
runde bis ovale Zellform, die der von undifferenzierten Zellen dhnelt (Abbildung 21). Die
signifikante Verminderung der Zellzahl in den PLZF-iiberexprimierenden KELLY-Zellen
im Vergleich zu den Leervektorkontrollzellen und untransfizierten KELLY-Zellen ist fast
ausschlieBlich auf eine verminderte Proliferation zuriickzufiihren. Es konnte keine
gesteigerte Kaspase 3/7-Aktivitdt in den PLZF-transfizierten Zellen im Vergleich zu den
untransfizierten KELLY-Zellen beobachtet werden. Uberraschenderweise wurde in den
Leervektorkontrollzellen, welche in Zellzahl und der Proliferationsrate den untransfizierten
KELLY-Zellen gleichen, eine gesteigerte Aktivitdt der Kaspasen 3 und 7 nachgewiesen.
Eine gesteigerte Kaspase 3/7-Aktivitdt bedeutet nicht gleichzeitig auch den Zelltod.

Letzteres ist durch Arbeiten verschiedener Arbeitsgruppen zum Thema nicht-apoptotische

204, 205 206-208

Funktion von Kaspasen wie z.B. Proliferation und Differenzierung zu erkléren.
So beobachteten Hashimoto et al.”” eine Aktivierung verschiedener Kaspasen, unter
anderem auch der Kaspase 7 von der spiaten G1- bis zur M-Phase in HepG2-Zellen. Eine
Inhibierung von Kaspase 7 durch siRNA fiihrt in diesen Zellen zu einem Zellzyklus-Arrest
in der Mitose und Hemmung der Proliferation. Es ist bekannt, dass Kaspase 3-abhédngige
Differenzierung von neuronalen Stammzellen auf der Aktivierung von spezifischen
Kinasen wie der p2l-aktivierten Kinasel (PAK1)*" beruht und das fiir die terminale
Differenzierung von Muskelzellen ein Fehlen von Kaspase 3 zu einer verminderten

p21-Expression fiihrt**
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Weiterfiihrende Untersuchungen der stabil PLZF-liberexprimierenden KELLY-Zellen
befassten sich mit dem Expressionsprofil bisher bekannter Kandidatenzielgene von PLZF
(Abbildung 25). Es handelt sich dabei um das schon erwidhnte Zyklin A2 - eine wichtige
Komponente der Zellzyklusmaschinerie -, BID - ein pro-apoptotisches Protein -, den
(P)DRR und AT2R und das Gen, welches fiir die p85a-Untereinheit der PI3-Kinase
kodiert” %6 1" 173 Dyje real-time-Analyse ergab eine signifikant verminderte Zyklin A2-
mRNA und eine gesteigerte AT2R-mRNA Expression in den PLZF-iiberexprimierenden
Zellen. Das Ergebnis der Zyklin A2-Analyse ist erkldrend fiir die verminderte Zellzahl und
Proliferation.  Promotoranalysen des AT2Rs, welcher neuroprotektive®' und
anti-proliferative™ Effekte vermittelt, ergaben entsprechend Matlnspector'® zwei PLZF-
bindende Motive und somit eine mogliche Erklarung fiir die Aktivierung der AT2R-
Expression durch PLZF (Abbildung 26). In Reportergenversuchen mit unterschiedlichen
AT2R-Promotorkonstrukten, die bereits durch unsere Arbeitsgruppe beschrieben worden
sind'™, konnte jedoch fiir kein Konstrukt eine signifikante Aktivierung des AT2R-
Promotors durch eine PLZF-Uberexpression beobachtet werden (Abbildung 27). Der
Nachweis einer vermehrten AT2R-mRNA ohne Aktivierung des AT2R-Promotors kdnnte
in der Regulation der mRNA-Stabilitdt begriindet sein oder aber auf komplexere Effekte
im Chromatinkontext hinweisen. Zur Kldrung dieser Frage bietet sich die Durchfiihrung
eines electrophoretic mobility shift assay (EMSA) an, um die Bindung des
Transkriptionsfaktors PLZF an die zwei PLZF-bindenden Motive innerhalb des AT2R-
Promotors genauer zu untersuchen. Vorarbeiten fiir dieses Experiment wurden im Rahmen
dieser Arbeit bereits mit der Generierung von Kernextrakten aus PLZF-
iiberexprimierenden KELLY-Zellen und Oligonukleotiden fiir die beiden PLZF-
Bindungsmotive realisiert. Hinsichtlich der Expression des (P)RR wund der
p85a-Untereinheit der PI3-Kinase weisen vorangegangene Untersuchungen unserer
Arbeitsgruppe darauf hin, dass eine transiente Kotransfektion von PLZF und (P)RR in der
humanen embryonalen Nierenzelllinie HEK293 eine Repression des (P)RR-Gens und eine
Aktivierung des Gens, welches fiir die p85a-Untereinheit der PI3-Kinase kodiert,
vermittelt'”. In KELLY-Zellen konnte keine Repression der (P)RR-mRNA und keine
Aktivierung der mRNA-Expression der p85a-Untereinheit der PI3-Kinase durch PLZF-
Uberexpression beobachtet werden (Abbildung 25). Auch auf die Promotoraktivitit des
(P)RR-Wildtyp-Promotors hat in stabil PLZF-iiberexprimierenden KELLY-Zellen keinen

Einfluss. Interessanterweise konnte in Reportergenversuchen mit verschiedenen u. a. in der
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Literatur'®® beschriebenen single nucleotide polymorphisms (SNPs) des (P)RR gezeigt
werden, dass in KELLY-Wildtyp-Zellen das seltenere G-Allel an Position -884 relativ zum
Translationsstartpunkt zu einer signifikanten Aktivierung des (P)RR-Promotors fiihrt
(Abbildung 29) und dieser SNP in einer kiirzlich verdffentlichten Arbeit mit Hypertonie
bei mannlichen Japanern assoziiert ist'*’. In der Arbeit von Hirose et al.'® wurde gezeigt,
dass das -884G-Allel mit einem signifikant hoheren systolischen und diastolischen
24 Stunden-Blutdruck verbunden ist. In den PLZF-transfizierten Zellen erfolgt in allen
Haplotypen aufler beim Wildtyp eine Aktivierung des (P)RR-Promotors (Abbildung 30).
Ob und in welchem Ausmal} diese Polymorphismen, insbesondere derjenige an Position
-884(A>G), eine Bedeutung in der Neuroprotektion haben, muss in weiteren Studien
analysiert werden.

Zur Untermauerung der Hypothese, dass PLZF einen neuroprotektiven Effekt besitzt,
wurde in vitro in einem Glutamat-induzierten Toxizititsmodell die Uberlebensrate von
PLZF-iiberexprimierenden =~ KELLY-Zellen und  Leervektorkontrollen  bestimmt
(Abbildung 24).

Die normale extrazelluldre Glutamatkonzentration liegt im mikromolaren Bereich

210 :
vorliegen.

(1-3 uM), wihrend intrazelluldr millimolare Konzentrationen (10-100 mM)
Eine erhohte extrazellulire Glutamatkonzentration ist neurotoxisch und fiihrt zum
Untergang von Neuronen” 2", Dies wird als Exzitotoxizitit bezeichnet und stellt wie in
der Einleitung beschrieben die erste Phase der ischimischen Schadenskaskade dar®. In
dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass eine signifikant hohere Zellzahl in den PLZF-
transfizierten Zellen nach Inkubation mit 100 mM Glutamat beobachtet wurde. Bei der
Verwendung von geringeren Glutamatkonzentrationen (10-75 mM) zeigte eine PLZF-
Uberexpression keine neuroprotektiven Effekte. Generell ist die Verwendung von
Krebszellen fiir Experimente zur Untersuchung des Zellzyklus und Neuroprotektion
problematisch, da bei diesen Zellen wichtige Regulationsproteine zum Teil nicht
funktionell exprimiert werden und sie auch in ihren Signalwegen sehr stark veréndert sind.
Somit sollten die Ergebnisse aus den in vitro-Versuchen, durchgefiihrt in der KELLY-
Zelllinie, in neuronalen und glialen Primédrzellen, die in ihren Signalwegen nicht verdndert
sind, verifiziert werden.

Zusammenfassend konnte in dieser Arbeit eindeutig gezeigt werden, dass der

Transkriptionsfaktor PLZF ein moglicher Regulator in pathophysiologischen Vorgingen
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bei der fokalen zerebralen Ischdmie in vivo ist, da PLZF in vitro in einem glutamat-

induzierten Toxizitdtsmodell neuroprotektiven Effekte vermittelt.
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